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1. Roviditések jegyzéke

AFM atomic force microscopy, atomerd mikroszkopia

BpT vegyiiletek  2-benzoilpiridin-tioszemikarbazonok

CDK ciklin-dependens kinazok

CKI ciklin-dependens kindz inhibitorok

CP coruloplazmin

DFO desferroxamin

Dp44mT 2,2¢-dipiridil-N,N-dimetilszemikarbazon

DpT vegyiiletek  Di-2-piridilketon-tioszemikarbazonok

EDTA etiléndiamintetraecetsav

EELS elektron energiaveszteségi spektroszkopia

EPMA electron probe microanalysis, elektronsugaras mikroanalizis
ES-MS elektrospray ionizacids tomegspektrometria

ET-AAS electrothermal atomic absorption spectrometry, elektrotermikus

atomabszorpcios spektrometria

EXAFS extended X-ray absorption fine structure
FCS fetal calf serum, magzati borjusavo
GF-AAS graphite furnace atomic absorption spectrometry, grafitkemencés

atomabszorpcids spektrometria

HIF-1 hipoxia-indukalhat6 transzkripcios faktor

ICP-MS induktiv csatolasu plazma tomegspektrometria

IRP iron regulatory protein

LIP labile iron pool

LOD limit of detection, kimutatasi hatar

LOQ limit of quantification, meghatarozasi hatar

MALDI matrixszal segitett 1ézer deszorpcid/ionizacid

Ndrg-1 N-myc downstream regulated gene-1

NMR magneses rezonanciaspektroszkopia

NTBI non transferrin bound iron uptake, nem transzferrinhez kotott
vasfelvétel

PBS phosphate buffered saline, foszfat pufferelt sdoldatot



PIH
PIXE

PKIH

ppm, ppb
(R)BS

ROS
RR
SEM
SIMS

SR-XRF

SRIXE
STEM

STIM

SXRM
Tf
TfR1
THGA

TOF
TXRF
XAFS
XANES
XAS
XFM
XRF
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piridoxal-izonikotinoil-hidrazon

particle-induced X-ray emission, részecske indukalt rontgen
emisszio

di-2-piridilketon izonikotinoilhidrazonok

parts per million, parts per billion

(Rutherford) backscattering spectrometry,

(Rutherford) visszaszorasos spektrometria

reaktiv oxigén gyokok

ribonukleotid-reduktaz

scanning electron microscope, pasztazo elektronmikroszkop
secondary ion mass spectrometry, szekunder ionemisszios
tomegspektroszkopia

synchrotron radiation X-ray fluorescence, szinkrotron sugarzast
alkalmazo rontgenfluoreszcens spektrometria

synchrotron radiation-induced X-ray emission

scanning transmission electron microscope, transzmisszios
pasztazo elektronmikroszkop

scanning transmission ion mMIicroscopy, pasztazo transzmisszios
ionmikroszkopia

synchrotron x-ray microscopy

transzferrin

Transzferrin receptor 1

transverse heated graphite atomizer, keresztben fiitott grafit
atomizalo

Time-of-Flight

Totélreflexios Rontgenfluoreszcens spektrometria

X-ray absorption fine structure

X-ray absorption near edge structure

rontgenabszorpcios spektroszkopia

X-ray fluorescence microscopy

X-ray fluorescence, rontgenfluoreszcencia
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2. Irodalmi hattér

2.1. Bevezetés

Az utébbi két évtizedben egyre tobb biologiai kérdés megvalaszolasdban kapnak
szerepet miszeres analitikai kémiai modszerek. Ezen modszerek kidolgozasanal
figyelembe kell venni a bioldgiai minta jellegét, mennyiségét, kezelését és ehhez kell
illeszteni egy pontos, reprodukdlhatdé ¢és megfelelé kimutatdsi hatarral rendelkezd
analitikai modszert. Ennek megvalodsitasdhoz sziikség van kémikusként a biologiai
hattér és modszerek, biologusként az analitikai mddszer alaposabb megismerésére
ahhoz, hogy a feltett kérdésekre megbizhato valaszokat lehessen adni. Vizsgalataink
soran olyan moédszerek alkalmazésa és fejlesztése keriilt el6térbe, amelyek alkalmasak
kismennyiségli jellemzden 100-300 pg Ossztomegli bioldgiai minta (a dolgozat
alapvetden rakos sejtek vizsgalatat célozza), szennyezésmentes vizsgalatara.

Munkank soran az elemanalitika és elemspeciacio teriiletén foglalkoztunk analitikai
kémiai modszerfejlesztésekkel.

A disszertacid elsd része bioldgiai mintdkban 1évd kisrendszdmi elemek (Z<23)
meghatarozasdnak lehetdségével foglalkozik totélreflexidos rontgenfluoreszcens
spektrometriai (TXRF) modszerrel. Ezen modszerfejlesztés soran human, allati és
novényi referenciaanyagok Na, Mg, P, S, K, Ca tartalmat hataroztuk meg kiilénb6z6
modszerekkel végzett mintaelokészitést kovetden.

A disszertacid tovabbi modszerfejlesztései a radkos sejtekben talalhatd vas
mennyiségi, valamint oxidacids allapotanak meghatarozasara iranyultak. A rakos sejtek
vas homeosztazisa intenziv kutatds tdrgya. A vas alapvetd fontossagli elem az emberi
szervezetben, de az irodalomban sok tanulmany foglalkozik a szervezet vasraktarainak
feltoltottsége és a kiilonbozd rakos elvaltozasok kozotti Osszefliggés vizsgalataval. A
gyorsan o0sztodo rakos sejteknek nagyobb vas sziikségletiik van, mint egészséges
tarsaiknak, igy a vas keléacigja (vaskelatorok) egy 0j lehetdséget nytjt a kemoterapiaban.
A vaskelatorokkal folyo kisérletekben a sejtek vastartalméanak valtozasat tobbnyire *Fe
izotoppal kovetik nyomon. Ezen irodalmak tanulmanyozasakor vetddott fel a kérdés,
hogy vajon ezen kelatorok nem befolyéasoljak-e a sejtek Cu €és Zn tartalmat is? Ezen
témakorhoz kapcsolodik a disszertacido masodik része, melyben rakos sejtek Fe, Cu és

Zn tartalmanak meghatarozasat végeztik el TXRF modszerrel, illetve Fe és Cu
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meghatarozasat grafitkemencés atomabszorpcids spektrometriai (GF-AAS) moddszerrel,
valamint kidolgoztuk az ehhez sziikséges analitikai mintael6készitést.

A vasat Fe(Il) és Fe(Ill) allapotok kozti konnyti atalakuldsa teszi esszencialis és
egyben veszélyes elemmé is. Az SR-TXRF-XANES (synchrotron radiation induced
total reflection X-ray fluorescence X-ray absorption near edge structure) modszer
segitségével lehetdségiink nyilt a radkos sejtekben a vas oxidacids allapotanak és
koordinacids kornyezetének vizsgalatara. A mintaeldkészitésre kidolgozott modszert és
az ezzel nyert eredményeket mutatja be a disszertacio harmadik része.

Mivel a disszertacid bioldgiai mintakhoz kapcsolddo analitikai modszerfejlesztéssel
foglalkozik, az irodalom feldolgozéasanal sziikség volt mind a vizsgalt elemek biologiai
szerepének, mind a meghatarozasukhoz alkalmazhaté analitikai mddszerek

bemutatasara.

2.2. A legfontosabb mikroelemek és a sejtekben betoltott szerepiik

Mai ismereteink 25 elem biologiai sziikségességét igazoljak. Hat elem (H, C, O, N, P,
S) minden foldi ¢életforma szamara nélkiilozhetetlen, ezekbdl épiilnek fel a
biomolekuldk. Az alapvetd fontossdgii alkotok masodik csoportjat a sejtek
elektrokémiai sajatsagaiért felelés kationok (pl. K, Mg?* Na*, Ca*") és anionok (pl. CT,
S0,%, HPO) alkotjak, amelyek megfeleld ionegyensulyt alakitanak ki a sejthartya két
oldalan és alland6 ozmozisnyomdast biztositanak. A létfontossaghi elemek harmadik
csoportjaba az un. mikroelemek tartoznak. Mikroelemeknek nevezziik azokat az
elemeket, amelyek mennyisége 100 mg/testtomeg kilogramm alatt van a szervezetben
(pl.: Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Se, Mo) [1].

A nagyon kis koncentracioban el6fordulo elemek, mint példaul a kiilonb6zd
fémionok nagyon fontos szerepet jatszanak a kiilonb6z6 biologiai folyamatokban.
Vizsgalatuk a kiilonb6zd sejt és szovetmintakban elengedhetetlen a biologiai rendszerek
miikddésének jobb megértésében, a kiilonbozd biokémiai, toxikologiai folyamatokban
bet6ltott szerepiik tisztazasaban. A legtobb esszencialis fémion valamilyen proteinhez
vagy enzimhez kotddik a szervezetben, kulcsszerepet toltenek be azok aktiv helyeinek
vagy szerkezetliknek kialakitdséban.

A kiilonboz6 fehérjék és enzimek koriilbeliil 40%-a tartalmaz valamilyen fémiont.

Ezen fehérjék és enzimek szdmos metabolikus folyamat résztvevoi, illetve iranyitoi:

10
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biologiai energiatermelés ¢és felhasznalds (fotoszintézis, sejtlégzés), jelatviteli
folyamatok,  katalizisek, szubsztrat-kotés, -aktivalads,  szallitds, raktdrozas.
Metalloproteinrdl akkor beszéliink, ha a végleges fehérje-konformacio kialakitasaban
mindig a megfeleld tipusu €s szamu ligandum vesz részt. Csak a megfeleld geometriaji
ligandumok képesek az adott fémion megkotésére és aktivalasara. A természetes és
kiilonbozo tervezett fehérjék szerkezetébdl levonhatd a kovetkeztetés, hogy viszonylag
egyszeriieck azok a struktarak, melyek szamos fémion megkotésére alkalmasak.
Peptidek, fehérjék kiilonb6z0 méretli részei tartalmaznak olyan funkcios csoportokat,
melyek képesek fémionok koordinacidjara. Az aminosavak koziil a cisztein és a
metionin vesz részt azon fémionok koordinaciés helyeinek kialakitdsdban, melyek S
affinitassal rendelkeznek. A hisztidin esetében a benne 1évé N valik alkalmassé
koordinacids kotés kialakitasara a fém indukalta deprotonaciot kovetden.

A metalloproteineket megkiilonboztetjik a fémkotd fehérjéktdl (metal-binding
proteins). A metalloproteinek fémionk6td affinitdsa nagy, a kialakult kotés erds €s nem
szlinik meg a kiilonb6z6 mintakezelési 1épések (higitas, izolalds) soran sem. A fémkotd
fehérjék esetében a fém-fehérje kapcsolat gyengébb és konnyen megsziintethetd. A
fehérjék egyértékii alkalifém ionokkal kialakitott kapcsolata a leggyengébb (Na*, K*), a
kétértéki alkalifoldfém ionokkal (Ca2+, Mgz+) mar kozepesen erds kotések alakulnak ki.
A legerdsebb az atmeneti fémionokkal I1étrejové kolcsonhatas (koszonhetden a
stirliségiiknek, a viszonylag kis atomsugaruknak, az elektromégneses ¢€s elektrosztatikus
erdk révén kialakitott kotéseiknek), igy nem meglepden fdleg ezen ionok talalhatdak a
kiilonbdz6 metalloproteinekben [2].

Az 1. tablazat az adtmeneti fémek koziil az értekezésben vizsgalt hdrom esszencialis
elem, a Fe, Cu és Zn vonatkozéasdban ad attekintést a veliikk kotést 1étesitd partner
fehérjékrdl és enzimekrdl, tovabba a hidnyukban jelentkezd tlinetekrdl és betegségekrol
(zargjelben azon betegségek talalhatoak, melyek esetében az adott elem szerepe még

nem teljes egészében tisztazott) [2, 3, 4, 5].
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1. tabldazat: A Fe, Cu és Zn sejtbeni kotépartnerei, valamint a hianyukban fellép6 tiinetek és betegségek [2 3,4, 5].

Elem Protein/enzim Hianytiinetek/hianybetegségek Betegségek
e Hemtartalmu fehérjék (a vas porfirin-gyiiriiben e Anaemia Parkinson-kor (vas felhalmozddasa a substantia nigraban)
talalhat6): hemoglobin, myoglobin, citokromok. | e firadékonysag; Alzheimer-kor
e Nem hemtartalmu fehérjék: transzferrin, ferritin, | e irritabilités; Hemokromatdzis (vas anyagcserezavara, autoszomalis
ovotranszferrin, kazein, hemosziderin, albumin | e fizikai és szellemi teljesitmény recessziv modon 6roklédik)
Fe o Katalaz, citokrom, nitrogenaz, hidrogendz csokkenése; fer_t('izések (Myc_obacteripm smegmatis, M. tuberculosis, M.
e Ribonukleotid reduktaz, prolil-hidroxilaz, o szervezet védekezdképességének avium, Plasmodium falciparum)
fenilalanin-hidroxilaz, akonitaz csokkenése; kancerogenezis (reaktiv oxigén gyokok képzése,
o cellularis immunitas csokkenése. angiogenezis, metasztazis)
(Atherosclerosis, kardiovaszkularis betegségek, amiotrdfids
lateralszklerozis, drdkletes retinadegenerdcio)
e Coruloplazmin (human szérumprotein) o vazrendszer defektusai, Wilson-kor (a réz anyagcserezavara, autoszomalis recessziv
e Szuperoxid-dizmutaz o azidegrendszer degeneracioja, modon &roklédik)
e Tirozinaz o a haj szerkezetének és Menkes-szindréma (a réz szallitas zavara, X kromoszomahoz
e Citokrém c oxidaz pigmentécidjanak megvaltozasai, kotott, recessziv modon 6roklodik)
Cu e Monoamin-oxidaz e a szaporodas zavarai Parkinson-kor, Alzheimer-kor
e Lizil-oxidaz o Kkardiovaszkularis 1éziok, kancerogenezis (angiogenezis, reaktiv oxigén gyokok
e anaemia ke?pzése)
(Ordékletes retinadegeneracio, atherosclerosis,
kardiovaszkularis betegségek, epilepszias roham)
e A cink tobb mint 200 enzim és fehérje e anaemia; Alzheimer-kor
alkotoeleme. o nagyfoku levertség; (Amiotréfids lateralszklerdzis, Parkinson-kor, orokletes
o Legismertebbek: karboanhidraz, o étvagytalansag; retinadegenerdcio, atherosclerosis, kardiovaszkularis
karboxipeptidaz, aminopeptidaz, alkalikus o tdrpendves; betegségek, osteoporosis, epilepszias roham, prosztatardk)
Zn foszfataz, alkohol-dehidrogenaz, DNS e durva és szaraz bér;
polimeraz, termolizin, szuperoxid-dizmutaz, e maj és lépmegnagyobbodas;

metalloproteinazok.
Inzulin, “cinkujj” fehérjék, metallotionein

hypogonadizmus;
elhuzodo sebgyodgyulas;
e iz- és szagérzés romlasa
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2.3. A Feszerepe az emberi sejtekben [6]
2.3.1. A vas fiziolégias funkcioi

A megfelel6 mennyiségli vas jelenléte a szervezetben alapvetd fontossagu az allatok,
ndvények, mikroorganizmusok szempontjabol is. A vas szamos fehérje alkotoeleme:
hemtartalmi proteinek, elektron transzportlanc proteinek, mikroszémalis elektron
transzportlanc proteinek, vas-kén proteinek és enzimek, mint példaul a ribonukleotid
reduktaz, prolil hidroxilaz, fenilalanin hidroxilaz, akonitaz.

A vasnak kiilondsen nagy jelentésége van a vordsvértestek képzésében. A
hemoglobin eldallitdsdhoz sziikséges vas hidnya kovetkeztében kialakuld vashianyos
vérszegénység (anémia) a WHO (World Health Organization) szerint az 5 és 14 év
kozotti korosztaly 46%-at érinti.

A vasnak kiemelten fontos szerepe van az idegrendszer és az immunrendszer
normalis miikodésében is. Allatkisérletekben kimutattak, hogy patkanyokat alacsony
vastartalmu étrenden tartva az agyfunkcidk visszafordithatatlan karosodasa kovetkezik
be az elégtelen mielinizaci6, valamint a dopaminerg palyak hianyos kialakulasa
kovetkeztében. Feln6tt allatokban €s emberekben a vashiany tobb ponton befolyasolja
az immunvalaszt is. Makrofagok esetében csokkent baktériumdldé-aktivitast figyeltek
meg.

2.3.2. A vas kémiai tulajdonsagai

A vas két oxidacios formaban fordul elé az €16 szervezetben: Fe®* és Fe®'. Vizes
oldatban a Fe”* oxidaloszer jelenlétében Fe**—ma oxidalédik a pH fiiggvényében. Mivel
oxigén jelenlétében a vas oldhatdsdga igen csekély, igy az €16 szervezetek fejlodésiik
soran olyan fehérjéket kezdtek el termelni, melyek képesek termodinamikailag stabilan
megkotni a vasat, de mindekdzben a vas kinetikailag elérhetd marad a kiilonb6zd
bioldgiai folyamatokhoz.

Gerincesekben az extracellularis Fe®* megkotéséért és szallitasaért a plazma protein,
transzferrin (Tf) a felelds. A transzferrinnek két Fe®* kotohelye van, melyek stabilitasi
allandoja 1-6 x 10 M™ a Fe**-ra nézve.

A Fenton reakcioban a Fe** a hidrogén peroxidbol hidroxil gyokot képez (HOs), ami
a legreaktivabb szabad gyokok egyike. A sejtben 16v6 reduktiv kornyezetben a Fe*

aztdn nem enzimatikus Uton, a sejtben talalhato redukéloszerek (aszkorbat, redukalt
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glutation) segitségével visszaredukalédik Fe?* -vé, ezzel a hidroxil gyokok folyamatos
termelddését inditva el.
2.3.3. A sejtek vas homeosztazisa

A vas felvétele a sejtekbe torténhet transzferrinhez és nem transzferrinhez kotott
modon. A bekeriild vas a ,labile iron pool” része lesz, a felesleg pedig ferritinben
tarolodik, illetve szamos enzim alkotdéelemévé valik, melyek aktivitasahoz
nélkiilozhetetlen.

2.3.4. Vastranszporterek

A Fe-Tf endocitozis révén keriil be a sejtbe, ahol az endoszéma 6,0-0s pH-jan a Tf
elengedi a kotott vasat. A Fe** ezutan egy endoszomalis ferrireduktéaz (Deytb=duodenal
cytochrome b reductase, mely aszkorbatot hasznal redukaloszerként) segitségével
redukalodik. A vas transzportjaért felelések még: a DMT1 és Iregl (mds néven
ferroportin 1 vagy MTP1) transzporterek. A Fe?* kozvetleniil a plazmamembranban
talalhatd6 DMT1 transzporteren keresztiil is bejuthat a sejtbe, tgynevezett nem
transzferrinhez kotott vasfelvétel (NTBI, non transferrin  bound iron uptake)
segitségével. A DMTI egy Fe®* atom és egy proton kotranszportjat valositja meg. Az
Iregl transzporter felelds a Fe?* sejtbdl kifelé torténd transzportjaért, majd a Fe**-t a
hephaestin ferroxiddz oxidalja az apoTf-hez valo kotddése elott.

A plazma Tf jelen lehet apo formaban, illetve egy vagy két Fe®" atomot kotve. A Tf
szaturacid normalis esetben 35%, ami azt jelenti, hogy az egyetlen Fe®-at kotd Tf
forma az uralkodé.

2.3.5. A ,,labile iron pool” (LIP)

A vas citoszolba valo bekeriilésekor a “labile vagy reactive iron pool” része lesz. A Fe
“felesleg” pedig ferritin formajaban tarolodik, mely legfeljebb 4500 Fe** atom/ 1 ferritin
megkotésére képes [FeO(OH)]g[FeO(H2,PO,)] formaban. (34. abra, 105. oldal)

A LIP-ban a vas egy gyengén kotott formdban van jelen. A LIP komplexek kotési
konstansa kisebb, mint 10°. A sejtben 1év6 reduktiv kdrnyezet miatt a LIP-ban 16v6 vas
jorészt Fe** allapotban van, de Fe** is eléfordulhat a sejtbeli  oxidacid
kovetkezményeként. A LIP-ban a vas kotésében szerepet jatszd OsszetevOk pontosan
nem ismertek, de valosziniileg kis molekulasulyu foszfatok, nukleotidok, szerves savak
és membranfehérjék alkotjak. Alapvetden a sejt vastartalmanak 3-5%-a van LIP-ban, de

ez a kis mennyiség felelés a sejt tényleges vas “statuszaért”. Magas vastartalmu
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médiumban tenyésztett neuroblasztoma sejtek 3-4-szer nagyobb LIP-lal rendelkeznek,
mint az alacsony vastartalmii médiumban tenyésztett tarsaik. Valamint a nagyobb LIP-
lal rendelkezd sejtek minden esetben tobb reaktiv oxigén gyokot is termelnek. Tehat a
LIP nemcsak a sejt teljes vastartalmanak egyfajta markere, hanem meghatarozza a sejt
redox “statuszat” is.

IRP1 és IRP2 (iron regulatory protein) fehérjék szabalyozzak poszttranszkripcionalisan.
Az IRP1 és IRP2 proteinek mukodését elsdsorban a celluléris vas szintjének valtozasa

alakitja.

2.4. A rakos sejtek vas metabolizmusa és a vaskelatorok lehetséges
tamadaspontjai [7]
2.4.1. A ferritin

Tobb tanulmany is foglalkozik a ferritin és a kiilonbozoé rakos elvaltozasok kozti
kapcsolattal. Bar a vasraktarak nagysaga nem novekedett, tobb rakos folyamat esetében
megfigyelték a ferritin szérumszintjének megemelkedését. Egyeldre nincs ra
magyarazat, hogy egyes rakos sejtek miért szekretalnak ferritint, de példaul leukémids
sejtek esetében azonositottak egy ndvekedési faktort, ami immunolédgiai szempontbol
teljesen megegyezik a ferritinnel. (Ferritin elleni ellenanyag gatolta ezen sejtek tovabbi
novekedését, mely jelenség alatamasztja, hogy ez a protein szerepet jatszott a
sejtproliferacio eldsegitésében.)

2.4.2. Transzferrin receptor 1 (TfR1)

A rékos sejtek vas metabolizmusa tobb ponton eltér a normdl sejtekétol. A
legismertebb eltérés a sejtfelszini TfR1 emelkedett expresszidja, amely részben
magyarazhaté a DNS szintézishez sziikséges vas-fiiggd ribonukleotid reduktaz (RR)
fokozott exressziojaval. A rakos sejtekben az osztodas mértéke és a DNS szintézis foka
sokkal magasabb, mint a normal sejtekben és ez sokkal tobb aktiv RR-t igényel.

2.4.3. A ribonukleotid-reduktaz (RR) és a DNS szintézis

Mivel a ribonukleotidok redukcidja a DNS szintézis sebességmeghatarozo 1épése, igy
a RR inaktivaciojanak szamos kdvetkezménye van: ledll a DNS szintézis, sejtosztodas,
DNS repair, mely folyamatok a sejtciklus leallasahoz és apoptdzishoz vezetnek. Az

emelkedett RR aktivitast pedig Osszefliggésbe hozzdk a sejtek malignus
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crer

ujgeneracios rakellenes szerek célpontja.
24.4. A vas hatasa a sejtciklusban szerepet jatsz6 molekulakra

A DNS szintézisen kiviil a vas ugyancsak fontos szerepet jatszik a sejtciklus
szabalyozasaban is, ugyanis befolyasolja egyes szabalyozé fehérjék expresszidjat.

A sejtciklus 5 részre tagolhatd: Gi, S, Gz, M és Gy. Az egyes ciklusok kozti
tovabblépés nagyon szigoruan ellendrzott a kiillonbozo ciklinek és ciklin dependens
kinazok (CDK), ciklin dependens kindz inhibitorok (CKI) és a p53 tumorszupresszor
fehérje altal.

Sok tanulmany foglalkozik a vasmegvonas hatdsaval sejtciklus szabalyozasara.
Osszességében elmondhatd, hogy a vaskelacié okozta vaselvonds megvaltoztatja egy
sor, a sejtciklus szabdlyozdsadban résztvevd molekula expresszigjat (p53, GADDA4S5,
ciklin D1, D2, D3, p21, CDK2). Ezen valtozasok pedig kulcsfontossaguak a
vaskelatorok esetében megfigyelt G1/S atmenet felfiiggesztésében, és a kivaltott
apoptozisban.

2.4.5. A vas szerepe a tumornovekedésben: az angiogenezis és a metasztazis

A tumorsejteknek bizonyos daganatnagysag (1-2 mm3) elérése utan vérellatasra van
sziikségiik az oxigén ¢€s tapanyagellatas (pl. gliikoz) biztositdsara. Csak az a tumor
képes tovabb novekedni, amely a kdrnyezd érendotélsejtek osztodasanak serkentésével
(angiogenezis) ezt biztositani tudja.

2.45.1.  Angiogenezis

Valosziniisithetben a vasnak ebben a folyamatban van kulcsszerepe, ezért is
befolyasolhatja a vas kelacidja a tumorok angiogenezisét. A rdkos sejtek gyors
szaporodasa és a gyors tumorndvekedés soran oxigén hiany — hipoxia — jon létre a
tumorban, és ez indukdlja az angiogenezist. Sejtszinten a hipoxiara adott vélasz a
hipoxia-indukalhato transzkripcios faktor (HIF-1) rendszeren keresztiil torténik. Ennek
egyik eleme a HIF-1la, melynek szabalyozasaban a Fe tartalmi enzim, a prolil
hidroxilaz jatszik szerepet. Megfeleld oxigén és vas ellatottsag esetén, ez az enzim

Hipoxias koriilmények kozott a prolil-hidroxilaz inaktiv, igy a HIF-1a. nem bomlik

le, hanem felhalmozodik a citoplazmaban, majd bekeriil a sejtmagba ahol a célgének
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hipoxiareszponziv elemeihez kotédve Dbefolydsolja a hipoxia altal kivaltott
transzkripcids valaszt.

A prolil-hidroxildz enzimatikus miikodéséhez Fe(Il)-re van sziikség, tehat az
intracellularis vas elvonasa az enzim inaktivalodasahoz vezet. Az inaktiv prolil-
hidroxildz nem tudja hidroxildlni a HIF-la proteint, ami végiil a HIF-1 célgének
atirodasahoz vezet. Mindezeket és a vaskelatorok azon tulajdonsagat is figyelembe
véve, hogy a pro-angiogenezis faktor VEGF1 upregulaciojat indukaljak, elméletileg arra
a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a vaskelatorokkal valo kezelés kdvetkezménye lehet
angiogenezis ¢s tumorndvekedés is. Természetesen fontos megemliteni, hogy az
angiogenezis, valamint a tumorndvekedést gatld folyamatok is igen komplexek,
rengeteg angiogenezist segito és gatld faktor ereddjeként jon ki a tényleges eredmény. A
vas megvonas tehat a VEGF1 megnovelt expresszidjan keresztiil az angiogenezist
serkenti, de a vas megvonas ugyanakkor gatolja a ribonukleotid-reduktazt, hatasara a
metasztdzis és novekedés szupresszor Ndrg-1, valamint az apoptozis indukalo gén
BNIP3 upregulacidja kovetkezik be, a ciklin D1 downregulacidja kapcsan gatlodik a G
atmenet a sejtciklusban, a p21 apoptozist indukalo fehérje downregulacioja kovetkezik
be, novekszik a p53 fehérje expresszidja, ami pedig az angiogenezist gatolja. Mivel a
kisérletek alapjan a hatékony vaskelatorok gatoljak a tumorndvekedést, kijelenthetd,
hogy az angiogenezis esetén is az antiproliferativ hatas dominal.

2.45.2.  Metasztazis
2.452.1. A sejtadhézio befolyasolasa invaziv tumorokban

A rakban elhunytak 90%-a a metasztazisos szovédmények miatt hal meg. Amikor egy
primer tumor szamara “elérhetévé” valik az érrendszer a rékos sejtek képesek
szétterjedni a szervezetben a szisztémas €s nyirokkeringés segitségével. A metasztazisra
hajlamos tumortipusoknal kimutattdk, hogy a rdkos sejtek csokkent sejtadhézids
fenotipus-tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ez fdleg a sejtadhézidos molekuldk

Szamos tanulméany tamasztja al4, hogy a vaskelatorok hatdssal vannak a sejtfelszini
adhézios molekulak expresszidjara (E-szelektin, VCAM-1, ICAM-1). Az egyeldre
tisztazatlan, hogy ezek a kelatorok okozta expresszios valtozasok hogyan, illetve

befolyasoljak-e egyaltalan a rdkos sejtek metasztazisat, invaziojat in vivo.
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2.452.2. A tumor-host mikrokornyezet atalakulasa a metasztazisban

A tumorsejtek a metasztdzis folyamata soran egy sor olyan enzimet termelnek,
melyek lebontjak az extracellularis matrixot €és a sejtekhez kapcsolodd proteineket a
daganat kornyezetében. Ilyen enzimek példaul a matrix metalloproteinazok, szdvet
szerin proteinaz. A matrix metalloproteindzok cinktartalmti enzimek, a cink sziikséges
az endopeptiddz aktivitashoz. Tobb tanulméany is foglalkozott mostandban a vas
szerepével a metalloproteinazok szabalyozasaban, illetve a vaskelatorok hatasaval ezen
enzimekre, de a kisérletek eredményei gyakran igen eltéroek. A legtobb kisérleti modell
esetében azt figyelték meg, hogy a vas kelacidja csokkenti a metalloproteinazok
expresszidjat. Mindez arra utal, hogy egyes vaskeldtorok nemcsak gatoljak a
tumorndvekedést, hanem metasztdzist gatldo hatdst is kifejtenek a matrix
metalloproteindzok expressziojanak csokkentésével.
2.45.23. Ndrg-1: gatolja tumornovekedést és a metasztazist

A metasztazist vizsgalo kutatdsokban igazi attorést jelentett a metasztazis szupresszor
proteinek felfedezése, koztiik az Ndrg-1 (N-myc downstream regulated gene-1). A vas
kelacioja noveli az Ndrg-1 expresszidjat HIF-low fliggd és fliggetlen utakon. Ezen
adatok alapjan az Ndrg-1 expresszidjanak novelése fontos szerepet jatszhat a

vaskelatorok antiproliferativ és antimetasztatikus hatdsanak kialakitdsaban.

2.5. A vaskelatorok mint potencialis rakellenes szerek [7]

A gyorsan osztodd rakos sejteknek sokkal nagyobbak a vas sziikségleteik, mint
normal tarsaiké, igy joval érzékenyebbek a vas elvonasara is [ 8, 9, 10]. Ezért is
jelenthet a vas kelacidja egy ) kemoterapias lehetdséget. Az alabbiakban a vaskelatorok
Uj generacidit (1. dbra) mutatjuk be, kiilonds tekintettel azokra, melyek jelentds és

szelektiv tumorellenes hatassal rendelkeznek.
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1. dbra: Vaskelatorok generacioi.

2.5.1. Desferroxamin (DFO)

A desferroxamin ma is forgalomban 1év0 hatéanyag (Desferal inj.), melyet a
melyben a szervezet nem képes funkcidképes hemoglobin eldallitasara. A betegség
kovetkezménye vérszegénység, ami miatt gyakori vératdomlesztésre van sziikség. A
gyakori vératdmlesztés miatt talzott mértékli vasfelhalmozodas alakulhat ki, ezért van
sziikség a vaskelaciora.

Tobb tanulmany is leirja a desferroxamin antiproliferativ hatdsat kiilonb6z6 tipust
tumorsejteken [8, 9, 11], masok viszont ennek ellenkez6jét allitjak [12, 13]. Ezen
ellentétes tapasztalatoknak tobb oka is lehet: a hatdéanyag rovid féléletideje, a molekula
nagy hidrofilitasa, valamint a membranokon valé csekély atjutasi képessége [14, 15].

Ezen tapasztalatok alapjan a késdbbiekben nagyobb szelektivitdsii és nagyobb
hidrofobitast rakellenes vaskelatorokat probaltak kifejleszteni.

2.5.2. Tachpyridine

A tachpyridine a Fe(Il) mellett Ca(II), Mg(Il), Mn(II), Cu(Il) és Zn(I) ionokat is
képes megkdtni, de citotoxikus hatasaban a vas kelacidja jatszik szerepet [14, 16, 17 ].
A tachpyridine nagyobb affinitassal koti meg a Fe(I)-t mint a Fe(lll)-at anaerob
koriilmények kozott, valamint kimutattak, hogy a tachpyridinnel torténd kelacid révén
bekovetkezik a Fe(Ill) redukcidja Fe(ll)-vé, ami kritikus 1épés a Haber-Weiss
reakcioban a reaktiv oxigén gyokok keletkezéséhez (ROS) [16, 17]. A tachpyridine
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gatolja a ferritin szintézist, valamint p53 fiiggetlen uton apoptdzist indukal. Mivel a
rakos elvaltozasok nagytobbségében hibas a p53 gén, igy igen nagy klinikai jelentdsége
lehet egy rakellenes szernek, mely p53-fiiggetlen apoptdzist képes indukalni [18].

2.5.3. ICL670A

Az ICL670A molekulat a Novartis fejlesztette ki, mely oralisan is adhato gyodgyszer
vasfelhalmozodassal jaro korképekben. In vitro tanulmanyokban antiproliferativ hatasat
i1s kimutattdk sejtkulturakon, am a DNS szintézis gatlasdhoz sziikséges koncentracio
igen magasnak bizonyult [19, 20].

2.5.4. Aroil-hidrazonok

A kelatorok ezen csoportjat a piridoxal izonikotinoil hidrazonnal (PIH) végzett
igéretes kisérletek utan fejlesztették ki. Bar a PIH hatékonyabb vaskelator mint a DFO,
DNS szintézist gatldo hatdsukban csak kis eltérés volt megfigyelhetd az SK-N-MC
neuroblasztoma sejtekben. Ezen megfigyelés alapjan feltételezhetd, hogy nincs
Osszefliggés az adott molekula vaskelatizal6 hatékonysaga és DNS szintézist gatld
tulajdonsaga kozott [ 21 ], valamint valoszintsithetd az is, hogy a kiilonb6z6
vaskelatoroknak més-mas sejtbeni vasraktarak a célpontjai, melyeken keresztiil kifejtik
tumorellenes hatasukat [22]. A késdbbiekben szamos PIH-analég szintézisére keriilt sor
és vizsgaltdk a kiillonbozd szubsztituensek szerepét a szerkezet-hatds Osszefiiggésben
[22, 23]. A szintetizalt vegyiiletek koziil a 2-hidroxi-1-naftilaldehid izonikotinoil
hidrazon (mas néven 311) volt az egyik leghatékonyabb kelator. A 311 vegyiilet
antiproliferativ hatdsat azaltal éri el, hogy a RR (ribonukleotid-reduktaz) miikodéséhez
szlikséges vasraktarakat {iriti ki, mely végs6 soron apoptdzishoz vezet [24, 25].

A kelatorok egy  kovetkezé  csoportjat  képezik a  di-2-piridilketon
izonikotinoilhidrazonok  (PKIH), melyek ugyancsak antiproliferativ  hatassal
rendelkeznek [26].

2.55. Tioszemikarbazonok

A kelatorok ezen csoportja volt az egyik legels6, melyben igen jelentds
antiproliferativ hatdsti molekuladkat azonositottak. Ezen haromfogu ligandumok a vasat
egy S és két N donoratom segitségével kelatizaljak. A Fe(II) mellett, Cu(Il), Co(II),
antiproliferativ hatasukat a RR enzim hatékony gatlasaval érik el [27, 28, 29, 30]. A

régebbi tanulmanyokban az szerepel, hogy a tioszemikarbazonok valdszintileg a RR két
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crer

3-aminopiridin-2-karboxialdehid tioszemikarbazon (Triapine®) vizsgalatakor kideriilt,
hogy a vegyiilet redox-aktiv [31]. A kisérletek szerint a Fe(IIl)-Triapine® komplex
redukcioja ROS termelddéséhez, és tobb 1épésen keresztiil a RR enzim inaktivaciéjahoz
vezet [32]. Az utobbi években a Triapine® klinikai fazis I és II vizsgalatokban keriilt
kiprobalasra [33, 34, 35].

2.5.6. Di-2-piridilketon-tioszemikarbazonok (DpT vegyiiletek), 2-

benzoilpiridin-tioszemikarbazonok (BpT vegyiiletek)

H A
=Ny R
= S
\ N
DpT vegyiiletek BpT vegyiiletek
DpT R=H,R'=H BpT R=H,R'=H
Dp4mT R=H, R'=Me Bp4mT R=H, R'=Me
Dp44mT R =Me, R'=Me Bp44mT R = Me, R' = Me
Dpd4eT R=H, R' =Et Bp4eT R=H, R'= Et
Dp4aT R =H, R' = CH,CHCH, Bp4aT R =H, R = CH,CHCH,
Dp4pT R=H, R'=Ph Bp4pT R=H,R'=Ph

2. abra: DpT és BpT szarmazékok.

A kelatorok (fleg a tioszemikarbazonok és a PKIH szarmazékok) szerkezet-hatés
Osszefiiggéseinek vizsgalata soran azonositottak azokat a szerkezeti elemeket, melyek
fontosak a vaskelacio és az antiproliferativ hatas szempontjabol. Ezen szerkezeti elemek
kombinacidja vezetett az un. “hibrid”’-molekulék szintéziséhez [36]. Ebbe a csoportba
tartoznak a di-2-piridilketon-tioszemikarbazon (DpT) szarmazékok (2. abra), melyek a
PKIH ¢és a 2-hidroxi-1-naftilaldehid tioszemikarbazon vegyiiletek “hibridizacidjaval”
jottek létre. Az igy létrehozott DpT vegyliletek hatékonysagat in vitro és in vivo is
vizsgaltak és Osszehasonlitottdk a DFO és 311 vegyliletekével. A DpT vegyiiletek
jelentésen nagyobb antiproliferativ hatast és vasmobilizalo képességet mutattak ezekben
a kisérletekben. (Egy Fe?* vagy Fe®* kelatizalasdhoz 2 DpT molekulara van sziikség
[37].) A tanulmany azt is kimutatta, hogy a kelatorok vaskoté tulajdonsaga
elengedhetetlen az antiproliferativ hatashoz. A DpT vegyiiletek kozil a
leghatékonyabbnak a Dp44mT bizonyult. Az igéretes in vivo eredmények utin a
Dp44mT in vitro is 47%-kal csokkentette a tumor ndvekedését a kontrollhoz

viszonyitva (egerekbe oltott - a citotoxikus szerekre rezisztens - M109 tiidékarcindma
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sejtvonallal végezték ezt a kisérletet), valamint a szer nem csokkentette az allatok
sulyat, a hemoglobin koncentraciot, a hematokrit értéket, a eritrocitak és leukocitak
szamat sem [38]. Whitnall és munkatdrsai in vivo és in vitro vizsgalatokban is
Osszehasonlitotta a Dp44mT ¢€s a Triapine® hatékonysagat. A Dp44mT vegyiilet erds
antiproliferativ hatasat 28 sejtvonalon igazolta [39]. A szer a proliferacioé gatlasat p53
fiiggetlen uton éri el, melynek nagy jelentésége lehet, mivel a tumorok 50%-aban
talalhaté mutans p53 gén/fehérje. A tanulmanyban bemutattak, hogy a Dp44mT gatolja
az egerekbe oltott emberi tumor xenograftok ndvekedését is. Mindamellett, hogy a szer
jelentds tumorellenes hatékonysagot mutat, az egerek jol toleraltak.

Meglepd modon azt tapasztaltak, hogy a kezelés nem vezetett az intracellularis vas
mobilizéciojadhoz a tumorban [39], pedig a sejtvonalakon elvégzett kisérletekben gatolta
a vas felvételét a transzferrinbdl, valamint a sejtekben 1évé vas mobilizécidjat inditotta
el [38]. Ezen tapasztalatok alapjan a szer in vivo tumorellenes hatasaban valosziniileg
nem a vas sejtekbdl vald kivondsa jatssza a legfébb szerepet, hanem Dp44mT-Fe
komplex redox aktivitasa.

Dp44mT hatékonysagaban bizonyara szerepet jatszik a DpT vegyiiletekre jellemzd
nagy lipofilitas, valamint hogy a fiziologias pH-n neutralis formaban vannak jelen [40].
Ezen tulajdonsagaiknak kdszonhetden képesek a membranokon valo atjutasra és férnek
hozza a sejtproliferaciohoz sziikséges intracellularis “labile iron poolban” talalhato
vashoz. Ugyanebben a tanulmanyban arra kovetkeztetésre jutottak, hogy a Dp44mT
nem kapcsolodik erésen a DNS-hez. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a szer
antiproliferativ hatdsanak alapja nem a hidroxil gyokok kozvetlen DNS kérosito hatésa,
hanem valoszinlileg mas mechanizmusok. Az egyik feltételezhetd mechanizmus az
lehet, hogy a Fe-Dp44mT komplex altal termelt reaktiv oxigén gyokok (ROS) keltette
oxidativ stressz hatdsara a holo-citokrom ¢ a mitokondriumbdl a citoszolba
transzlokalodik, ahol apoptozis indukalo kaszkadfehérjéket aktival [38].

Tehat a DpT vegytiletekrdl (kiilondsen kiemelve a Dp44mT molekulat) elmondhato,
hogy nagy antiproliferativ aktivitasuk annak koszonhetd, hogy képesek bejutni az
intracellularis kompartmentekbe, ott vasat megkotni, mellyel redox-aktiv komplexet
képeznek, ami ROS képzédését indukéalja. fgy a DpT vegyiiletek két ponton is
“tamadnak”™: az intracellularis vas mobilizacidjat idézik el6, valamint redox-aktiv vas

komplexet is képeznek [40]. Ez a kettds mechanizmus kritikus feltétele az
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antiproliferativ hatdsnak, amit érdemes lehet figyelembe venni a késobbi rakellenes
szerek kifejlesztésekor is.

A BpT vegyiiletek szintézisére a DpT szdrmazékokkal végzett sikeres kisérletek utan
keriilt sor. A DpT molekuldkban taldlhato 2-piridil gyurit fenil csoportra cserélve
jutottak el a BpT vegyiiletekhez [37] (2. dbra). Ennek a strukturalis valtoztatasnak a
célja a vegyiiletek lipofilitdsanak nodvelése, valamint a piridil nitrogén elektronszivo

hatasanak csokkentése volt, mely fontos a vaskoto affinitds szempontjabol.

2.6. A Cu szerepe a sejtekben [6]
2.6.1. A réz fiziologias funkcioi

A réz alapvetd fontossagu nyomelem. A csecsemdkor a legkritikusabb iddszak a réz
ellatottsdg szempontjabol, mivel a gyors fejlddés novekvo réz igénnyel parosul, mig
tejalapu taplalas soran a réz csak igen kis mennyiségben keriil az emberi szervezetbe.
Bér a réz hidnya a leggyakoribb ebben az életszakaszban, de nagy a veszélye a réz
toxikus hatasainak is, mivel a majfunkciok még nem tokéletesek, igy a szervezet
képtelen kezelni a magasabb réz bevitel soran kialakul6 helyzetet.

A réz tobb mint 30 enzim miitkodéséhez sziikséges, pl.: szuperoxid dizmutaz (Cu/Zn-
SOD), coruloplazmin (CP), lizil oxidéaz, citokrom c oxidéaz, tirozinaz, dopamin-p3-
hidroxilaz.

A réz metabolizmusa megvaltozik a kiilonbozd gyulladasos, fertézéses és rakos
folyamatok soran. Ellentétben a vassal, melynek szérumszintje csokken fertdzés és
gyulladdas esetén, a Cu ¢és CP szintje emelkedik. A megfeleld6 immunvélasz
kialakulasdhoz is sziikséges elem a réz. Fert6zés esetén sziikség van a Cu-re az aktivalt
limfocita sejtek interleukin-2 termeléséhez. A rakos megbetegedések esetén pedig
pozitiv korrelaciot talaltak a plazma CP szintje és az elvaltozas sulyossagi foka kozott.
Malignus tumorok esetében pedig azt talaltdk, hogy a tumorszdvet Cu koncentracidja
tobbnyire magasabb, mint az egészséges szoveteké.

2.6.2. A réz kémiai tulajdonsagai

A réz ugyancsak az atmeneti fémek koz¢é tartozik, mint a vas. A réz is két oxidacios

allapotban fordulhat el8 az €16 szervezetben: Cu®* és Cu® formaban. A Cu®* j6 oldodasi

tulajdonsagokkal rendelkezik, mig a Cu’ esetében csak mikromoélosnal kisebb

crer
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elé, mivel oxigén jelenlétében az elektron akceptor Cu® kénnyen oxidalodik Cu?*-vé. Ez
a folyamat visszafelé is mikodik, ha a Cu® felvesz egy elektront valamely erds
redukaldszert6l, példaul a redukalt glutationtdl vagy az aszkorbattol. A réz — ahogy a
vas is — az €16 szervezetben a redox reakciok fontos elemévé valik, mivel képes egy
elektron cseréjével lejatsz6do folyamatokban részt venni.

A Fenton reakcioban a Cu® (akarcsak a Fe®") a hidrogén peroxidbol hidroxil gyokot
képez (HOe°). A sejtben 1év6 reduktiv kornyezetben a Cu®" aztan nem enzimatikus uton,
a sejtben taldlhatd redukaloszerek (aszkorbat, redukalt glutation) segitségével
visszaredukalodik Cu’ ionna, ezzel a hidroxil gyokok folyamatos termelédését inditva
el.

2.6.3. A sejtek réz homeosztazisa

Két homolog P tipusi ATPaz kation transzporter a két legfontosabb elem a Cu
homeosztazisban: a Menkes és a Wilson ATPaz (MNK, WND). Szerkezetiik és a sejtek,
szovetek rézanyagcseréjében betoltott szerepiik is hasonld. A legtobb sejtben az MNK
latja el, a felesleges rezet az epébe juttatva. Mindkét protein szerepet jatszik a Cu-ellatas
biztositasaban a réztartalmu fehérjék szintéziséhez: bejuttatjak a rezet a transz-Golgi
halézatba, ahol a fém beépiil az apoenzimbe. A Cu eltavolitasa sejtekb6l vagy a
plazmamembranon keresztiil az extracellularis tér felé torténik (MNK), vagy egy belsd
intracellularis  vezikularis kompartmentbe (WND). A réz transzportjdban a
kefeszegélyben részt vesz még a DMT]I protein, ami mas fémek felvételéért is felelds
(Fe**, Co™, Ni**, Mn?").

A Cu szallitasa kapcsan még meg kell emliteni a réz chaperonokat, melyek a sejten
beliil szallitjdk a rezet a megfeleld enzimekhez, kotdhelyekre. Ezen chaperonok
megakadalyozzdk a szabad Cu kialakuldsat a sejtekben azaltal, hogy kozvetleniil a
felhasznalas helyére szallitjak Oket. A sejtbe bekeriild réz egy részét a citoszolban 1évo
metallotioneinek kotik meg. Egy altalanos chaperon a réz szdmara a glutation, mely a
plazmamebran Ctrl (Cu transzporter 1)-éhez szallitja a rezet, de ez a folyamat még

nincs teljes egészében ¢és részleteiben feltérképezve.
2.7. A Zn szerepe a sejtekben [41]

2.7.1. A cink fiziologias funkcioi

A vas mellett a cink a leggyakoribb nyomelem az emberi szervezetben. A legtobb
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cink az agyban (hippocampus, amygdala, cortex) és a hasnyalmirigy [ sejtjeiben
talalhat6. Szdmos enzimben megtaldlhaté, ionos formdban szerepet jatszik a
neurotranszmisszios €s szinaptikus folyamatok befolyasoldsdban, valamint jelatviteli
utak szabalyozasaban.

A cink az emlds szervezetben megtalalhatd proteinek 3-10%-anak nélkiilozhetetlen
kofaktora, mely sziikséges a megfeleld szerkezet kialakuldsahoz, konformacios
valtozashoz, vagy az enzimaktivitdshoz. Mivel tobb, mint 300 enzim alkotorésze,
hidnyaban a szervezet igen sokféle és stlyos tiinetet produkal: pl. a gasztrointesztinalis
rendszer gyulladédsa, szivgyengeség, borfeliiletek karosodasa (durva bor), elhtizoédod
sebgyodgyulds, agyi funkcidzavarok, ivarmirigy miikodés rendellenességei. Fontos
megemliteni, hogy a cink ‘“szabad” formaban nagyon toxikus: szerepe van az
ischémiahoz és agyvérzéshez kapcsolodo idegsejt pusztulasokban, az Alzheimer-korban
jellemz6 B-amiloid plakkok kialakulasaban, a hasnyalmirigy [ sejtjeinek
2.7.2. A sejtek cink homeosztazisa

A fentiekben emlitettek miatt a Zn transzportja a sejteken beliil és kiviil nagyon
szigorian és sok ponton szabdlyozott. A cink fizioldgids koncentracidja nagyon
kiilonbozé lehet funkciotoél fiiggden: pM-os a  szinaptikus résben, pM-0s
intracellularisan mint szabad Zn, mM-os az intracellularis szekrécios vezikulakban.

A Zn(ll) a glutamattal egyiitt szabadul fel szamos serkent$ szinapszisbol. A
neuronokban nagyon alacsony a szabad cink koncentracioja: a fM tartomanyban van. A
Zn(ll)-gradiens fenntartasaban valdsziniileg résztvevd mechanizmusok: elsddleges
ATP4z pumpa, Na* gradienst hasznalé masodlagos aktiv transzport. A Zn(II) pumpa léte
még nem bizonyitott emldsoknél, valdszinilibb, hogy a Na(I)/Zn(Il) cserélé masodlagos
aktiv transzportja tartja fenn az 500-szoros transzmembran gradienst a neuronokban.

A cink homeosztazis fenntartasanak Osszetettsége jol latszik a cink szallitasaért,
puffereléséért felelds fehérjék szamabol is: a ZnT (Zn(I) Transporter) csaladnak
legalabb 10, a ZIP (Zn(II)-regulated metal transporter, iron-regulated metal transporter-
like protein) csalddnak 15 tagja van, a metallothionein 3 kiilonb6z6 izoforméja 1étezik.

A Zn(Il) transzporter proteinek (ZnT) a CDF (cation diffusion facilitator) csalad
tagjai, eddig 10 féle ZnT-t hatdroztak meg. A ZnT-1 és 3 példaul nagymértékben az
agyban expresszalodik, a ZnT-4 pedig az emldémirigyek epitélsejtjeiben. A
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cinktranszporterek masik nagy csoportja a ZIP proteinek, melyek a ZnT fehérjékkel
ellentétes funkciot tdltenek be. A ZnT transzporterek az intracellularis cinkkoncentracid
csokkentésében, mig a ZIP proteinek annak novelésében jatszanak szerepet. A
metallotioneinek (MT) nagyon fontos szerepet jatszanak a citoszol Zn(II)
20 cisztein reziduumot tartalmazo nagyon konzervativ szekvenciaval, 2 Zn(Il)-k&to
domainnel. A pH vagy redox statusz valtozdsa a sejtben konnyen modositja a
Zn(Il)/cisztein klaszter szerkezetét, a Zn(Il) megkotését vagy elengedését indukalva.
Példaul az oxidativ stressz az egyik kulcsszerepldo a Zn(I) koncentracid
szabalyozasaban, megakadalyozza a Zn(II) kotodését a metallotioneinekhez. A sejtbeni
oxidaloszerek a Zn(Il) felszabaduldsat segitik elé6 a metallotioneinekbdl, a
redukaloszerek pedig a Zn(I) megkdtését gyorsitjak.

A citoszol felesleges Zn(Il) tartalmanak csokkentésében a mitokondriumnak van a
legnagyobb szerepe (ugyanugy, mint a Ca(ll)-taltoltottség megsziintetésében is). A
Zn(Il) felvétele a mitokondriumba egy Ca(Il) uniporter segitségével torténik. A
mitokondrium nagy Zn(Il) felvételi kapacitassal rendelkezik. A Zn(Il) felszabadulasa a
mitokondriumbo6l ugyancsak Ca(Il)-fiiggd folyamat.

A2.2.-2.6. fejezetekben bemutattuk Fe, Cu és a Zn fiziologids funkcidit, a sejtekhez
kapcsolodo transzportfolyamataikat és ezek szabalyozasat. Kiilon fejezet foglalkozott a
rakos sejtek megvaltozott vas metabolizmusaval ¢és a vaskelatorok kiilonbozd
generacioival és azok lehetséges hatdsmechanizmusaval. A legljabb, antiproliferativ
hatdssal rendelkezd vaskelatorok hatdsmechanizmusa intenziv kutatds targya és a
legigéretesebb molekuldkkal mar fazis I és II vizsgalatok folynak. A vaskelatorokkal
folyo kisérletekben sokféle sejtbiologiai paramétert mérnek a kutatok és a tanulmanyok
nagytobbségében a sejtek vastartalmdnak valtozasat *Fe izotoppal kovetik nyomon.
Ezen vaskelatorok szerkezetét megfigyelve felvetddik a kérdés, hogy ezen vegytiletek
vajon csak a vas homeosztazisba avatkoznak-e be, vagy esetleg befolyasoljak a sejtek
réz és cink anyagcseréjét is?

Ezen kérdés megvalaszolasdhoz sziikség van egy pontos és megfeleld analitikai
modszerre, mellyel a Fe, Cu és Zn koncentracid is kovethetd a sejtekben. A kovetkezd

fejezetben a sejtek elemanalizisére alkalmas analitikai modszereket vessziik sorra.
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2.8. Sejtmintak elemtartalmanak  meghatarozasara  alkalmas
analitikai modszerek
2.8.1. Rontgenfluoreszcencia jelenségén alapulé technikak (Microprobe X-ray
fluorescence Imaging Techniques) [4]

A rontgenfluoreszcencia (X-ray fluorescence=XRF) jelenségén alapuld6 modszereket
manapsag a legérzékenyebb méréstechnikdk kozé soroljak, melyekkel 1 mikrométernél
kisebb felbontassal valdsithatd meg a nyomelemek koncentracidjanak, illetve
eloszlasanak meghatarozasa bioldgiai mintakban.

Ezen modszereknél a vizsgalandé atomok belsd elektronhéjarol gyors elektronokkal,
nagy energiaju részecskékkel (pl. protonokkal) vagy primer rontgenfotonokkal valo
itkoztetés révén egy elektront eltavolitunk. Ezt a ,belsd ionizaciot“ egy elektron
belépése koveti valamelyik kiils6 elektronhéjrol, melynek soran egy fluoreszcens foton
emittalodik. A kvantalt energiaatmenetnek kdszonhetden a fluoreszcens foton energidja
jellemz6 az illetd atomra (mindségi elemzés), mig az adott energidjii fotonok szama

A gerjesztéshez hasznalt mddszertdl fiiggben az XRF technikdk hdrom osztilyba
sorolhatok:

o Elektrongerjesztéses rontgenfluoreszcens mikroanalizis (2.8.1.1)
o Részecske indukalt rontgenfluoreszcens mikroanalizis (2.8.1.2)
o Nagyenergidju fotonokkal végzett gerjesztésen alapulo modszerek (2.8.1.3)

Mivel a disszertacio kisérleti része csak a nagyenergidju fotonokkal végzett
gerjesztésen alapuld modszerekkel foglalkozik, ezért az elektrongerjesztéses és a

részecske indukalt rontgenfluoreszcens mikroanalizis csak réviden keriil bemutatasra.

2.8.1.1.  Elektrongerjesztéses rontgenfluoreszcens mikroanalizis

A pasztazd elektronmikroszkopok (Scanning Electron Microscope=SEM) és a
transzmisszios pasztazd elektronmikroszkopok (Scanning Transmission Electron
Microscope=STEM) gyakran energiadiszperziv detektorral rendelkeznek, ami lehetévé
teszi az elektronsugaras mikroanalizist (Electron Probe Microanalysis, EPMA)
fagyasztott vagy fagyasztva-szaritott mintak esetében. Mivel ezen méréstechnikak
egyetlen miiszeren beliil is kombindlhatok, egy olyan rendszert kapunk, mellyel a

sejtek, illetve sejtkompartmentek elemtartalma, az elemek eloszlasa, a sejt morfologiaja
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¢s finomstruktirdja egyszerre vizsgalhato. Ha 5 és 30 keV energidju elektronok
fokuszalt sugdrnyalabjat hasznaljuk a gerjesztéshez, akkor a minta roncsolasmentesen
vizsgalhato és fokomponens-Osszetétele a kapott rontgenemisszios spektrumbol
konnyen meghatarozhato.

Az elektronsugar atmérdje 1-10 nm kozott van altalaban. Amikor a beérkezd elektron
sugarnyaldb eléri a mintat sokféle kdlcsonhatds jon létre a héjelektronokkal és a
kristalyraccsal, mely folyamatokat egylittesen rugalmatlan szorddasnak nevezziik.
Fiiggetleniil az ezen kolcsonhatasok soran bekovetkezd kis energiavesztésektdl az
elektronok karakterisztikus rontgensugarzas kialakulasat idézik eld és csak fokozatosan
lassulnak le a behatolasi mélység fiiggvényében. Mindemellett az emittalt fotonok
szabad uthossza sokkal nagyobb, mint a beesé elektronoké, ami megnoveli az esélyét,
hogy elhagyjdk a mintat és elérjenek a detektorig. Emiatt az EPMA modszer esetében a
gerjesztett mintatérfogat sokkal nagyobb, mint a bees6 elektron sugarnyalab mérete, a
térbeli felbontoképessége pedig szignifikansan kisebb, mint a SEM esetében. A
technika alkalmas a mintdban 1évd szénnél nagyobb rendszamu elemek szimultin
detektalasara 30-40 nm-es maximalis felbontoképességgel. Az EPMA mddszer
kimutatasi hatara elemtdl fiiggden a 100-1000 pg/g koncentracidtartomanyban van.
Megfeleld standardmintdk és matrixkorrekcid esetén 3-5%-o0s pontossag érhetd el. A kis
érzékenysége ellenére a modszert hasznaljdk Na, Mg, K, Ca, Cl meghatarozasara
biologiai mintdkban. A mintaeldkészités sordn az eredeti fiziologias elemeloszlas
megdrzése érdekében eldszor gyors immerzids fagyasztast, majd fagyasztva szaritast
alkalmaznak. A viz eltdvolitdsa a mintakbol nemcsak a sugarzas mintakarosité hatasat
csokkenti, hanem ndveli az elem/mintatdmeg aranyt €s ezzel az érzékenységet is.

EPMA modszerrel az irodalomban tobbféle sejtvonal elemtartalméat is meghataroztak:
patkdny majsejtek [42, 43, 44, 45], leukémia sejtvonalak [46, 47], egér méhepitélsejtek
[48], vastagbélrakos sejtek [49,50], prosztatarak sejtek [51 ,52, 53]. A sejtekben
meghatarozott elemekrol a 2. tablazat nyujt tajékoztatast.
2.8.1.2. Részecske indukalt rontgenfluoreszcens spektrometria [54]
2.8.1.2.1. Részecske Indukalt Rontgen Emisszio (Particle-induced X-ray

emission, PIXE)

A PIXE moddszer alkalmazasanal az analizalandé mintat egy magfizikai gyorsitoban

eléallitott 2-3 MeV energiaju  toltott részecske-nyalabbal, példaul protonokkal
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besugarozzuk. A protonok, az elektronokhoz hasonléan a minta valamelyik atomjat
ionizaljak, annak egy belsd héjardl kiiitnek egy elektront. A visszamarad6 lyuk ezutdn
bet6ltddik az atom valamely kiilsé elektronhéjarol szarmazo elektronnal. A két allapot
kozotti energiakiilonbség elektromagneses sugarzas, karakterisztikus rontgensugarzas
formajaban tavozik. A rontgensugarzas energidja és a kibocsatd elem rendszama kozotti
egyértelmii kapcsolat miatt a karakterisztikus rontgensugarzasok energidjanak
analizisével a mintat alkot6 elemek azonosithatok.

A PIXE egy multielemes analitikai modszer, mely nagy érzékenységet biztosit a 20 és
35, valamint a 75 és 85 kozotti rendszammal rendelkezd elemek esetében. Ezen
tartomanyokban talalhatoak a bioldgiai szempontbol esszencialis nyomelemek (pl.: Mn,
Fe, Cu, Zn, Se), toxikus nehézfémek (Hg, Pb, stb.), valamint a farmakologiai
szempontbol fontos Pt is.

A kimutatasi hatar a valasztott elemt6l, a minta természetétél, a kisérleti
elrendezést6l, az analitikai paraméterekt6l fiiggben valtozik, altalaban a pg/g
tartomanyban mozog.

A PIXE modszer 6 elénye az elektronsugaras mikroanalizishez képest a nagyobb
érzékenysége. A PIXE technikdnal nagyobb az ionizéacios hatasfok és kisebb a hattérbdl
eredd jelintenzitds, mint az elektronsugaras mikroanalizis esetében. A PIXE tovabbi
eldnye a rontgenes mikroanalitikai technikakhoz képest, hogy “teljes mértékben”
kvantitativ eredményeket kapunk a nyomelemek meghatarozasara alkalmas PIXE és a
minta tomegének meghatarozasara alkalmas proton BS (backscattering spectrometry) és
STIM (scanning transmission ion microscopy) parhuzamos hasznalataval. A “teljes
mértekben” kvantitativ kifejezés arra utal, hogy a PIXE/BS/STIM modszerek
kombinacidjaval a minta tomege €s annak nyomelemtartalma is pontosan megadhatd,
valamint az elemek eloszldsa is nyomon kovethetd a hidrogéntdl egészen a nagy
rendszdmu nehézfémekig.
2.8.1.2.2. Visszaszorasos spektrometria (Backscattering spectrometry, BS)

A BS spektrometria a céltargy atommagjain szorddott részecskék energidjanak
mérésén alapuld modszer. A mintdba csapddd monoenergids részecskék a mintaval valo
itkozéskor és a mintdban megtett Gtjuk sordn veszitenek energidjukbol. A detektalt
energia ezért mind a minta atomjair6l, mind vastagsagarol hordoz informaciot. Ezzel a

technikaval minden olyan elem meghatarozhat6, melynek atommagja nehezebb a
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becsapodd részecskénél. Bioldgiai mintdk esetében példaul a minta Szervesanyag
tartalmanak Gsszetétele meghatarozhato, melyet 90%-ban a C, N, O atomok alkotnak.
Ez a tulajdonsag a BS spektrometriat a PIXE kiegészito technikajava teszi, mivel a C, N
¢s O meghatarozdsa PIXE modszerrel nem konnyl feladat. A visszaszorasos
spektrometriat a bejové nyalabaram monitorozasara is hasznaljak (mérve az analizis
soran “elhalt” toltéseket) a PIXE normalizacios eljaras soran. Ebben az esetben a BS ¢és
PIXE méréseket parhuzamosan kell elvégezni.

2.8.1.2.3. Pasztazo Transzmisszios lonmikroszkopia (Scanning Transmission

lon Microscopy, STIM)

A STIM egy olyan roncsolasmentes, haromdimenzids analitikai modszer, amely
alkalmas vékony mintdk stiriségeloszldsdnak megjelenitésére. Elméleti hattere: a
legtobb minta esetén az elegendden nagy energidju részecskenyaldb athalad a mintan,
mikozben az elektronokkal valo iitkozések kovetkeztében veszit energiajabol. Ezt az
energiaveszteséget mérve informdciokat kaphatunk a minta vastagsagarol és
stirliségérol.

A pasztdzo transzmisszids ionmikroszkopia csak vékony mintdk esetében
alkalmazhat6, bioldgiai mintdknal ez azt jelenti, hogy a minta vastagsiga nem
haladhatja meg MeV energiaji alfa részecskékkel vald besugarzas esetében a néhany
mikrométert, a MeV energiaju protonokkal valo besugarzéas esetében a néhanyszor tiz
mikrométert.

STIM modszer esetében a detektort a sugarnyalab Utjaban helyezziik el kozvetleniil
(nagyon kis tavolsdgra) a minta utdn. Ez a geometria megnoveli a detektalas
hatékonysagat, mely lehetdvé teszi a nyalabaram drasztikus csokkentését egészen a par
szaz részecske/masodperc nagysagrendig. Mindezek eredményeképpen a minta nagy
felbontasti 3D-s stirliségtérképe készithetd el. Ezen koriilmények kozott tomegvesztés
nem Iép fel a mintaban és kiszamolhat6 az adott teriiletegységre jutdé mintatomeg.

Ha a mintardl kiilonboz6 iranyokban késziilnek STIM leképezések, azt STIM
tomografidnak nevezziik. A STIM mddszer egyik elénye, hogy nem atlatszo targyakat is
lehet vele tanulmanyozni, azonban ¢él6 organizmusokat nem lehet vizsgalni, mivel a
minta vakuumban van.

crer

képalkotd és elemzd technikaknak, mely szamos tudomanyteriileten felhasznalhato.
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PIXE modszer segitségével megvalosithatd a nyomelemanalizis, BS modszerrel a
toltésmonitorozas és a biologiai mintak szerves anyagdsszetételének felderitése, a STIM
segitségével pedig a tomeg meghatarozas. Igy bioldgiai mintdk esetében sejtszinten
megvaldsithatd a minta teljesen kvantitativ analizise, az eredményeket pedig
tomegaranyokban kapjuk (adott elem tomege/ szerves matrix tomege). A STIM tovabba
lehetdvé teszi a hidrogéntartalom meghatarozasat, valamint egyetlen sejt
ultrastruktardjanak feltérképezését nanoszinten, mely a tovabbiakban 6sszekapcsolhato
a nanoszintli elemanalizissel PIXE/BS technikaval.

A PIXE moédszert gyakran hasznaljak a Pt tartalom meghatarozasara a sejtekben
ciszplatinnal torténd kezelést kovetéen [55, 56, 57, 58, 59]. Valamint sok tanulmany
nyer a sejtek elemtartalmdra vonatkoz6 adatokat a PIXE, STIM, BS mddszerek
kombinaciojaval  [60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73]. A sejtekben
meghatarozott elemekrol a 2. tablazat nyujt tajékoztatast.
2.8.1.3.  Nagyenergiaju fotonokkal végzett gerjesztésen alapulé modszerek
2.8.1.3.1. Totalreflexios Rontgenfluoreszcens spektrometria (TXRF) [74]

1895-ben Rontgen egy addig ismeretlen sugarzést fedezett fel, amit rola Rontgen-
sugaraknak neveztek el [ 75 ]. Ezt kovetdéen 1913-ban Moseley felismerte a
karakterisztikus rontgensugarak hulldmhossza és az Oket emittald elemek rendszdma
kozotti osszefliggést, ami a kvalitativ rontgenfluoreszcens analizis alapjat képezi. Az
1940-es évek kozepétdl kezdték gyartani az elsé hullamhossz-diszperziv
rontgenspektrométereket. A klasszikus XRF azonban nem alkalmas nyomanalizisre,
rdadasul a matrixeffektus szisztematikus hibakhoz vezethet. Bizonyos mintaelokészitési
1épesekkel ki lehet ugyan kiiszobdlni ezeket a hibakat, pl. matrixhigitasi eljarasokkal,
vékony mintaréteg kialakitdsaval, vagy matematikai korrekciok segitségével, a
megoldast azonban egy 0j optikai atomspektroszkdpiai modszer jelentette, mely sok
szempontbol feliillmulta a hagyomanyos rontgenfluoreszcens technikat.

A totalreflexio jelenségét Compton mar 1923-ban felfedezte [76]. Azt tapasztalta,
hogy sima feliileten egy bizonyos értéknél (=0,1°) kisebb szog alatt beesd sugarzas
esetén a reflektivitds nagymértékben megnd. Ezen ismeretek alapjan fejlesztették ki a
totalreflexios rontgenfluoreszcens spektrometriai modszert, melyrél 1971-ben Yoneda
¢s Horiuchi szamolt be [77]. Modszeriiknél a primer, gerjesztd rontgensugarzast surlodo

beeséssel (<0,1°) bocsatottak egy polirozott feliileti kvarclapra vékony rétegben
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(<1um) felvitt mintara (3. abra). Ez a kisérleti elrendezés azzal az elénnyel jart, hogy a
minta vékony rétegének koszonhetéen a matrixeffektus gyakorlatilag elhanyagolhatova
valt, ugyanakkor a minta atomjainak gerjesztésében mind az elsdédleges, mind pedig a
reflektalt rontgenfotonok is részt vettek. Tovabbi elonyt jelent, hogy a ,.felesleges”, a
mintaval kélcsonhatasba nem Iépett primer rontgenfotonok nem jutnak a detektorba, igy
a jel/hattér arany jelentdsen megnd a klasszikus elrendezésii XRF berendezésekhez

viszonyitva.

Si(Li)
detektor

beesé sugar | 6~4’

reflektalt sugar

‘ ‘ minta

kvarclemez

3. dbra: A totalreflexios rontgenfluoreszcens spektrométer sematikus felépitése.

A totalreflexio jelentosége

A rontgensugarak mind visszaverddnek, mind megtornek két kiilonbozd fazis
hataran, éppugy, mint a fény. E két jelenséget a refrakcios index (n) jellemzi:

n=1-&ip,

ahol a valds o jelenti a szorodast, az imaginarius f pedig a gyengiilést. Ebben az
Osszefliggéshen a oelsésorban a siirliségtdl, a S pedig az anyag tomegabszorpcios
egylitthatojatol  fiigg, valamint mindkettd az alkalmazott hullamhossztol.
Rontgensugarzasra mindkettd igen kis érték (<10°). Kovetkezésképp az n értéke alig
kisebb, mint 1. A teljes visszaverddés hatarszogénél nagyobb szogben érkezd primer
rontgensugarzas mélyebben behatol a minta és mintatartd anyagaba, ezzel megndvelve a

hattérintenzitast (4.abra).
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4.abra: A hattér- (—) és vonalintenzitas (—) valtozasa a beesési szog fliggvényében.

A TXREF esetében (a teljes visszaverddés/totalreflexio érdekében) a beesési szognek
kisebbnek kell lennie a hatarszognél (ac), mely a Snellius-Descartes torvénybol
kiindulva a a, = V26 képlet alapjan szamithaté. Ez a szog 10 keV energiaju fotonokra
0,1° kortli érték.

A mintaelokeszités lépései és a standardizacio

A TXRF technika olyan mikroanalitikai modszer, mellyel kis mennyiségii szilard-,
illetve oldatfazisi mintak vizsgalhatok, eldbbinél néhany mikrogramm, utobbinal
néhany mikroliter (5-50 pL) a sziikséges mennyiség.

A megfelelden eldkészitett, oldatfazisi minta adott térfogatat pipettaval vissziik fel a
mintatartora, amit el6zdleg, természetesen, megtisztitottunk. Geometriajat tekintve a 14
mm x 0,04 mm rontgensugarnyalab a 30 mm atmérdjii mintatartd kdzepére fokuszalva a
kritikus szOg alatt éri a hordoz6 feliiletét, ami azt jelenti, hogy a mérendd mintat a
mintatartd kozepére kell felvinni. Ez els6sorban oldatok szempontjabol jelenthet
gondot, ha a mintatarté feliilete nem kelléen hidrofob. Ezért minden egyes mérés
alkalmaval 2uL szilikonoldatot cseppentiink a kvarclap kozepére, majd ezt kdvetden
torténhet a minta felvitele és - oldatfazisi mintdk esetében - annak beszaritdsa. A
szarazmaradék tomege ng-pug nagysagrendd, ahol a kialakult vékony rétegnek
koszonhetden a matrixeffektus gyakorlatilag elhanyagolhatd. Ezért a mennyiségi
meghatarozas egyszeriien, belsé standard addicionaldsaval megvaldsithatd. A belsd

standardként hasznalt elem kivalasztisa Ggy torténik, hogy felvesziink az adott mintarol
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egy kvalitativ spektrumot, mely spektrum a mintat alkotd elemek karakterisztikus
vonalaibdl all. Ez alapjan kivalaszthato egy olyan elem, amely a kimutatasi hatarnal
kisebb koncentraciéban van jelen a mintaban, és vonalai a spektrum azon tartomanyaba
esnek, ahol nem fed 4t mas elem vonalaval. A belsé standardként kivalasztott elemet
ezek utan ismert mennyiségben a mintahoz adjuk vagy a mintaeldkészités soran, vagy
pedig standard nélkiil ramérjiik a mintat a mintatartora és a beszaritast kovetden a szaraz
maradékra rétegezziik ra az adott térfogata standardoldatot.

Kvantitativ analizis

A mennyiségi kiértékelés az alabbi 6sszefiiggés alapjan torténik:

— NXSis
Cx = NiSSX Ciss

ahol c a koncentracio, N a nettd intenzitas, S a relativ érzékenység, x jelenti a
meghatarozando elemet, is pedig a bels6 standardot. A nettd intenzitas értékek az adott
elem legintenzivebb vonaldra vonatkoznak. A csucs alatti teriiletbdl ki kell vonni a
hattérintenzitast, és ha van, a szomszédos csucs atfedését is korrekcioba kell venni. Egy
vizsgalt elem intenzitasa és koncentracioja kozott linedris kapcsolat van, melyre az

alabbi Osszefiiggés érvényes:

N, = B,.cy.

A mért nett6 intenzitas a koncentracio fliggvényében dbrazolva tehat egy egyenest ad,
melynek meredekségét nevezziik abszolut érzékenységnek (By). Kiilonb6z6 elemekre
kiilonboz6 a kalibracids egyenesek meredeksége. Egy kivalasztott elemre vonatkoztatott
abszolut érzékenységek hanyadosa jelenti a relativ érzékenységet (S), mely fligg a
gerjesztés modjatol, az alkalmazott fesziiltségtdl, a sziir6tdl és a késziilék egyes
részeinek geometriai elrendezésétél, de teljesen fiiggetlen a minta Osszetételétol,
matrixatol vagy a bemérés nagysagatol. Eppen ezért ezen érzékenységek
meghatdrozasat elég csak a késziilék lizembe helyezését kovetden elvégezni, a
késdbbiekben pedig csak olyan javitdsok utdn, ahol megvaltozhatnak az eldbb emlitett
koriilmények.

Kimutatasi hatar

A kimutatasi hatarok a I[UPAC szabdlyai szerint hatarozhatok meg. A minimalisan

kimutathaté mennyiség (Mpyin) az alabbi Osszefiiggés alapjan szamolhato:
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S, ...
_ hattér
m in = ki

" B
ahol k faktort altalaban 3-nak veszik, az Sp..s a hattérérték szorasat, B pedig a

meghatarozandd elem abszolut érzékenységét jelenti. A spektrumbdl leolvashato

intenzitasokkal kifejezve tehat a minimalisan kimutathaté tomegre az alabbi formula

érvényes:

m
Mupin = 3 NV 2Npatter -

net

1000
1
D 100 \ A ;
g \
\‘(E
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X
1 T T T T
0 20 40 60 80 100
Rendszam
S.dbra: Kimutatasi hatdrok az elemek rendszaménak fiiggvényében. Az

alkalmazott gerjesztési modok: W-csé (fékezési sugarzas), 50kV (—); Mo-cs6é (Ka),
50kV (—); W-cs6 (La), 25kV (—); A bal oldali harom gorbe esetén az elemek
detektalasa K-vonaluk, mig a jobb oldali harom gorbe esetében az L-vonaluk szerint
tortént.

Ahogy az abszolut érzékenységek is elemrdl elemre valtoznak, ugy a kimutatasi hatar
1s mas a kiilonbozd elemek esetében, sot, ez fiigg a gerjesztéshez alkalmazott
rontgencsotdl is. Az 5.dbra gorbéi harom kiilonbozé gerjesztési modban elérhetd
kimutatasi hatdrokat abradzolnak a rendszam fliggvényében, mely értékeket vizes
standardoldatok beszaritds utan felvett spektrumaik alapjan hatiroztak meg. A Z>11
rendszamu elemek mindegyike detektalhato vagy a K-, vagy pedig az L-vonalaik
alapjan. Az abrarol leolvashatd, hogy a legtobb elem esetében valaszthaté olyan
gerjesztési mod, ahol az elméleti kimutatasi hatar 1-10 pg kozé esik.
2.8.1.3.1.1. Kisrendszamu elemek TXRF meghatarozasa

A TXRF spektrometria egy szimultan mddszer, mely viszonylag alacsony kimutatasi

hatarokat biztosit, belsd standardizacioval pedig a mennyiségi meghatarozas is egyszert

35



DOI:10.14753/SE.2012.1703

[78]. A moddszer legnagyobb hatranya egészen az utdbbi évekig az volt, hogy a Z<13
rendszamt elemek meghatarozdsara nem lehetett hasznalni, ugyanis a rendszam
csokkenésével csokken a fluoreszcens foton energidja, vagyis parhuzamosan né az
Onabszorpcid jelentésége (a minta maga elnyeli a fluoreszcens fotonokat) [79]. Egy
kovetkezd korlatozd tényezd, hogy a klasszikus TXRF spektrométerben levegd
atmoszféraban folynak a mérések, a levegd pedig elnyeli a kisrendszdmu elemek altal
emittalt kis energiaju fluoreszcens fotonokat [80]. A kisrendszamu elemek TXRF
meghatarozasadnal figyelembe kell venni, hogy a fluoreszcenciahozam () ezen
elemekre sokkal kisebb, az Auger effektus valoszinlisége pedig joval nagyobb (1-
®). A fluoreszcenciahozam az alabbi képlettel szamithato:
74

T A+Z*

ahol Z az elem rendszama, A pedig egy konstans (a K vonalak esetében A= 9x10°)
[81].

w

Bar ezek a problémak nem kiiszobolhetéek ki teljesen, de nagy eldrelépést jelent a
Streli és munkatarsai altal tervezett, specialisan kisrendszamu elemek (Z<23) TXRF
meghatdrozasara alkalmas spektrométer: Cr andda rontgencsével és vakuumkamraval
[82]. Biologiai mintak kisrendszamu elemtartalmanak meghatarozasara igen kevés
tanulmanyt talalunk, ezért is foglalkozik a disszertacio elsd fejezete a ,lowZ TXRF”
technika alkalmazhatosagaval biologiai minték esetében.
2.8.1.3.1.2.  Fe, Cu, Zn meghatirozasa sejtekben TXRF technika segitségével

Mivel munkank sordn a TXRF technikdt alkalmaztuk a rikos sejtek Fe, Cu, Zn
tartalmanak meghatarozasara, ezért az ilyen témdaji irodalmak részletesebben is
bemutatasra kertilnek.

Gonzalez tobbféle sejtvonal (HepG2 hepatoblasztoéma, Caco-2  human
kolonkarcinoma, HeLa méhnyakrdk, NIH 3T3 embrionalis egér fibroblaszt, N2A
neuroblasztoma, B12 glioblasztoma sejtvonal) Fe, Cu, Zn, Ca és S tartalmat hatarozta
meg TXRF moddszerrel. A HepG2 sejtek esetében vizsgaltak az elemek subcellularis
eloszlasat is (kétféle frakciot szeparaltak: citoszol és pellet). A Cu, Zn és a Ca
alapvetden a citoszol frakcidban volt jelen, a S pedig a pellet frakcioban. A B12 sejtek
esetében vizsgaltak a rézkezelés (Cu-hisztidin 1:10 ardnyt komplexével végezték a

kezeléseket) hatasat is a sejtek nyomelemtartalmara. A sejtek réztartalma 28-szorosara
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nétt, cinktartalma 1,3-szorosara, vastartalma 2,2-szeresére 45 napos 100 uM-o0s Cu-His
kezelés hatasat vizsgaltdk a Caco-2 sejtek Fe, Cu, Zn tartalmara TXRF modszerrel,
valamint a ®*Cu aktivitasanak mérésével kovették a réz felvételét és transzportjat is. A
20,2 uM-0s 14 napos *‘Cu-His kezelés hatisara a sejtek réztartalma 21,6-szorosara
valtozott, viszont a vas és cinktartalmuk nem mutatott szignifikans eltérést [84]. Tapia
vezetésével egy tjabb tanulmanyukban 8 féle sejtvonal (HepG2, Caco-2, HelLa, NIH
3T3, N2A, B12, F805, NRK) Fe, Cu, Zn tartalmat hasonlitottak 6ssze. A HepG2, Caco-
2, F805 sejtek vas, réz és cink tartalmat mérték meg 48 oras, 100 puM-0s Cu-His
kezelést kovetden. A HepG2 sejtek esetében meghatiroztdk a 3 elem mennyiségét
nemcsak a teljes sejtmintaban, hanem az abbodl nyert oldhat6 és szemcesés frakcidban is
[ 85] Ugyanezen a sejtvonalon vizsgaltak a rézkezelés hatasat a vas ¢és réz
metabolizmusra, valamint a két elem homeosztazisanak kapcsolodasi pontjait is. Az 50
uM-nal nagyobb rézkoncentracioval (Cu-His) tortént kezelés sordn 8-szorosara nétt a
citoszol metallotionein tartalma, a DMT1 protein mennyisége pedig 35%-kal csokkent
¢és csokkent a sejtek vastartalma is. Ezen eredmények a vas és réz homeosztazis erds
kapcsoltsagara utalnak [86]. Szoboszlai és munkatarsai HCA-7 és HT-29 sejtek Fe, Cu,
Zn tartalmat hataroztdk meg TXRF modszerrel. Munkajukban olyan mintael6készitési
modszert dolgoztak ki, melyben a sejteket kozvetleniill a TXRF moddszernél hasznalt
kvarclapokra centrifugaltak, tomegallanddsagig szaritottdk, majd goézfazisu savas
feltarast alkalmaztak (specidlis kvarcharomlabra helyezték a kvarclapokat a feltard

bombaban) [87].

2.8.1.3.1.3. Pt meghatiarozasa sejtmintakban TXRF moddszerrel

TXRF modszerrel nemcsak a Fe, Cu és Zn meghatarozasat végezték el kutatok,
kapcsan a sejtek Pt tartalmanak analizalasa is az érdeklddés kozéppontjaba kertilt.

Ferndndez Ruiz munkatarsaival a DNS Pt tartalmat hatarozta meg 3 kiilonb6z6 Pt
tartalmi  szerrel (Pt-berenil, ciszplatin, K,PtCl;) kezelt HeLa sejtek esetében.
Munkdjukban bizonyitottdk a TXRF modszer hatékonysagat és alkalmazhatosagat ilyen
tipusti bioldgiai problémak esetében [ 88 ]. Gonzalez munkatarsaival 2 féle
platinakomplex (Pt-berenil, ciszplatin) DNS-hez vald kotédési sajatsagait hasonitotta

Ossze ugyanezen a sejtvonalon. A DNS Pt tartalmat TXRF moddszerrel hataroztdk meg
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[89]. Pérez egy uj Pt-tartalmu rakellenes szer farmakologiai tulajdonsagait vizsgalta
A2780/A2780cisR, CH1/CHIcisR ¢és 41M/41McisR petefészekrdk sejtvonalakon. A
sejtek teljes Pt és a DNS Pt tartalmanak meghatarozasara TXRF modszert hasznalt [90].
2.8.1.3.2. Szinkrotron sugarzast alkalmazé rontgenfluoreszcens spektrometria
(Synchrotron radiation X-ray fluorescence, SR-XRF) [54]

Ha nagyon kis mennyiségli mintdbol szarmaz6 fluoreszcens rontgensugarzast akarjuk
detektalni kivalo gerjesztéforras a szinkrotron sugarzas. Az XRF alapelve is a hagyobb
energiaju rontgensugarzassal gerjesztett minta atomjai altal emittalt fluoreszcens
fotonok detektalasa. Az XRF analizis egy multiclemes, kvantitativ technika: a
kell szdmolni a rontgensugérzas abszorpcidjaval vékony bioldgiai mintdk esetében, ha a
matrix kisrendszamu elemekbdl all és nagyrendszamu elemek kvantitativ analizisét
szeretnénk megvalositani. Z<17 rendszdmu elemek kvantitativ meghatdrozasa esetén
viszont mar figyelembe kell venni a rontgensugarzas abszorpcidjat. A harmadik
generacids szinkrotron sugarforrasok mar képesek nagy fluxusi mikrosugdrnyalabok
eldallitasara, melyekkel a nyomelemek sejtszintii eloszlasa vizsgalhatd és ezen elemek
mennyiségi analizise is kivitelezhetd.

Az SR-XRF modszer térbeli felbontoképessége egészen az utobbi évekig 1 um koriil
volt. Az utobbi években keriilt sor a kemény rontgensugarzas (nagyobb, mint 1 keV
energiaju sugarzas) fokuszalasara képes optikdk fejlesztésére. Az APS (Advanced
Photon Source) ¢és az ESRF (European Synchrotron Radiation Facility)
laboratoriumaiban az elmult években fejlesztettek olyan kisérleti elrendezéseket,
melyekkel sikeriilt a keV energidji fotonsugarnyalabokat 100 nm méretlire
fokuszalniuk. Példaul: az ESRF szinkrotron ID22NI sugéarnyalabjanal 80 nm térbeli
felbontasti kémiai elemanalizis érheté el a fejlesztések eredményeképpen. Ez a
nagysagrendli térbeli felbontas lehetdvé teszi a kiillonbozd sejtszervecskék térbeli
nyomelemanalizisét. Nagy érzékenységének koszonhetéen a kimutatasi hatar az
attogram tartomanyban van, és nagy elény még, hogy a mérések levegd atmoszféraban
végezhetdek. A kemény rontgensugarzas nagy behatolasi mélységének koszonhetden
nincsen sziikség a mintdk metszésére, a sejteket a természetes, hidratalt allapotukhoz
hasonld (mélyhiitétt=cryogenic) formaban lehet vizsgalni €és nincs sziikség semmilyen

festékanyag hasznalatara sem.
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Az SR-XRF felhasznalasi teriiletei  hasonloak a  részecske indukalt
rontgenfluoreszcens spektrometriaé¢hoz: a szervetlen OsszetevOk mennyiségi analizise
kemoterapids kezelésekkel Osszefliggésben, fémek neurotoxicitdsanak, nyomelemek

Tobb tanulmanyban a Pt intracellularis mennyiségének és eloszlasanak
meghatarozasara hasznalnak SR-XRF mddszert [91, 92, 93], mig mas szerzok a sejtek
elemtartalmanak feltérképezésére hasznaljak ezt az igen érzékeny technikat [94, 95, 96,
97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108]. A sejtekben meghatarozott
elemekrdl a 2. tablazat nyujt tdjékoztatast.

2.8.2. Tomegspektrometrias médszerek [4]
2.8.3. Szekunder ionemissziés tomegspektroszkopia (Secondary Ion Mass
Spectrometry, SIMS)

A SIMS Ilényege a mintafeliilet primer ionnyalédbbal torténé bombazasa, majd a
feliiletbdl porlasztott szekunder ionok tomegspektroszkopiai azonositasa. A bombazas
nyoman a feliiletrdl egy- és tobbatomos részecskék, primer ionok, elektronok és fotonok
tavoznak. A szekunder részecskék pozitiv, negativ vagy semleges toltésiick és igen
valtozd mozgasi energiajuak lehetnek. Primer bombazé ionokként féleg Cs™, 0%, Ar,
Xe" vagy Ga’ ionokat alkalmaznak. Energidjuk 1 - 30 keV. A primer ionok energidjuktol
¢s a minta tulajdonsagatol fiiggben 1 - 10 nm mélységbe hatolnak be. A porlasztott
szekunder ionok azonositasa tomegspektrometriaval torténik. A SIMS késziilékeket
leggyakrabban kvadrupol vagy repiilési id6 (Time-of-Flight, TOF) tomeganalizatorral
kombinaljak [109].

A SIMS moédszer jol alkalmazhatd sejtek elemanalizisére, izotopdsszetételének
megallapitadsara és 2D elemtartalmanak leképezésére [110, 111, 112, 113, 114, 115,
116, 117, 118, 119, 120, 121,122,123, 124, 125, 126, 127, 128, 129], mivel a modszer
kimutatdsi hatara: 0,1-1 pg/g, a térbeli felbontoképessége pedig koriilbeliil 50 nm. A
sejtekben meghatarozott elemekrol a 2. tablazat nytjt tajékoztatast. A SIMS moddszerrel
végzett analiziseket alapvetden két nagy csoportra lehet osztani: dinamikus és statikus.
A dinamikus moddszer esetében nagy primer ion aramsirliséggel rétegrél rétegre
leporlasztjuk a minta feliiletét az analizis sordn, igy vehetdk fel szilard mintdk mélységi
koncentracios profiljai. A dinamikus moddszer esetében a leggyakrabban ionok és

ionclusterek keletkeznek a primerionnyaldbbal térténé bombazas sordn. A dinamikus
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SIMS médszer kvantitativ, a minta szervesanyag tartalma meghatarozhatd. A statikus
vagy molekuldris SIMS esetében a feliillet bombéazésat kis primer ion aramstirtiséggel
végzik €s az analizis tobbnyire véget ér mieldtt a feliiletrdl a primer ionnyalab egyetlen
monolayert is leporlasztana. Igy a statikus SIMS a megfelelé modszer feliilet- és
feliiletkozeli analizisek esetében, mig a dinamikus SIMS-sel mélységi (és mennyiségi)
informaciok nyerhetéek [130].

A SIMS modszer biologiai alkalmazasaindl fontos megemliteni Chandra
munkassagat. Atfogd képet nyujt a dinamikus SIMS felhasznalasi lehetéségeirdl
biologiai mintdk esetében: sejtek, szOvetek analizise, iontranszportfolyamatok,
rakellenes gyogyszerek nyomon kovetése (elterjedten hasznalt a BNCT=boron neutron
capture therapy terapia esetében a bor nyomon kovetésére a sejtekben, szervekben),
izotoppal jelolt molekulak sejtbeli  lokalizacidjanak feltérképezése. Leirja a
mintaeldkészités modszerét sejtkultarak, szovetek esetében és kiemeli, hogy mennyire
fontos a sejtben 1év0 ioneloszlas, valamint a sejtek intaktsdganak megdrzése a
mintakezelés soran (ennek ellenérzésére a K'/Na' ardnyt és a Ca?* mennyiségét
hasznalja) [131].
2.8.3.1. Induktiv csatolasu plazma tomegspektrometria (ICP-MS)

Az induktiv csatolasti plazma ionforras alapvetéen egy koaxialis elrendezésti harmas
kvarccsObdl és egy azt koriilvevd indukcios tekercsbdl all. Az indukcids tekercsbe
nagyfrekvencias (27-40 MHz) aramot vezetnek, amelynek elektromégneses tere
masodpercenként ezen frekvencidnak megfelelden elgjelet valt és minden toltéssel bird
részecskének ily modon energiat ad at. A skin-effektus kovetkeztében gyiirti alakt
plazma jon létre, amely lehetoveé teszi a mintabol eldallitott nedves vagy szaraz aeroszol
jO hatasfoku plazmaba juttatasat. A miikodés soran nemesgazt, legtobbszor argon gazt
hasznalnak. Az elektron Grvényaram tartomanyban kozel 10000 K, mig az analitikai
csatornaban mintegy 6000-6500 K homérséklet uralkodik. Ezen hémérsékletnél a
megvalosithatd. Ezen ionforrasnak egy tomegspektrométerrel vald Gsszekapcsolasa
lehetdvé teszi mintegy 75 elem izotdpjainak szimultdn meghatarozasat. A dinamikus
tartomany pedig 7-8 koncentracid nagysagrendet fog at. A kimutatasi hatarok ng/ml —

pg/ml koncentracié tartomanyba esnek.

40



DOI:10.14753/SE.2012.1703

A sejtmintak ICP-MS meghatarozasa esetében a kritikus pont az ICP-MS rendszerbe
valé mintabevitel. Az irodalomban a mintabevitelhez hasznalt technikék: flow injection
rendszer [132,133,134,135,136,137,138], flow injection (FI) rendszerhez kapcsolt
nagyhatékonysagi kozvetlen porlasztasos technikat (high efficiency direct injection
nebulizer, DIHEN) [139], flow injection (FI) rendszerhez kapcsolt in. nagyfurati
DIHEN porlaszto (large bore-DIHEN) [140]. Eléfordul az ICP-MS rendszer HPLC-hez
[132, 138], valamint elektrotermikus parologtatohoz vald kapcsolasa is sejtmintak

analizisénél [ 141 ]. A secjtekben meghatarozott elemekrél a 2. tdblizat nyujt

tajékoztatast.
2.8.4. Atomabszorpcios spektrometria
2.8.4.1. Grafitkemencés/Elektrotermikus Atomabszorpcios Spektrometria

(graphite furnace/electrothermal atomic absorption spectrometry, GF-
AAS/ET-AAS) [142]

Az atomabszorpcids spektrum analitikai felhasznalasanak lehet6ségét 1955-ben
Walsh [143] jegyezte le, majd L’vov [144] és Massmann [145] tervei alapjan késziiltek
el az els6 kvantitativ célra is hasznalhat6 grafitkemencék a 60-as években.

Az atomizal6é kiivetta igen fontos része a késziilékeknek. Anyaginak szdmos
kritériumnak kell megfelelnie: j6 elektromos vezetOképesség; magas olvadaspont, hogy
a nehezen parolgo elemek is atomizalodjanak; a gyors flitéssel €s a mintabdl szarmazo
reaktiv anyagokkal szembeni rezisztencia; impermeabilisnak kell lennie a mintabol
szarmazd gazhalmazallapoti anyagokra, hogy a mérendd anyag megfeleld ideig
maradjon a fényutban; nagy tisztasag ¢és a kis koltséggel torténd egyszeri
eldallithatosag. Az atomizalok tobbsége kiilonbozd technikaval eldallitott grafitbol
késziil. A grafit feliiletét magas hémérsékleten (2500 °C) szénhidrogénnel, altalaban
metannal kezelik, igy un. pirolitikus réteget hoznak létre, mely a grafitcsé élettartamat
nagymértékben megnoveli [146]. Az eljaras jelentésen csokkenti a kiivetta feliileti
reaktivitasat, porozitasat, és a mérés soran fellépd karbidképzodeést.

A grafitcs6, mint elektrotermikus atomizald (ETA) jellemzésére hasznaljak, hogy
hogyan valtozik a hdmérséklet a grafitcsében a kiilonbozd flitési szakaszokban (szaritas,
hamvasztds, atomizalds) [ 147 ]. Foként ezek a paraméterek hatdrozzdk meg az
atomizacio hatékonysagat, ezzel a mérés érzékenységét, a hattérabszorbanciat, illetve a

lehetséges zavard hatasok mértékét. A térbeli és idobeni hdomérséklet-eloszlasok
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vizsgélata alapvetd az atomizalok fejlesztéséhez. Az atomizalok fiitése altalaban
elektromos arammal torténik. Az aramerdsség fiigg a fesziiltségtol, a fitendd csé
hosszatol, a keresztmetszet feliiletétol, €s az anyagi mindségtol. A sziikséges
aramerdsség 500 A is lehet az 1000 °C/s fiitési rata eléréséhez. Nagy homérsékleti
allapotban a fiitéegységnek ellensulyoznia kell a hdémérsékleti sugarzasbol és a
hévezetésbdl szarmazod hdveszteséget. E faktoroknak, melyek az atomizald flitésének
dinamikdjat meghatarozzak, mind sajat homérsékletfiiggésiik van, ezért még az
egyszert geometriaval rendelkezd atomizalok hdmérsékletprofilja is igen komplex.

Kezdetben a két grafitkonusz, amelyeken keresztiil az aramvezetés torténik a
grafitcsovek két végére keriilt, ezeket a csoveket ,,végein flitott grafitcs6”-nek — ,.end-
heated” - nevezziik. Egyszeri felépitésiik miatt ezeket a csoveket gyakran ma is
hasznaljak. Az ilyen tipusu csovek f6 problémaja, hogy az elékezelési és az atomizacids
hémérsékleten homérsékleti gradiens 1ép fel a cs6 hossziranyaban. A csé kiilonb6zo
részein 1évé alacsonyabb hémérsékletek az elparolgott anyag kondenzalodasat, illetve
adszorpcidjat okozzék. Ha az atomizacidt hosszan tartd magas hdmérsékletii elohevités
elézi meg, és a minta atomizacidja egy novekvé homérsékletli térben valosul meg, az
abszorbancia nem lesz aranyos a mintaban levé meghatarozandé elem mennyiségével.
Ennek a problémanak az athidalasara L’vov egy grafitlapnak, az un. ,,platform”-nak a
hasznalatat javasolta [148]. A platformot a csében helyezik el, a két széle hozzaér a cs6
falahoz, de tulajdonképpen a gaztérben foglal helyet, s erre injektaljak a mérendo
anyagot. A platformos csé hdmérsékleti tulajdonsagai nem kiilonboznek jelentdsen a
platform nélkiilitél, viszont a platform homérséklete csak lassan koveti a grafitcsd
homérsekletét, mivel maga a cso fiiti. A cséfalhoz képest a platformrol torténd parolgas
1dében lassabban torténik magasabb hOmeérsékleten. Mivel a platform és a belsé gaz
hémérséklete kozel azonos, idében izoterm allapotrol beszélhetiink, viszont a cs6ben
felléepd homérsékletgradiens megmarad, igy térben nem izoterm az allapot. Tobbféle
platformtipust probaltak ki, ijabban a cséprofilhoz illeszkedd un. integralt platformok
hasznalata terjedt el, melyeket a csdvel egylitt gyartanak és pirolitikus grafitréteggel
vonnak be. Az igy késziilt platformok homogén feliilettel, kiemelkedd rezisztencidval és
jo futési tulajdonsagokkal jellemezhetdek.

A Slavin dolgozta ki a GF-AAS optimalis miikodéséhez sziikséges feltételeket,
megalkotva az STPF (Stabilized Temperature Platform Furnace) koncepciojat [149]. Az
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optimalis miikddés kritériumai: pirolitikus bevonattal ellatott grafitcsd, pirolitikus L’vov
platform, szabalyozott argon 6blités, gyors felfiités, az integralt abszorbancia mérése, a
megfeleld hattérkorrekcid és a kémiai modositok hasznalata, valamint a gyors digitalis
jelfeldolgozas.

Ediger vezette be 1975-ben a kémiai modositok (chemical modifier-matrix modifier)
hasznalatat [150]. Kémiai moédositonak nevezziik azt az anyagot, melyet a mintdhoz (és
a standardokhoz) adagolva a mérésnél fellépd zavard hatdst vagy hatdsokat csokkenti
vagy megsziinteti. A moddositok lehetnek szervetlen sok, szerves anyagok, fémek
szerves komplexei, gazok, oxidativ és reduktiv, savas és bazikus természetli anyagok.
Hatasukat a mérendd elemre és/vagy a matrixra fejtik ki. Leggyakrabban a mérendd
elem termikus stabilizalasa a cél, ilyenkor lehet6ség nyilik hosszabb ideig tartd
el6hevitési 1épcsd beiktatasaval a zavard anyagok elparologtatasara, ilyen hatast
fejtenek ki a Pd- és a Mg-sok [151, 152]. Ritkdbban a moddositd a mérendé anyag
parolgasi tulajdonsagait javitja, ilyen modositoknak a karbidképzd és a nehezen parolgd
elemek esetén van jelent6sége. A masik lehetdség, hogy a moddositdé a matrixot
befolyasolja. Amennyiben csokkenti a matrix parolgasi homérsékletét, a bontds soran
tdvoznak a zavard anyagok a rendszerbdl, erre klasszikus példa az NH4NOj [153].
Tovabbi lehetdség, hogy a mddositd megvaltoztatja a matrix kémiai szerkezetét, s igy
olyan vegytilet jon létre, amely altal okozott interferencia l1ényegesen kisebb.

A homérséklet térbeli egyenldtlenségeinek kikiiszobolésére dolgoztak ki a
»keresztben fiitott” (side-heated) grafitcsoveket, ahol a f6 problémat az elektromos
érintkezés megvalositasa jelentette. A Frech [154] altal készitett integralt kontaktussal
ellatott grafitcs6 (integrated contact cuvette - ICC) jelentett attorést 1986-ban, amely
kereskedelmi forgalomba is keriilt, némi moddositas utdn a Perkin Elmer cég gyartja
integralt platformmal: keresztben fiitott grafit atomizald (transverse heated graphite
atomizer - THGA) néven. Ennél a megoldasnal a gaz és a platform homérséklete
gyorsabban koveti a csd falanak hémérsékletét, ezaltal jelentdsen tovabb csokkentve a
zavar6 hatasokat. Mivel a cso6 teljes hosszaban — kivéve a csdvégeken - kozel izoterm,
lecsokkennek a kondenzaciobol szarmazo interferencidk és a nehezen parolgo
elemeknél tapasztalt memoriaeffektus. Frech és L’vov modositottdk a THGA csovet oly
modon, hogy peremmel lattak el a csé végét (end cap) [155]. Ezzel novelték a cso

végeinek hdmérsékletét, ami tovabbi kozelitést jelent a térben egyenletes hémérséklet-
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c sy

csOvégeken, s igy noveli az érzékenységet és csokkenti a kimutatési hatart.

A GF-AAS modszer kezdetben egyszerre csak egy elem mérésére volt alkalmas. Az
elsé kiterjedt vizsgalatok, melyek tobb elem egyidejii mérését szolgaltdk Harnly
nevéhez fiizddnek [156]. Harnly az abszorbanciacsucsok és a gorbe alatti teriiletek
fliggését tanulmanyozta kiilonb6z6é atomizacids és bontasi homérsékleteknél. Kilenc
elemet vizsgalva (Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, V, Zn) azt taldlta, hogy a megengedhetd
maximalis bontasi hdmérséklet a Zn mérésénél 500 °C, mig a minimalis atomizicios
hémérséklet a Mo és a V mérésénél 2700 °C. Osszehasonlitva a Zn mérésnél idealis
paraméterekkel, ezen korilmények kozott a Zn abszorbancidja 50%-ra csokkent
platform alkalmazéasaval, mig csofalrol torténd atomizalas esetén 5%-ra. A
vizsgalatokbol kideriilt, hogy a végein fiitott csovek nem megfeleléek sokelemes
mérések kivitelezésére. A THGA megjelenése utan, a detektor [157] és az optikai
rendszer fejlesztésével késziilt el az elsd, egyszerre 6 elemet mérni képes
atomabszorpcids késziilék [158].

Kiterjedt kutatasok folynak napjainkban is az atomabszorpcios fényforrasok
fejlesztésére. A lézersugarzds kivald spektroszkopiai tulajdonsagait mar a 80-as
években igazoltadk [159], de az akkori technikdk magas koltsége és veszélyessége
megakadalyozta elterjedésiiket. A didda 1ézerek (DL) megjelenésével és tomeges ipari
elterjedésével 1) lehetdség nyilt felhasznalasukra. Az eddig hasznalt fényforrasokkal
szemben (vajtkatodlampa - hollow cathod lamp - HCL, elektrod nélkiili kisiilési cs6 -
electrodless discharge lamp - EDL), a DL szamos eldny6s tulajdonsaggal rendelkezik
[160].

A fejlesztések masik iranya, ahol az utobbi idében jelentds eldrelépés tortént a
folytonos spektrumot sugarzé lampak (continuum source CS) fényforrasként valo
alkalmazasa. A klasszikus AAS miiszerekben haszndlatos monokroméatorok gyenge
felbontoképességiik miatt alkalmatlanok CS-AAS mérés kivitelezésére. Becker-Ross és
Florek munkai alapjan késziilt nagy felbontdsi monokromator (double-échelle
monochromator - DEMON) [161, 162] ¢s detektor (charge coupled device - CCD) nagy
felbontasa nyitotta meg az utat a CS-AAS fejlddése felé. A technika lehetdve teszi az
abszorpcids vonal szélein torténd mérést, igy a GF-AAS dinamikus tartomanya 5-6

nagysagrendre novelhetd, s ezaltal kikiiszobolodik a GF-AAS modszer f6 hatranya,
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valamint csokkennek a kimutatési hatarok. A detektor részletes informaciot szolgéltat az
analitikai vonal kornyezetér6l, mely az eddigieknél pontosabb ¢és megbizhatdbb
hattérkorrekcids eljaras kidolgozasat teszi lehetoveé.

2.8.4.2. Sejtmintak elemtartalmanak meghatarozasa GF-AAS modszerrel

Zodl a cinkkezelés (ZnSQO,4) karosité hatasait vizsgalta Caco-2 sejteken. Mérte a
kiilonb6z6 enzimek (laktat-dehidrogenaz, szuperoxid diszmutdz, glutation peroxidaz)
mennyiségének valtozasat, a sejtproliferacio alakulasat, a differenciaciés markerek
(alkalikus foszfataz, aminopeptidaz N) mennyiségét és a sejtek Zn-felvételét [163]. Egy
kovetkezd munkdjaban kiilonbozé vas-sokkal (FeCls, FeSQO4) és komplexekkel
(FeCls/nitrilotriecetsav  1:2, FeCls/citromsav 1:2) kezelte a Caco-2 sejteket és
megfigyelte a toxicitds ¢és felvételbeli kiilonbségeket. A legtobb vasat a
FeClg/nitrilotriecetsav (1:2) —val és a FeCls —dal kezelt sejtek vették fel [164]. A vas
grafitkemencés meghatarozasahoz kidolgozott médszert (mintaeldkészités, homérsékleti
program, analitikai paraméterek) részletesen egy masik cikkiikben mutatjak be [165].

Borella és munkatarsai a természetes 6l0sejtek (natural killer, NK-sejtek) citolitikus
aktivitdsat tanulmdnyoztak. A célsejteket Na,CrOs-tal kezelték, majd az NK sejtek
kiilonb6zé mennyiségeivel egyiitt inkubaltdk és ezutdn mérték a médiumban a Cr
mennyiségét (mely az NK sejtek citolitikus aktivitdsanak kovetkezményeként szabadult
fel) [166].

Ott ¢és munkatarsai moddszert dolgozott ki rdkos sejtek Au tartalmanak
meghatarozasara [167]. A modszert alkalmaztak HT-29 kolorektalis karcinoma sejtek
analizisére auranofinnal tortént kezelést kovetden. Ugyanez a kutatdcsoport a
kidolgozott modszerrel vizsgalta kiilonb6z6 aranytartalmi rakellenes —Szerek
citotoxicitasat, sejtbe, illetve sejtmagba valo felvételét HT-29 kolorektalis karcindma és
MCF-7 eml6karcinoma sejteken. A sejtek Au tartalmat GF-AAS moddszerrel hatarozta
meg. Az Osszes aranykomplex szignifikdns antiproliferativ hatast mutatott, a cellularis
és magi Au tartalom viszont eltérd volt [168].

Verhaegh és munkatarsai a pirrolidin-ditiokarbamat (PDTC) hatasat vizsgaltak a
MCF-7 emldékarcinoma, valamint Epstein-Barr virussal immortalizalt GM3189 és
IARC1104 limfoblasztoid sejtek p53 enzimszintjére. A PDTC kelatképzd
tulajdonsaggal is rendelkezik, igy a Fe, Cu és Zn mennyiségét is mérték a sejtekben GF-
AAS modszerrel. Az MCF-7 sejtek esetében a PDTC kezelés hatdsdra a sejtek
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réztartalma 2,5-szor0sére nétt, a Zn és Fe tartalom nem valtozott. A réztartalom
novekedésének magyardzata lehet, hogy a PDTC olyan komplexet képez a rézzel, ami
szindromas betegektdl szarmazo, tenyésztett borfibroblaszt sejtek Cu tartalmat Goka ¢€s
munkatarsai vizsgaltdk [170]. A kontroll fibroblasztokhoz képest magasabb Cu-
tartalmat mértek a Menkes-Szindromas betegektdl szarmazé sejtekben.

Wills a felvett Cd mennyiségét hatarozta meg tenyésztett retina pigment
epitélsejtekben (retinal pigment epithelium, RPE) GF-AAS modszerrel. Vizsgalta a
integritast a kezelések soran [171]. Dillon és munkatarsai Cr(III) komplexek és Cr(V)
analogok permeabilitasat és genotoxicitasat vizsgalta V79 kinai horcsog tiidosejteken. A
sejtek altal felvett Cr mennyiségét grafitkemencés modszerrel hataroztak meg [172].
Pt(Il)-dendrimer konjugatumok citotoxicitasat, intracellularis eloszlasat, DNS-hez,
fehérjékhez valo kotodését vizsgalta Kapp MCF-7 emlékarcindma sejteken. A sejtek Pt-
tartalmanak meghatarozdsa GF-AAS modszerrel tortént [ 173 ]. A ruténium(II)-
komplex, metasztazisgatld NAMI-A szérumproteinekhez vald kotddésének a szer
biologiai hatékonysagara gyakorolt hatisat vizsgalta Bergamo munkatarsaival. A
kisérleteiket KB sejtvonalon végezték, a Ru sejtbeli mennyiségét grafitkemencés
modszerrel mérték. Tanulmanyuk alapjan a NAMI-A szérumproteinekhez valo kotodése
drasztikusan csokkenti a szer sejtekbe vald bejutdsat, biohasznosithatosagat, hatasat
[174]. Bonnitcha az A2780 human ovarium karcinoma sejtek Co tartalmat Co(III) és
Co(II) komplexekkel vald kezelést kovetéen vizsgalta [175]. Harris az A549 sejtek Cr

tartalmat kiilonboz6 ideig tartd Na,CrO, kezelést kovetéen tanulmanyozta [ 176].
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2. tablazat: Sejtmintak elemtartalménak meghatarozéasara alkalmazott analitikai modszerek.

Analitikai médszer Vizsgalt sejtvonal Vizsgalt elemek Eredménymegadas modja Hiv.
EPMA patkany majsejtek Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca mmol/kg szaraz tomeg [42]
EPMA patkany majsejtek Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca mmol/kg szaraz tomeg [43]
EPMA patkany majsejtek Na, Mg, P, S, CI, K, Ca mmol/kg viztartalom [44]
EPMA patkany majsejtek Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca [45]
EPMA HL60 mieloid leukémia sejtvonal Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca mmol/kg szaraz tomeg [46]
EPMA U937 human monocita leukémia sejtvonal Na, Mg, P, CI, K, Ca mmol/kg szaraz tomeg [47]
EPMA PC3, DU145 prosztatarak sejtek Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca mmol/kg szaraz tomeg [52]
EPMA PC3 prosztatarak sejtek Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca mmol/kg szaraz tomeg [51]
EPMA LNCaP prosztatarak sejtek Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca mmol/kg szaraz tomeg [53]
EPMA egér méhepitélsejtek Na, Cl, K mmol/kg szaraz tomeg [48]
EPMA Colo 205, HT29, T84 vastagbélrak sejtek Na, Cl, K [49]
EPMA HT29 vastagbélrak sejtek Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca mmol/kg sziraz tomeg [50]
PIXE TE-2, TE-13 nyel6csdrék sejtvonalak Pt [55]
PIXE A549 human tiiddsejtvonal Pt [56]
PIXE IGROV1-p és IGROV1-DPP petefészekrak sejtvonalak Pt, Mn, Fe, Cu, Zn ug/g [57]
PIXE IGROV1 és IGROV1-DPP petefészekrak sejtvonalak Pt, Mn, Fe, Cu, Zn [58]
PIXE, STIM UV5P3 kinai horcsog petefészek sejtvonal Pt, Cu ug/g [59]
PIXE, RBS ICIIHO AAS ki’nai hérrcség petefészek sejtvonal és IGROV1 Cr. Pb, Fe mmol/kg [60]
uman petefészekrak sejtek
PIXE, RBS IMR-32, IGR-N-91, SK-N-SH humén neuroblasztoma sejtvonal | Fe, Cu, Zn, Mn yg/g (szaraz tdmegre) [61]
PIXE, RBS IMR—32, IGR-N-91, SK-N-SH human neuroblasztoma Fe. Cu, Zn, Mn ;,Lg/g (széraz tomegre), [62]
sejtvonalak aranyok
PIXE, RBS IMR-32, IGR-N-91, SK-N-SH human neuroblasztéma sejtvonal | Fe, Cu, Zn ug/g protein [63]
PIXE, RBS, STIM IGROV1 és IGROV1-DPP petefészekrak sejtek Fe, Cu, Zn, Mn, | ug/g (szerves szarazanyagra) [66]
PIXE, RBS IGROV1 és IGROV1-DPP petefészekrak sejtek Fe, Cu, Zn, Mn ng/g (szaraz tdmegre) [64]
PIXE, RBS IGROV1 petefészekrak sejtek Fe, Cu, Zn, Mn, | ng/g (szerves szdrazanyagra) [65]
PIXE, RBS IGROV1 petefészekrak sejtek Fe, Cu, Zn, Mn, Ga ng/g (szerves szdrazanyagra) [67]
PIXE, RBS, STIM human Chang majsejtek, egérbdl szarmazo vorosvérsejtek V, P, S, Ca, Fe, Cu, Zn ppm (szaraz tomegre) [69]
PIXE 6 human rakos és 2 normal sejtvonal Sr, Ca, Fe, Zn, As, P, K, Cu [72]
PIXE, RBS, STIM HaCaT human keratinocita sejtvonal Co, Mg, Al, P, S, K, Ca, Fe, Zn ug/g (szerves szarazanyagra) [68]
PIXE patkény Sertoli sejtek Cd, P, Br, Fe, Zn nem kvantitativ csak [70]

eloszlasvizsgalat (2D)
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Analitikai médszer Vizsgalt sejtvonal Vizsgalt elemek Eredménymegadas médja Hiv.
PIXE, RBS, STIM PC12 patkany phacochromocytoma sejtek K, Fe, Zn ug/g (szaraz tdmegre) [71]
PIXE 9L glioszarkoma sejtek B, ®'Gd [73]
HepG2 hepatoblasztoma, Caco-2 human kolonkarcindéma, Hel.a
TXRF méhnyakrak, NIH 3T3 embrionalis egér fibroblaszt, N2A Cu, Fe, Zn, Ca, S nmol/mg protein [83]
neuroblasztéma, B12 glioblasztdma sejtvonal
TXRF Caco-2 human kolonkarcindma sejtvonal Fe, Cu, Zn nmol/mg protein [84]
HepG?2 hepatoblasztoma, Caco-2 human kolonkarcindéma, Hel.a
méhnyakrak, NIH 3T3 embrionalis egér fibroblaszt, N2A
TXRF neuroblasztoma, B12 glioblasztoma sejtvonal, F805 Fe, Cu, Zn nmol/mg protein [85]
immortalizalt egér embridsejtek, NRK patkany vese fibroblaszt
sejtek
TXRF HepG?2 hepatoblasztoma Fe, Cu, Zn nmol/mg protein [86]
TXRFE HeLa méhnyakrak sejtvonal (DNS) Pt ng/ ng DNS [88]
TXRF HeLa méhnyakrak sejtvonal (DNS) Pt % [89]
A2780/A2780cisR, CH1/CH1cisR, 41M/41McisR petefészekrak .
TXRF sojtvonalak (Sejt, DNS) p Pt M/ 2x10° sejt [90]
TXRF HT-29, HCA-7 kolorektalis adenokarcinéma sejtvonalak Fe, Cu, Zn S ;go/tgi?]zaraz tdmeg, ng/mg [87]
SRXRF 2008, 2008/CDDP human petefészekrak sejtek Pt fg/sejt [91]
mikro-SRIXE A2780 petefészekrak sejtvonal Pt, Cl, Ca, Cu, Zn, K félkvantitativ [92]
mikro-SRIXE A2780 petefészekrak sejtvonal Br, P, Pt félkvantitativ [93]
mikro-XRF 3T3 egér fibroblaszt sejtek Cu Intenzitas/sejt [94]
HMVEC human mikrovaszkularis eredetii, immortalizalt endotél
XFM sejtek, SH-SY5Y neuroblasztoma sejtek, SK-MEL-131 P, S, Ca, Fe, Cu, Zn ug/cm2 [95]
melandma sejtek
SRXRF PC12 patkany phacochromocytoma sejtek Fe, Cu, Zn, Pb [96]
SRXRF PC12 patkany phacochromocytoma sejtek K, Fe, Zn ng/cm? [97]
SRXRF SH-SYS5Y neuroblasztoma sejtek P, Ca, Fe, Cu, Zn, S, Mn ng/cm? [100]
XFM C57BL/6 egér spermium Se, Fe, Cu, Zn, P fg/sejt [101]
SRXRF egysejtli protisztak, kovamoszat (diatom, tenyésztett) Si, Mn, Fe, Ni, Zn ng/cm? [102]
MCF-7/WS8 human mellrak sejtek, PC12 patkan . ,
XFM phaeochromocytoma sejtek, PCJ3 human prlz)sztatgrék sejtvonal PS, Ca, i, Zn /Zn ardny [103]
SRXRF NIH/3T3 egér fibroblaszt sejtek P,Gd, S ;,Lg/cm2 [106]
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Analitikai médszer Vizsgalt sejtvonal Vizsgalt elemek Eredménymegadas médja Hiv.
SRXRF ls\ngtIeFk-7/W8/WS8 human mellrak sejtek, PC3-M prosztatarak P,S, K, Ca, Ti, Mn, Cu, Zn, Gd | uglcm’ [107]
Mikro-XRF egér makrofagok P, K, Ca, Fe [108]
SXRM IGROV 1 petefészekrak sejtvonal P, S, Cl, K, Fe, Zn [99]
SIMS Indian Muntjac (IM) szarvas fibroblaszt sejtvonal, BV173 2Na, Mg, ¥K, “Ca mM [110]

human leukémia T/B progenitor sejtvonal ' o

Indian Muntjac (IM) szarvas fibroblaszt sejtvonal, HDF-P4 40 ,
SIMS human dermifibroblaszt sejtvonal Ca arényok [111]
SIMS irzlgrl:;r;xllllr;g ?;ngg) szarvas fibroblaszt sejtvonal, vérbol 4OCa, 24Mg beiitésszam/pixel [112]
SIMS Indian Muntjac (IM) szarvas fibroblaszt sejtvonal Ca, Mg beiitésszam/pixel [113]
SIMS Indian Muntjac (IM) szarvas fibroblaszt sejtvonal Ca, Mg beiitésszam/pixel [114]
SIMS Indian Muntjac (IM) szarvas fibroblaszt sejtvonal “Na, *Mg, *°K, ®Ca beiitésszam/pixel [115]

12 23 24 39 40 31 0 . -
SIMS LLC-PK, diszn6 veseepitél sejtek 35gi Na, “Mg, 7K, “Ca, P, o szaraz tomegre, mM nedves | 1116
Oomegre
YA

SIMS LLC-PK; diszné vescepitél sejtek 26, BN, 2Mg, ¥K, “Ca tf)’rf;agrra:: omegre, mMnedves | 4,7y
SIMS (TOF) i\élf}\llgts)zi?;berl melanéma sejtvonal, borji oszteoblasztok primer 39K, 23Na, ¢, arényok (K/Na) [119]
SIMS (TOF) MDCKII epitélsejtek “Na [120]
SIMS (TOF) SW1736 anaplasztikus pajzsmirigyrak sejtvonal “Na, K [121]
SIMS (TOF) MeWo emberi melanoma sejtvonal B, ®Na, K ardnyok (K/Na), B: ppm [123]
SIMS (TOF) MeWo emberi melanoma sejtvonal B, ®Na, K ardnyok (K/Na) [124]

LLC-PK; diszno veseepitélsejt-sejtvonal, GM3348 emberi 12~ 23n1. 39 40,~. 10 R
SIMS borfibroblaszt sejtek, T98G human glioblasztoma sejtek C,"Na, 7K, 7Ca, B ug B/gnedves tomeg [125]
SIMS T98G humén glioblasztéma sejtek 12¢, 2N, ¥K, “Ca, B gr'\geg:':’*'()’ ppm (B) nedves | ;56
SIMS T98G humén glioblasztéma sejtck 126, BN, ¥K, “Ca, 1°B gr“fe(ng’*K)’ ppm (B) nedves | ;57

2 23 39 40

SIMS T98G humén glioblasztéma sejtek R ST lé’d ca, [129]
SIMS T98G human glioblasztoma sejtek B, "B [128]
SIMS MCF-10A emléepitélsejtek (normal sejtvonal), MCF-7 emlérak 2Na, ¥K, “Ca [118]

eredetll epitélsejtek
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Analitikai médszer Vizsgalt sejtvonal Vizsgalt elemek Eredménymegadas médja Hiv.
ICP-MS LL 24 HLF humén tiidéfibroblaszt sejtek (DNS) 3Cr ppb [139]
“"Al, *Cr, ®Mn, *'Fe, *Co,
ICP-MS T-175 nyul hamsejtek %Ni, BCu, ®zn, "As, 1"Ag, ng/g [132]
ey, 202Hg 2%y,
MSTO-211H, NCI-H226, NCI-H2052, NCI-H2452, ACC- 10° sejt (sejtszim misik
ICP-MS MESO-1 humén mezoteliéma sejtvonal, MeT-5A human %Mn, ®cu, ®zn P 12}teb01 me,g.h atar'ozva), [133]
mezotel sejtvonal aranyok masik sejtvonalra
vonatkoztatva
ICP-MS MCF-7 eml8karcindéma %pt ng Pt/mg protein [134]
ICP-MS MCF-7 eml6karcindma (sejt, DNS) %pt ng Pt/mg protein [135]
ICP-MS éOI\(I)g)petefészekréksejtek, T289 melanomasejtek (exoszéma, 195p pg/ ug DNS [136]
A549, PC-3, RERF-LC-MS, RERF-LC-OK, VMRC-LCD, 201 195 .
ICP-MS EBC-1, LK-2, PC-10 kissejtes tiidorak sejtvonalak TPt ng/mg protein [137]
HPLC-ICP-MS DHL-4 humén limfoma sejtek ¥2Se [138]
ICP-MS HLF human tiidéfibroblaszt sejtek >0Cr [140]
GF-AAS Caco-2 human kolonkarcindma Zn ua/g [163]
GF-AAS Caco-2 human kolonkarcinéma Fe ng/g [164]
GF-AAS Caco-2 human kolonkarcinéma Fe ng/g [165]
GF-AAS K562 human eritroleukémia sejtvonal Cr ng/ 10* sejt [166]
GE-AAS SHe;e2k9(l;gjlt(?rseé;‘;ﬂ;sgl;arcmoma sejtvonal, MCF-7 eml6karcinoma Au nmol/ g protein [168]
GF-AAS HT-29 kolorektalis karcindéma sejtvonal Au [167]
GE-AAS :\i/ln(qiflc:)b7laeslﬁloc)il;asrgjlgl)(ma, GM3189, IARC 1104 immortalizalt Fe. Cu, Zn gl protein [169]
GF-AAS tenyésztett bor fibroblaszt sejtek Cu ng/mg protein [170]
GF-AAS tenyésztett retina pigment epitélsejtek Cd pM/mg protein [171]
GF-AAS V79 kinai horcsog tiidésejtvonal Cr g/sejt [172]
GF-AAS MCF-7 eml6karcinoma (sejt, sejtmag, DNS) Pt gfc:‘tt;’r:' ;g/ﬁzagﬁsg/ mg [173]
GF-AAS KB emberi szdjiiregirak sejtvonalon Ru g/ 10%sejt [174]
GF-AAS A2780 human ovarium karcinéma sejtek Co nmol/mg protein [175]
GF-AAS A549 Cr o/sejt [176]

*szaraz tomegbdl atszamolva, a sejt 85%-at viznek tekintik
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2.9. Sejtmintak speciacidojara alkalmas analitikai modszerek
2.9.1. Elemspeciacio

A fémek nyomanalizise ma mar nagyon alacsony koncentracioban lehetséges, ez
azonban 0nmagaban az elemek bioldgiai hatasanak jellemzésére elégtelen adat. Egyre
tobb kutatasi eredmény igazolja, hogy egy elem toxikus vagy jotékony hatdsa valdjaban
az elem kémiai formajahoz kothetd, ezért az ide vonatkozd vizsgalatoknak
(kornyezetvédelem, huménbioldgiai) ilyen analitikai informacidkra is sziiksége van.
Erdekesség, hogy mig az arzénnak a szervetlen formai, addig pl. a Hg, Pb és Sn szerves
(metilezett, alkilezett) kémiai formai a toxikusabbak. Kiilonleges a Cr(IIl) és Cr(VI)
esete is: mig az eldbbi az ¢él6 szervezetek szamara esszencidlis, addig a Cr(VI)
karcinogén hatast. Ez az informacio igény hivta életre a specidacios analitikat, ami a
kémiai elemformak (izotopdsszetétel, elektronszerkezeti vagy oxidaciés allapot,
molekularis szerkezet, stb. szerinti specifikus forma) vizsgalataval foglalkozik. A
specidcio (elemspeciacid) egy mintaban egy elem megoszlasa meghatarozott kémiai
formak kozott [130].
2.9.2. Elemspeciacios modszerek

Az Osszes rendelkezésre allo elemspecidcios technika részletes bemutatisara jelen
dolgozat keretein beliil nincsen mod, igy csak felsorolasszerlien emlitjik meg a
rendelkezésre alld6 modszereket. Oldatban 1évé mintadk kozvetlen, nondestruktiv
analizalasara alkalmas modszerek: NMR (magneses rezonanciaspektroszkopia), ES-MS
(elektrospray 1ionizacids tomegspektrometria), MALDI (matrixszal segitett lézer
deszorpcid/ionizacio), optikai spektrometria (UV-VIS, FTIR, cirkularis dikroizmus,
elektronspin-rezonancia, Raman), XAS (rontgenabszorpcios spektroszkopia), EELS
(elektron energiaveszteségi spektroszkopia). A kapcsolt technikdk esetében az
elvalasztasra valamilyen kromatografias modszert vagy elektroforézist alkalmaznak,
majd a detektalasra tomegspektrometriaval keriil sor (ICP-MS), az azonositasra pedig
MALDI-MS, ES-MS technikakkal [130].
2.9.2.1.  XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure)
hattere és alkalmazasai sejtmintak esetében keriil az aldbbiakban bemutatasra.

XAFS (X-ray Absorption Fine Structure) [177] kialakulasakor az atom a bels6

elektronhéjan 1évo elektronok energidjanak megfeleld vagy annal nagyobb energiaju
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rontgensugarzast nyel el. Pontosabban az XAFS az adott atom rontgensugarzast elnyeld
képességének egyfajta leképezése, mely tulajdonsagot alapvetden befolydsolja az atom
kémiai és fizikai ,,allapota”. Az XAFS spektrum kiilondsen érzékeny a kivalasztott elem
oxidacios allapotara, térbeli elhelyezkedésére, az atomok kozti tavolsagokra és a
koordinaciés szamra. Ennek koszonhetéen a XAFS egy praktikus, viszonylag egyszerii
feltarasara. Az XAFS alkalmazhatosaga széleskorli: rutinszeriien alkalmazzak biologiai,
kornyezetkémiai, katalizatorkémiai és anyagtudomanyi teriileteken.

Mivel XAFS egy atomi szintli vizsgalodast jelent a mintavalasztasnak viszonylag
kevés korlatja van. Minden atom rendelkezik belsd elektronhéjjal/torzselektronokkal,
tehat gyakorlatilag a periddusos rendszer minden eleme mérhetd. Fontos kiemelni, hogy
a XAFS mérésekhez nincs sziikség kristaly forméaban 1év6 mintara, ami lehetdvé teszi
oldat fazisban 1évé mintak vizsgalatat is. Mivel a rontgensugarak behatolnak a minta
mélyebb rétegeibe is, igy a XAFS nem kifejezetten feliilet érzékeny modszer, de
megfeleld mérési technikaval ez a tulajdonsaga hangstlyosabba tehetd. Az XAFS egy
kivételes technika, melynek segitségével kozvetleniil mérhetdek oldat fazisti mintdkban
1s a nagyon kis mennyiségben eléfordulé nyomelemek kémiai és fizikai tulajdonsagai.

A rontgensugarzas abszorpcidjan alapuld mérések viszonylag egyszerlien
kivitelezhetdek, minddssze egy széles energiatartomanyban finoman hangolhato
rontgen sugarforras sziikséges. A gyakorlatban ez altaldban szinkrotron alkalmazasat
jelenti, amit mi sem igazol jobban, minthogy az XAFS torténete és fejlodése szorosan
kapcsolodik a szinkrotron sugarzashoz. Sokféle kisérleti elrendezés lehetséges: kémiai
folyamatok in situ vizsgalata nagyon gyors mérésekkel, nagy térbeli felbontés, extrém
hémérséklet és nyomés paraméterek. Mivel a szinkrotron forrds karakterisztikdja és a
mérési hely kialakitdsa meghatdrozza az energiatartomanyt, a sugdrnyaldb méretét és
intenzitasat, igy ez — bar az XAFS technikdnak 6nmagaban nem sok korlatja van —
gyakorlati hatarokat szab az XAFS vizsgalatoknak.

Az abszorpcids spektrumot két tartomanyra oszthatjuk: XANES és EXAFS. Az ¢l
kortili kb. 50 eV-os tartomany, a XANES (X-ray Absorption Near-Edge Structure ). Az
abszorpcios €l folott, az ionizacid tartomanyaban intenzitas-oszcillacio tapasztalhato;
ennek oka a tdvozo ¢€s a kornyezd atomokrol visszaverddd elektron(hullam)

interferenciaja [178]. Ez a tartomany az EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine
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Structure ). A XANES és EXAFS spektrum alapjaul ugyanaz a fizikai jelenség szolgal,

mégis a kiértékelés szempontjabol hasznos ez a megkiilonboztetés. A XANES spektrum

érzékenyebb az abszorbedlod atom oxidacids allapotara és annak koordinacids kémiajara

(pl.: oktagonalis, tetragonalis elrendezddés), mig az EXFAS spektrumot inkabb

tavolsagok, koordinacids szdm meghatarozasara €s az abszorbedl6 atom szomszédainak

2.9.2.1.1. XANES spektroszkopia felhasznalasa sejtmintak esetében (X-ray
Absorption Near Edge Structure )

Szamos tanulmany foglalkozik kiilonboz6é elemek oxidaciés allapotanak
meghatarozasaval biologiai mintdk esetében. Legtobbszor szovetmintakat vizsgalnak,
ritkabban keriil sor sejtkulturdk vagy 6nalld sejtek vizsgalatara. Ebben a fejezetben a
sejtes applikaciok bemutatasa kovetkezik.

Kwiatek és munkatarsai a Zn K abszorpcios ¢€lét vizsgaltak prosztatardk sejtekben
(DU-145, PC-3 és LNCaP). A XANES meghatarozasokat fluoreszcens modban,
szobahOmérsékleten, levegd atmoszféraban végezték el. A sejtvonalak XANES
spektrumai alapjan megallapithaté, hogy a kiilonb6z6 sejtvonalak azonos oxidécios
allapotu cinket tartalmaznak (2+), de a cinkatomok kémiai kornyezete eltérd volt [179,
180]. Wellenreuther makrofagok (RAW264,7 egér makrofagsejtek) Zn homeosztazisat

vizsgalta. Ezekben a sejtekben a Zn vezikuldkban, un. cinkoszomakban tarolodik. A

analizisek alapjan a cink nem szabadon taldlhato a vezikuldkban, hanem S tartalmu
komplexek formajaban [181]. Kwiatek €s kutatocsoportja egy masik munkéjukban
kiilonbozé fixalo modszerek hatasat vizsgaltdk ugyanezen sejtek kén XANES
spektrumaira. A méréseket transzmisszios modban végezték el és nem talaltak eltérést a
S K abszorpcids €lének helyzetében a fixalo modszertdl fiiggden [182].

Hall és munkatarsai Pt(IV) komplexek redukcigjat kovették XANES modszer
segitségével A2780 human ovarium karcindéma sejteken. A sejteket 2, illetve 24 6raig
kezelték Pt(Il) vagy Pt(IV) komplexekkel (50 pM koncentracidban) és -261 °C -on
rogzitették a sejtek XANES (Pt L3 abszorpcios él) spektrumat. Megallapitottak, hogy a
sejtekbe bekeriilo Pt(IV) 24 ora elteltével teljes egészében Pt(11)-vé redukalodott [183].

Egy masik munkajukban ugyanezen sejtvonalon micro-XANES analizist végeztek. A Pt
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oxidacios allapotat hataroztak meg a sejtekben ciszplatinnal és Pt(IV)-komplexekkel
valo kezelés utan [92].

Harris ¢és munkatarsai Cr(VI)-tal kezeltek kiilonb6zé rékos sejteket (A549 human
tiid6 adenokarcinoma, HepG2 human hepatéma, V79 kinai horcsog tiidofibroblaszt,
C2C12 egér mioblaszt sejtvonal) és meghataroztdk a Cr oxidacios allapotat és
koordinaciés kornyezetét a sejtekben és a subcellularis frakciokban (kis és nagy
molekulasulyu frakciokat kiilonitettek el). Megallapitottak, hogy a krom a kezelést
kovetden Cr(Ill) komplexek formdjaban van jelen a sejtekben. Nagyrészt aminosavak
karboxilat, amin és imidazol reziduumaival képez komplexet, ritkdn fordulnak eld
hidroxo- és aqualigandumok [184]. Ugyanez a kutatocsoport az A549 sejteken a Cr
mikro-XANES analizisét is elvégezte. Ezen kisérletben a sejteket 100 uM Cr(VI)-tal
kezelték 20 percig, illetve 4 oraig és vizsgaltdk a Cr(VI) redukciojat Cr(Ill)-ma, a
Cr(IIT) komplexalodasat a sejtekbe valo bejutast kovetden [176]. Ugyancsak a Cr
oxidacios allapotat vizsgalta a sejtekben Ortega munkatarsaival. IGROVI1 human
petefészekraksejteket és CHO-AAS8 kinai horcsdg petefészeksejteket kezeltek jo és
rossz oldékonysagi Cr(VI) komponensekkel és meghatdroztdk a krém oxidacios
allapotat mikro-XANES technikdval. A jo oldékonysagii Na,CrO, esetében azt
tapasztaltdk, hogy a sejtekbe jutd Cr(VI) teljes egészében Cr(Il)-mé redukalodott és
homogénen oszlott el a sejtben, a sejtmagba is bejutva. Mig a rosszul oldéddé PbCrO,
esetében az intracellularis ¢€s intranuklearis Cr(III) mellett Cr(VI) szemcséket 1is
megfigyeltek a sejtek perinuklearis részén [185]. Bonnitcha a Co oxidacids allapotat és
koordinacids kornyezetét vizsgalta A2780 human ovarium karcinéma sejteken Co(IIl)
¢és Co(II) komplexekkel vald kezelést kovetéen [175].
esetében. Ortega és munkatarsai IG-ROV-1 human ovarium karcinoma sejteket
kezeltek 25 uM FeSOgs-tal (20 h), majd 2 uM doxorubicinnel (2h) vagy
iododoxorubicinnel és felvették a sejtek Fe XANES spektrumait. A doxorubicin és a
iododoxorubicin antraciklin antibiotikum tipusu rakellenes szerek, hatasmechanizmusuk
maig nem tisztazott teljes egészében. Kémiai tanulmanyok szerint erds vaskelatorok. A
vas-antraciklin komplex kialakuldsat ¢és a komplex reaktiv szabad gyok-képzd
képességét teszik feleldssé a doxorubicin kardiotoxikus mellékhatdséért, de rakellenes

szerként valo hatékonysagaért is. A terapids doxorubicin-koncentracid mellett azonban
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a komplex kialakulasa a sejten beliil kétséges. Ortega tanulmanya sem tudta ezt
megerdsiteni, mivel nem talaltak kiilonbséget a doxorubicinnal kezelt és a kontroll
sejtek Fe XANES spektruma kozott [186].

Bacquart mikro-XANES vizsgalatokat végzett vaskezelt PC-12 patkany
pheochromocytoma sejteken és arzén-trioxiddal kezelt IGROV1 human petefészekrak
sejteken. Kétféle mintaeldkészitést is alkalmaztak (fagyasztva szaritds és fagyasztds —
amikor megmarad a sejtek hidratalt allapota). Vizsgaltak a kisérleti elrendezés nyujtotta
térbeli felbontoképességet, kimutatasi hatart, reprodukalhatdsagot €s ismételhetdséget és
a sugarzas okozta mintakarosodast is. Fe, illetve As XANES felvételeket készitettek a
sejtek magi, citoszol és mitokondrium részeirdl. Megallapitottdk, hogy a vas 3+
allapotban van jelen a sejtkompartmentekben [187]. A kidolgozott mintaclékészitést és
mérési modszert hasznaltak fel kdvetkezd munkdjukban is, amikor az arzén oxidacids
allapotat hataroztadk meg a IGROV1 (humén petefészekrak sejtvonal) és HepG2 (human
majkarcindma sejtvonal) sejtek kiilonbozé sejtorganellumaiban. Az elvégzett mikro-
XANES analizisek szerint az As;Os-dal kezelt IGROV1 sejtekben az As(OH); az
uralkod6 arzénforma mind a sejtmagban, mind a citoszolban, mind a mitokondriumban.
Az As(OH)s-dal kezelt HepG2 sejtekben is az As(I1T) formak voltak az uralkodoak, de
sejtmaghoz tartoz6 abszorpcids spektrumokon szervetlen As(V) jelenlétét is igazoltak
[188]. Munro és munkatarsai arzenittel és arzenattal kezelt HepG2 sejteken végzett
XANES ¢és EXAFS analizisei ezzel szemben As-S tartalmu specieszek 1étét feltételezik
[189]. A két tanulmany kozti f6 kiilonbség a mintael6készitésben van: Munro
fagyasztva szdaritott sejteket, Bacquart hidratalt allapotukban fagyasztott sejteket
vizsgalt.

Yang ¢és munkatarsai micro-XRF technika segitségével ellendrizték az altaluk
kifejlesztett Cu(l)-szelektiv fluoreszcens szenzor szelektivititasat. 3T3 egér fibroblaszt
sejteket kezeltek rézzel, majd feltérképezték a réz eloszlasat a sejtekben. A sejtek tobb
pontjarél mikro-XANES felvételeket készitettek a sejtben taldlhatdo réz oxidacios
allapotanak meghatarozasara. Kisérleteik szerint a rézzel kezelt sejtekben talalhatdo Cu
jelentds része Cu(l) allapotban talalhato. [94].

Osszefoglaloul megallapithatd, hogy a 15-50 um 4tméréjii sejtekben a Zn, Fe, S, Cu,
Pt, As, Co oxidacios allapotanak feltardsira a XANES és mikro-XANES technikét

sikerrel alkalmaztak.
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3. Ceélkitiuzések

3.1. Kisrendszamu elemek (Z<23) meghatarozasa TXRF modszerrel

(,,JowZ TXRF”)

Munkank soréan a kdvetkez6 kérdésekre kivantunk vélaszt adni:

e alkalmas-e a ,lowZ TXRF” méréstechnika biologiai mintak kisrendszamu
elemtartalmanak meghatarozasara?
e melyik a leghatékonyabb feltarasi modszer ezen bioldgiai anyagok esetében a ,,lowZ

TXRF” vizsgalatokhoz torténé mintaeldkészitésére?

e meghatarozhaté-e a rakos sejtek kéntartalma ,,JowZ TXRF” technikaval, valamint
alkalmazhatd-e a sejtek kéntartalma belsd referenciaértékként?

Ezen célok megvaldsitasahoz egy folyékony (humén szérum) és harom szilard
biologiai referenciaanyagban (marhamadj, antarktiszi rak, spendt) a visszanyerési értékek
(Na, Mg, P, S, K, Ca) meghatarozasat végeztiik el kiilonb6z6 feltarasi modszereket
kovetéen. Az eltérd szerves ¢€s  szervetlenanyag-tartalommal rendelkezd
referenciaanyagokat feltaras nélkiil (a folyékony halmazallapoti referenciaanyagot),
valamint kistérfogatt, klasszikus és goézfazisi kvarclapon torténd feltaras utan is
analizaltuk ,,lowZ TXRF” spektrométerrel. Vizsgaltuk tovabba a sejtszam és a sejtekben
mérhetd S tartalom kozti kapcsolatot.

3.2. Fe, Cu, Zn meghatarozasa TXRF és GF-AAS modszerrel HT-29

sejtekben

Munkénk sordn tovabba célul tiztik ki rdkos sejtek (HT-29 kolorektalis
karcindmasejtek) Fe, Cu, Zn tartalménak meghatarozasat TXRF modszerrel €s az ehhez
szlikséges analitikai mintael6készités kidolgozasat. Hitelesitett sejtreferenciaanyag
hidnyaban tovabbi célnak tekintettiik a TXRF moddszerrel kapott eredmények maés
fizikai elven alapul6é méréstechnikaval (GF-AAS) valé megerdsitését is.

A kidolgozott mddszerrel célként jeloltiik meg a HT-29 sejtek Fe, Cu, Zn tartalménak
meghatarozasat a vas kiilonbozo vegytileteivel (FeSO4, FeCls, Fe(lll)-citrat, Fe(IIl)-
transzferrin), illetve kelatorokkal (Dp44mT, EDTA) val6 kezelést kovetoen.
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3.3. Rakos sejtek SR-TXRF-XANES analizise

A hamburgi szinkrotronnal végzett kisérleteinknél célul tliztiik ki a rakos sejtekben a
vas oxidacios allapotanak meghatarozasat SR-TXRF-XANES modszerrel és az ehhez
szlikséges analitikai mintaelokészités kidolgozasat. Célunk volt kiilonb6zd rakos
sejtvonalak (ZR-75-1, HT-29, MDA-MB-231, HCA-7), eltéré novekedési fazisban (lag,
log, plateau) 1évé sejtek, valamint kiilonb6z6 vegyszerekkel (CoCly, NiCly, MgSQO,,
antimycin A, 5-fluorouracil) és vasvegyiiletekkel (FeSQ4, FeCls, Fe(lll)-citrat, Fe(III)-
transzferrin) kezelt sejtek Fe K abszorpcios élének XANES vizsgalata.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A sejttenyésztéshez hasznalt anyagok és modszerek
4.1.1. Tumorsejtvonalak tenyésztése

A HCA-7 colony 29 ¢és HT-29 human kolorektélis adenokarcinoma sejtvonalakat az
eurdpai sejtbankbol (ECACC, Salisbury, Anglia), a ZR-75-1 human emldrak, valamint
a HT-1080 human fibroszarkdéma sejtvonalat a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és
Kisérleti Rakkutatd Intézetébdl (Budapest, Magyarorszag), az MDA-MB-231 huméan
emlorak sejtvonalat pedig az Orszagos Onkologiai Intézet Tumor Progresszios
Osztalyardl szereztik be. A HCA-7 és MDA-MB-231 sejteket DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, 4500 mg/L gliikkoztartalommal), a HT-29, ZR-75-1, HT-
1080 sejteket RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) tapfolyadékban
tenyésztettik 10% FCS (fetal calf serum) hozzdadéasaval, 37 °C-on, 5% CO;
atmoszféraban. A sejttenyésztéshez hasznalt anyagok a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA) termékei. A sejtek ¢életképességét 0,04%-os tripankék kizarasi teszttel
ellendriztiik. A sejttenyésztéshez kapcsolodd valamennyi tevékenységet az Orszagos

Onkologiai Intézet Klinikai Kisérleti Laboratoriumi Osztalyan (Budapest) végeztiik.
4.2. A Kkisrendszamu elemek (Z<23) TXRF meghatarozasahoz

hasznalt anyagok és modszerek

4.2.1. Referenciaanyagok

Vizsgalataink soran négy referenciaanyagot hasznaltuk: SERONORM™ Trace
Elements Serum Level 1 — humdn szérum (SERO AS, Billingstad, Norvégia), NIST
1577a Bovine Liver - marhamdj (National Institute of Standards and Technology),
MURST-ISS-A2 Antarctic krill - antarktiszi rdk (Instituto Superiore di Sanita, Roma),
IAEA-331 Spinach - spenot (International Atomic Energy Agency).
4.2.2. Reagensek

A feltarasokhoz nagytisztasagii (suprapur) 65%-o0s salétromsavat hasznaltunk
valamint a kalibrdld6 oldatok elkészitéséhez 1is egyelemes standardoldatokat
alkalmaztunk (Merck, Darmstadt, Németorszag). A kalibracios oldatok elkészitéséhez
¢s a feltart mintak higitasahoz is 18 MQcm fajlagos ellenallast desztillalt €s ionmentes

vizet hasznaltunk (Milli-Q Plus, Millipore, Molsheim, Franciaorszag). A boroszilikat

58



DOI:10.14753/SE.2012.1703

tivegb6l késziilt mérélombikokat (5, 10, 25, 50 ml térfogata, A jeli) az EPA
(Environmental Protection Agency) szabvanynak megfelelden, 1:1 ardnyua HNO3 és viz,
illetve HC1 (Merck suprapur) €s viz elegyekkel, majd nagytisztasagl vizzel tisztitottuk.
4.2.3. A kalibraciés faktorok meghatarozasahoz hasznalt oldatok

A kalibracios faktorok meghatarozasara 1, 10, 100, 1000, 5000 mg/L koncentracioja
Na, Mg, P, S, Ca oldatokat készitettiink. Az oldatok Ti koncentracioja minden esetben
10 mg/L volt.
424, A kimutatasi és meghatarozasi hatarértékek megallapitasa

A kimutatasi és meghatarozasi hatarértékek kiszdmitasa (LOD=limit of detection,
LOQ= limit of quantification) a Klockenkdmper konyvében leirtak szerint tortént [190].
Ehhez 10 mg/L koncentracioji Na, Mg, P, S, Ca és Ti standard oldatokbdl (1%-0s
salétromsavas oldatban) haromszor 2 uL-t cseppentettiink a kvarclapokra ¢és a
beszaradast kovetéen 500 masodpercig vettiik fel spektrumaikat.
4.2.5. Miiszerek

A mikrohullamu feltarasokhoz Ethos 1 feltard berendezést hasznaltunk (Milestone,
Sorisole, Italy). A mintak analizisét Wobistrax ,lowZ TXRF” spektrométerrel
(Atominstitut, Vienna, Austria) [191] végeztik el, mely Cr andéda rontgencsdvel
rendelkezik. A mérés soran a rontgencsore kapcsolt fesziiltség: 30kV, aramerdsség: 5-
30mA volt. A késziilék Ni/C multilayer monokromatorral (5,4 keV), 10 mm? aktiv
teriilett KETEK szilikon drift detektorral, ultravékony ablakkal és az ablak koriil
elektroncsapdaval rendelkezik, mely befogja az Auger elektronokat. A spektrumokat
500 masodpercig vettiik fel. A mintadkbol 3 parhuzamost készitettiink és mindegyik
kvarclapot 4 pozicidban mértink meg (90°kal mindig elforgatva &ket).

Az analizis sordn hordozoként mindvégig kvarclapokat hasznéltunk, melyek
tisztasagvizsgalatat hasznalat elétt mindig elvégeztiik.
4.2.6. Feltarasi modszerek

A szérumminta feltaras nélkiili analizisével kapcsolatban meg kell emliteniink, hogy
a beszaritast kovetéen 3 pL cc. HNOjz segitségével alakitottunk ki megfeleld
geometridju réteget a kvarclapon.
Harom kiilonb6z0 feltdrasi modszert hasonlitottunk dssze.
1. »Klasszikus” modszer: koriilbeliil 0,05-0,1 g referenciaanyagot tartunk fel 2 ml

tomény salétromsav segitségével PTFE (politetrafluoretilén) edényekben. A feltaras
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id6tartama 20 perc volt a maximalis hémérséklet pedig 220 °C. A hiitést kdvetden 10 pl,
1000 mg/L Ti belsd standard oldatot adtunk a mintdkhoz, és a PTFE edények tartalmat
25 ml-es mér6lombikokba mostuk és jelre allitottuk. Az igy kapott oldatbdl 5 pl kertilt a
TXRF mérésekhez hasznalt kvarclapokra. A ,klasszikus” modszert mind a négy
referenciaanyag esetében alkalmaztuk.

2. A SERONORM minta esetében kis térfogata feltarast is alkalmaztunk. A
modszert részletesen bemutatja a [192] cikk, melyben nagyon kis tomegii (kb. 1mg)
biopszias mintak feltarasara hasznaltak. A kis térfogatu feltarashoz 1,5 ml térfogatu, jol
zar6d6 PTFE mikroedényeket (Savillex, Eden Prairie, MN, USA) hasznaltunk. A
szérumminta 50 pl-éhez 200 pl tdmény salétromsavat adtunk. A feltarast 120 °C-on 20
percig laboratériumi kerdmia f6z6lapon (Cole Palmer, USA) végeztiik. A feltaras utan 5
pl, 50 mg/L Ti belsd standard oldatot adtunk a mintakhoz. Az igy kapott oldatbol -
tovabbi higitas nélkiil - 5 pl kertilt a TXRF mérésekhez hasznalt kvarclapokra.

3. A SERONORM minta esetében kozvetlen, kvarclapon torténd feltarast is
kiprobaltuk. A PTFE edényekbe kvarc haromlabat helyeztiink és erre tettik a
kvarclapot, melyre a mintat kordbban felcseppentettiik. A minta védelme érdekében
kvarcfed6t is hasznaltunk (6. dbra). Kis mintamennyiségek esetében nagyon hasznos a
gozfazisu feltaras [87]. A PTFE edényekbe tomény salétromsavat tettiink, a feltarasra

gbzfazisban keriilt sor 160 °C és 200 °C hémérsékleteken, 20 percig.

6. dbra: A kisrendszdmu elemek meghatarozasakor a kvarclapon vald feltardshoz
hasznalt kvarceszk9zok sematikus rajza és fotoja.
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4.3. AFe, Cués Zn TXRF meghatarozasahoz hasznalt anyagok és

modszerek
4.3.1. Reagensek

Kisérleteinkhez 18 MQcm fajlagos ellenallasu desztillalt és ionmentes vizet (Milli-Q
Plus, Millipore, Molsheim, Franciaorszag), analitikai tisztasdgi vegyszereket ¢&s
reagenseket hasznaltunk. Az 1000 mg/L koncentracioji Ga, Cu, Fe ¢és Zn
standardoldatokat a Mercktdl szereztiikk be (Darmstadt, Németorszag). A feltarasokhoz
65%-o0s, tomény salétromsavat és 30%-0S hidrogén-peroxidot hasznaltunk, melyek
suprapur tisztasaguak voltak (Sigma Aldrich, Magyarorszag és Merck). A kezelésekhez
hasznalt vas(Il)-szulfat, vas(lll)-citrat, vas(Ill)-klorid, vas(lll)-transzferrin  és
etiléndiamintetraecetsav (EDTA) a Sigma Aldrich (Magyarorszag) termékei, a 2,2’-
dipiridil-N,N-dimetilszemikarbazon (Dp44mT) a Merck (Darmstadt, Németorszag)
terméke.

A sejtek mosasahoz hasznalt foszfat pufferelt s6oldatot (PBS, phosphate buffered
saline) minden alkalommal felhasznalas el6tt frissen készitettiik.

A boroszilikat tivegb6l késziilt mérélombikokat (5, 10, 25, 50 ml térfogatu, A jelii) az
EPA (Environmental Protection Agency) szabvanynak megfelelden, 1:1 aranya HNOj3;
¢és viz, illetve HCl (Merck suprapur) és viz elegyekkel, majd nagytisztasag vizzel
tisztitottuk.

4.3.2. Miiszerek
4.3.2.1. GF-AAS (Grafitkemencés atomabszorpcidos spektrometria)

A Fe ¢és a Cu szimultin meghatarozasat Perkin Elmer SIMAA 6000 tipust
grafitkemencés atomabszorpcidos spektrométerrel végeztiik. Perkin Elmer THGA
(transversely heated graphite atomizer), végein peremezett (end capped) keresztfiitésii
grafitcsoveket hasznaltunk, melyek integralt L’vov platformot tartalmaztak (Perkin
Elmer B3000653). A késziiléket optikai rendszere (Tetrahedral Echelle Polychromator,
fokusztavolsag 0,5 m) és detektora (Solid-state Detector, diddasoros 60 didda)
multielemes mérésre teszi alkalmassa, egyszerre hat elem mérhetd. Fényforrasként Cu
¢s Fe vijtkatédlampakat hasznaltunk (Perkin Elmer), melyekre a mérés soran 15 mA-es
aramerdsséget kapcsoltunk. Az inert koriilményeket — kiilsé gazként — argon (500
ml/min aramléasi sebességgel) biztositotta. A hattérabszorbancia kikiiszobolésére a

miiszerbe beépitett Zeeman longitudinalis hattérkorrektort alkalmaztuk. Az oldatokat
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Perkin Elmer AS-72 (Uberlingen, Németorszag) tipusu automatikus mintaadagoloval
juttattuk a grafitcsdébe.

A GF-AAS mérésekhez Pd(NOs3); -ot hasznaltunk kémiai modositoként. 5 pg Pd-ot
Pd(NOs3), formajaban adtunk 10 pL mintamennyiséghez a grafitcsébe vald bemérés
elétt. A kvantitativ meghatarozashoz a Cu 324,8 nm —es ¢s a Fe 305,9 nm —es vonalat
hasznaltuk. A Zeeman-hattérkorrekcidval kiigazitott abszorpcids jelet 5 s —ig vettiik fel.
A tablazatokban és abrakon megjelenitett eredmények minden esetben 3 parhuzamos
mérés atlagai. A kvantitativ analizishez kiils6 kalibraciés modszert hasznaltunk. A Cu
meghatarozashoz hasznalt kalibralo oldatok 10-100 ng/ml, a Fe esetében pedig 100-
4.3.2.2. TXRF (Totalreflexiés rontgenfluoreszcens spektrometria)

A TXRF meghatarozdsokhoz TXRF 8030C  (Atomika Instruments GmbH,
Oberschleissheim, Németorszag) spektrométert hasznaltunk. A késziilék Mo/W anodu,
2,5 kW teljesitményli rontgencsovel, dupla W/C multilayer monokromatorral
rendelkezik. A Mo cs6 esetében a gerjesztési energia 17,4 keV (Mo Ka). A mintaban
1év6 elemek karakterisztikus rontgensugarzasat egy 80 mm?’ aktiv teriileti, 150 eV
felbontasu Si(Li) detektor analizalja. A rontgencsére 50 kV fesziiltséget kapcsoltunk a
mérések soran, az aramerdsséget a miiszer pedig automatikusan valtoztatta a detektor
holtidejének (dead time) és a teljes analizisidonek a figyelembevételével. A mérési 1d6
500 s volt. Bels6 standardként Ga —ot hasznaltunk. A mintabol 10 pl-t cseppentettiink a
TXRF mérésekhez hasznalt tisztitott és ellendrzott kvarclapokra, és a cseppet
laboratériumi keramia f6zélapon (Cole Palmer, USA) beszaritottuk (80 °C). A Fe, Cu,
és Zn és a belso standard Ga meghatarozasara 6,403 keV, 8,047 keV, 8,638 keV, 9,251
keV energiaju Ko vonalaikat hasznaltuk fel.

4.3.3. A sejtek vassal torténé kezelése és mintaelokészitése

A HT-29 sejteket az 4.1.1. fejezetben leirtak szerint tenyésztettiik 6 lyuku tenyészto
lemezekben (10° sejt/ Iyuk) 80%-os konfluencia szintig. A sejteket kiillonbozo
vas(l1)-citrat, vas(IlI)-klorid és vas(Ill)-transzferrin) vasvegyiiletekkel kezeltiik 4 6ran
at. A kezeléseket elvégeztiik 10% FCS (fetal calf serum) —t tartalmazo és FCS-mentes
médiumban is. Minden kisérlethez kontrollként kezeletlen (csak a médiumban tenyészo)

sejteket hasznaltunk.
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A kezelési id6 letelte utan a sejteket tripszin-EDTA segitségével (5,0 g/L
sertéstripszin és 2,0 g/ EDTA-4Na, 0,9 v/v % -os NaCl oldatban, Sigma) vettiik fel. Az
emésztést/tripszinezést PBS-sel valo higitassal allitottuk le, majd a sejteket Eppendorf
csovekbe pipettaztuk. Kétszer mostuk a sejteket 1-1 ml PBS-sel (centrifugalas: 20 000g,
15 perc, 4 °C, J2-21 Beckman centrifuga). A sejtszamolast a 2. centrifugalas eldtt
Biirker kamra segitségével végeztiikk el. (A sejtek életképességét 0,04%-os tripankék
kizarasi teszttel ellendriztiik.) A 2. centrifugéalast kovetden, a mosooldat eltavolitasa
utan a sejtekhez 20 pl 30%-0s H,0,-ot, 80 ul 65%-0s HNO3z-at és 15 pl 10 ug/ml
hagytuk (részleges feltaras). Az igy nyert mintabol 10 pl keriilt a TXRF analizisekhez
hasznalt kvarclapokra (keramia f6z6lapon beszaritas: 80 °C, 10 perc), illetve a GF-AAS
mérés esetében kozvetleniil a grafitcsdbe.

4.34. A sejtek kelatorokkal torténo kezelése és mintaelokészitése

A kezeléseket FCS mentes médiumban végeztiik el 4 és 8 oras idotartamokig.

A 4 oras kisérletben egyszerre adtuk a HT-29 sejtek tapoldatahoz a FeSOs-ot (20
uM), illetve a Dp44mT vagy EDTA kelatorokat (50 uM), valamint elvégeztik a
kisérletet tigy is, hogy csak a kelatorokat adtuk a médiumhoz.

A 8 orés kezelések kétszer 4 6rds részekre bonthatdak. Az elsd 4 oradban a sejteket
FeSQO,-tal kezeltiik (20 uM) vagy csak az FCS mentes tapoldatban hagytuk allni 6ket. A
masodik 4 oraban kaptak a Dp44mT vagy EDTA kelatorkezeléseket (50 uM ) a sejtek.
A két 4 oras blokk kozott a sejteket FCS mentes tapoldattal lemostuk.

A HT-29 sejtek tenyésztése €s mintaeldkészitése a tobbi ponton megegyezik az el6zd
fejezetben leirtakkal.

4.3.5. A kvarclapokon kialakult réteg ellendrzése pAasztazo
elektronmikroszkopiaval (scanning electron microscopy, SEM) és
atomero mikroszkopiaval (atomic force microscopy, AFM)

A kvarclapokra szaritott mintdk felszinét pasztdzo elektronmikroszkopidval
(AMRAY 1830, Amray Inc., Bedford, MA vakuum: 10* mbar, 20 kV
gyorsitofesziiltség, 0,1 nA aramerdsség) térképeztik fel. A vizsgalat sordn a
kvarclapokon 1évé mintara vakuumpdarologtatoval vékony szénréteget parologtattunk,
majd a mintakrdl 3-4 ponton, tobbféle nagyitassal SEM felvételeket készitettiink.

A kvarclapon 1év6é minta rétegvastagsagat atomerd mikroszkopiaval (XE-100, PSIA
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Inc., Dél-Korea) vizsgaltuk. Az AFM mérésekre szobahdémérsékleten, szilard/levegd
hatarfeliileten, nem-kontakt mddban keriilt sor. A méréshez NSC15 (MikroMasch)
tipusu, SisN4 anyagu, hatoldalan aluminiumreflektalo feliilettel boritott, atlagosan 40
N/m rugéallandojt, pasztazo tit hasznaltunk. A mérések 3-4 véletlenszeri mddon
kivalasztott helyen torténtek. A mintdkrdl 4,5 um x 4,5 um-es felvételek késziiltek. A
mérési eredményeket a XEI 1.6 (PSIA Inc., Dél-Korea) programmal értékeltiik ki.

4.3.6. Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasokat (parositott t-proba, Tukey post hoc teszt) NCSS
szoftverrel végeztik el (Kaysville, Utah, USA). Statisztikailag akkor tekintettiik
szignifikansnak a kiilonbséget, ha p<0,05.

4.4. Az elemspeciacios analizishez hasznalt anyagok és modszerek
4.4.1. Reagensek, vegyszerek

A XANES (X-ray absorption near edge structure) meghatarozasok soran standardként
hasznalt anyagok: Fe(Il)-citrat, Fe(Il)-a,o'-dipyridyl, KsFe(CN)g, Fe(ll1)-H3POy,
KsFe(CN)g, Fe(lll)-citrat, Fe(Il)-EDTA ¢és a ferritin a Sigma-Aldrich (Sigma,
Magyarorszag) és a Reanal (Magyarorszag) termékei. A standardoldatok elkészitéséhez
18 MQcm fajlagos ellenallast ionmentes vizet hasznaltunk (Milli-Q Plus, Millipore,
Molsheim, Franciaorszag).

A sejtek kezeléséhez hasznalt anyagok: NiCl,-6H,0, CoCl,-6H,0, MgSO,4-7H,0,
antimycin A, 5-fluorouracil, vas(ll)-szulfat, vas(IIl)-citrat, vas(IIl)-Klorid, vas(ll)-
transzferrin a Sigma-Aldrich és a TEVA Magyarorszag termékei. A sejtek kezelésénél
médiumként hasznalt foszfat pufferelt sooldatot (PBS, phosphate buffered saline)
minden alkalommal felhasznalas elott frissen készitettiik és sziiréssel sterilizaltuk.

4.4.2. Standardoldatok

A vas oxidaciés szamat, a ligandumok tipusat és a koordinacids kornyezetet
figyelembe véve kiilonbozé vastartalmu vegyiileteket valasztottunk standardként:
Fe(I1)-citrat, Fe(1l)-o,a'-dipyridyl, KsFe(CN)g, Fe(111)-H3PO4, KsFe(CN)s, Fe(lll)-citrat,
készitettink ionmentes viz segitségével. Az oldatokbol 1 pL-t (10 ng Fe)

cseppentettiink kozvetleniil a kvarclapokra.
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44.3. A sejtek kezelése, mintaelokészités

Kisérleteink soran 10°- 2x10° sejtet kezeltiink 80%-os bendttségi szintnél 6 lyuka
tenyészté lemezekben steril PBS-ben. A kezelés id6tartama 20 perc, illetve 4 6ra volt. A
kezelési koncentraciok a kovetkezok voltak: 1 mM NiCl,, 2,4 és 57,6 mM CoCl,, 10
MM MgSQy, 25 és 300 uM antimycin A, 130 uM 5-fluorouracil.

A kiilonboz6 vasformakkal tortént kezeléseket FCS mentes tapoldatban végeztiik el, a
kezelés idotartama 4 ora volt. A vas(Il)-szulfat, vas(III)-citrat, vas(IIl)-klorid, vas(Il1)-
transzferrin kezelési koncentracioja pedig 50 uM volt.

A minteldkészitésnél 2 kiilonbozo protokollt hasznéltunk:

(1) A TXRF mérésekhez hasznalt kvarclapokat sterilizaltuk (96%-0s alkohollal), 6
lyuktl tenyészté lemezekbe helyeztilk, majd 1 o6ran at inkubaltuk (a) 10% FCS-t
tartalmaz6 médiummal B) fibronektinnel (Sigma, koncentracié: 50 upg/ml) c)
kollagénnel (IV tipusu kollagén, Sigma, koncentracié: 50 pg/ml). Az inkubalast
kovetden a sejteket kozvetleniil a kvarclapokra novesztettik 4.1.1 fejezetben leirt
koriilmények kozott. A kezeléseket kovetden a kvarclapokat dvatosan lemostuk
izotonias sooldattal és a lapokat azonnal argonnal t61tott taroldedényekbe helyeztiik.

(2) A 6 lyuku tenyészt6 lemezben elvégzett kezeléseket kovetden a sejteket tripszin
segitségével felvettiik, kétszer mostuk izotonids sooldat segitségével, majd
lecentrifugaltuk oket (20.000 g, 4 °C, 15 perc). A sejtszamot Biirker kamra (MOM,
Magyarorszag) segitségével allapitottuk meg. A 2. centrifugalast kovetden a sejteket 10
ul izotdnias sooldatban szuszpendaltuk, majd ebbdl 5 pl-t pipettaztunk a kvarclapokra.
A Dbecsiilt sejkoncentracid a szuszpenzidban: 10*-2x10* sejt/ul volt. Az i1zotonias
sooldat feleslegét pipettaval tavolitottuk el. A sejtekbdl igy kialakult monolayert
mikroszkoppal (Olympus CKX41, Olympus, Tokio, Japan) ellendriztik ¢és
szobahOmérsékleten beszaritottuk. A lapokat argonnal toltott taroldedényekbe
helyeztiik, melyeket a HASYLAB laboratoriumaba val6 széllitashoz is hasznaltunk.

Ezt a mintaelokészitési modszert alkalmaztuk a vas oxidacios allapotanak
meghatdrozasara kiilonb6z6 ndvekedési fazisban 1évé HT-29 sejtek estében is. Ezen
kisérleteknél a sejtek szaporodasat a megfeleld novekedési fazisban allitottuk le (lag,
log, plateau) tripszinezéssel, a mintaelokészités tobbi 1€pése megegyezik a 2) pontban

leirtakkal.
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4.4.4. Az SR-TXRF-XANES (X-ray absorption near edge structure) mérések
Kivitelezése

A sejtekben a Fe oxidacios allapotat fluoreszcens modia XANES (X-Ray Absorption
Near-Edge  Structure - a rontgenabszorpcidos  spektrumélkozeli — szerkezete)
spektroszkopiaval hataroztuk meg. Az abszorpciés méréseket a HASYLAB (DESY,
Hamburg) L nyaldbcsatorndjan, vakuumban, sirlodd beesési szognél, a vas K
abszorpcids élénél végeztik el [193,194]. Az eltéritbmagnes (1,2 Tesla) fehér
sugarzasabol  Si(111)  kétkristdlyos monokromator  allitott el6  hangolhato
monokromatikus nyalabot. A nyalab fokuszalasa (100 pum X 2300 um, vizszintes X
fliggdleges) keresztezett résrendszer segitségével tortént. A beesd sugarzas intenzitasat
egy ionizacidés kamrdval mértiik. A kisérleti elrendezés sematikus rajzat a 7. dbra
mutatja be.

A mérés soran a gerjesztési energiat kiillonbozo 1€péskdzokben valtoztattuk a vas
7112 eV-nal 1évé abszorpcids éle koriil (15, 10, 5 és 1 eV az ¢l elotti és utani
szakaszokon, 0,5 eV kozvetleniil az ¢l koril). A 6995 eV és 7395 eV kozti
energiatartomanyt vizsgaltuk a kovetkezd szakaszokban ¢és 1épéskozokkel (start-
stop/1épéskoz): 6995-7045/10, 7045-7085/5, 7085-7095/1, 7095-7145/0,5, 7145-7195/1,
7195-7305/5, 7305-7395/10. A fluoreszcens rontgenfotonok detektalasa SDD (Silicon
Drift Detector, VORTEX 50 mm?, Radiant Detector Technologies) detektorral tortént
[195]. A mintatarto (kvarclap) és az SDD detektor kozti tavolsag 1 mm volt [193]. A
spektrumokat 1-15 s —ig vettiik fel attol fiiggden, hogy milyen volt a jel/zaj arany. Egy-
egy scan 210 kiilonalldo fluoreszcens spektrumbdl allt ossze a 7015-7500 eV
energiatartomanyban. A detektor rovid jelformalasi idovel miikddott a nagyobb
jelatvitel érdekében, amely bedllitasnal a tipikus energiafelbontas a Fe Ko vonalra 190
eV (félértékszélesség). Minden scannél parhuzamosan egy Fe folia abszorpcids
spektruma is rogzitésre keriilt transzmisszios modban. Az igy felvett abszorpcids
spektrum elsé derivaltjat tekintettiik minden mérés esetében 7112 eV-nak ( vas K
abszorpcids ¢élének).

A totalreflexiohoz sziikséges kritikus szog kissé (<0,3 mrad) valtozik a gerjesztési
energiatol fiiggden. EzEért a mérések soran a rontgen sugarnyaldb beesési szogét joval a
kritikus szog ala allitottuk be (4,18 mrad szilicium mintatartd esetében 7500 eV

gerjesztési energianal), tehat a XANES mérések sordn nem jelentett problémat a
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kritikus szOg gerjesztési energiafiiggd valtozasa. A mérések soran kvarc mintatartokat
alkalmaztunk, melyek tisztasagat felhasznalas el6tt ellendriztiik.

Az abszorpcios spektrumokat az IFFEFIT software csomagban 1évé ATHENA
programmal értékeltiik ki [196,197]. A scanek normalizacidéja és az energiaskala
korrekcioja is a Fe K abszorpcios ¢éle alapjan tortént. Az ugyanarr6l a mintarol késziilt

scanek egyesitésekor az ugyanannal az energianal mért értékek atlagolasat végeztiik el.

7. abra: A XANES meghatarozasokhoz hasznalt kisérleti elrendezés a HASYLAB L
nyaldbcsatornajan.

4.4.5. A kvarclapokon kialakult mintafelszin  vizsgalata  pasztazé
elektronmikroszkdpiaval (scanning electron microscopy, SEM)

A kvarclapokra novesztett sejtek, illetve a felcseppentett sejtszuszpenziobol kialakult
minta felszinét pasztazé elektronmikroszkdpiaval (AMRAY 1830, Amray Inc., Bedford,
MA vakuum: 10 mbar, 20 kV gyorsitofesziiltség, 0,1 nA aramerdsség) térképeztiik fel.
A vizsgélat soran a kvarclapokon 1évé mintdra vakuumparologtatoval vékony
szénréteget parologtattunk, majd a mintakrél 3-4 ponton, tobbféle nagyitdssal SEM

felvételeket készitettiink.
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5. Eredmények

5.1. Kisrendszamu elemek (Z<23) meghatarozasa TXRF modszerrel

Munkank soran vizsgaltuk a ,,lowZ TXRF” technika alkalmazhatosagat bioldgiai
mintdk esetében. Erre a célra egy folyékony (SERONORM human szérum) és harom
szilard biologiai referenciaanyagot (NIST 1577a marhamaj, MURST-ISS-A2 antarktiszi
rak, IAEA-331 spenot) valasztottunk és meghataroztuk a Na, Mg, P, S, K, Ca elemekre
vonatkoz6 visszanyerési adatokat a mintak kiilonb6z6é moddszerekkel végzett feltarasat
kovetden. A referenciaanyagokat eltérd szervetlen anyagtartalmuk alapjan valasztottuk
ki. A referenciaanyagok Na, Mg, P, S, K, Ca koncentracidi alapjan szamolt szervetlen
anyagtartalma: 2,4%, 2,5%, 6,3%, 8,1%. Az eltér6 mennyiségli szerves és szervetlen
alkotokat tartalmazo referenciaanyagokat feltards nélkiil, valamint kistérfogatu,
klasszikus és gézfazisa, kvarclapon végzett feltaras utan is analizaltuk ,lowZ TXRF”
spektrométerrel. Vizsgaltuk a kiilonbozo feltarasi modszerek hatdsat a visszanyerés
mértékére.
5.1.1. Kalibracios faktorok meghatarozasa

A kisrendszamu elemek TXRF meghatarozasa esetében a legnagyobb probléma a
minta Onabszorpcidja és ennek hatdsa a meghatarozni kivant elemek dinamikus
tartomanyara. Ezért az elsd kisérletben a Ti-ra vonatkoztatott kalibracids faktorok
valtozasat vizsgaltuk a Na, Mg, P, S, K, Ca esetében kiilonbozo
koncentraciotartomanyokban. Az altalunk mért kalibracios faktor-értékek és az irodalmi
adatokkal [198] torténd Osszehasonlitasuk a 3. tdbldzatban talalhatd. A kalibracios
faktorokat az adott elem Ti bels6 standardra vonatkoztatott relativ érzékenysége alapjan

szamitottuk ki.
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3. tdabldzat. Az irodalomban [198] ko6z6lt és az altalunk kiilonb6zé koncentracio-
tartomanyokban meghatarozott, Ti-ra vonatkoztatott kalibracios faktorok. A *-gal jelolt
értékeket nem hasznaltuk a késébbiekben a referenciaanyagok alkotdinak mennyiségi
meghatdrozasanal, mivel ezen kalibracios faktorok a koncentracid ndvekedésével
drasztikusan csokkennek.

Na Mg P S K Ca

[198] 0,0059 0,0120 0,130 0,170 0,430 0,460

1000 0,0030  +0,0067 +]0,025 +/0050 +]0,270 +{0422 =+
mg/L 0,0010* 0,0013* 0,010* 0,010* 0,019 0,052

100 0,0036 +|0,0150 +]0,072 +,0,110 +]0350 +{0,493 =+
mg/L 0,0006* 0,0030* 0,029* 0,022* 0,025 0,038

10 0,0126  +£/0,0250 (0,130 +0,200 +]0450 +]{0,619 =+

mg/L 0,0016 0,0012 0,008 0,008 0,050 0,055

1 ma/L 0,0162  +/|0,0260 +]0,130 +0,200 +]0470 +]0,637 =+
J 0,0069 0,0062 0,042 0,022 0,031 0,067

A K és a Ca esetében a kalibracids faktorok nem valtoznak jelentdsen a vizsgalt
koncentraciotartomanyban. Ez a jelenség a nagyobb energiaji (> 3keV) fluoreszcens
fotonok csokkent mértékli elnyelésére vezetheté vissza (K Ko 3,313 keV, Ca Ka:
3,691 keV) [82]. A Na, Mg, P, S esetén minél kisebb az elem rendszama, annal kisebb
az a koncentracidérték, ahol az dnabszorpcid mar jelentdsen befolyasolja a kalibracios
faktor értékét. Az irodalmi adatoktdl [198] valo eltérés pedig a detektorablak eltérd
ateresztOképességével magyarazhatd. Ezért a mas TXRF spektrométeren kimért
kalibracios faktorok csak akkor alkalmazhatdak, ha a detektor tipusa és a detektorablak
is teljesen azonos. (Ez az allitas igaz minden TXRF berendezésre, de foképpen a
kisrendszamu elemek mérésére készitett késziilékeknél, ahol a mért kalibracios faktorok
kiilonbsége jelentds).

A késObbiekben munkidnk sordn a referenciaanyagok elemtartalméanak
meghatarozasdhoz mindig a mintaban talalhato elemek koncentracio-nagysagrendjének
megfeleld kalibracios faktorokat alkalmaztuk.

5.1.2. Kimutatasi és meghatarozasi hatar
A meghatarozott kimutatasi és meghatarozasi hatarértékek (LOD=limit of detection,

LOQ-= limit of quantification) a 4. tdbldzatban lathatoak, mind a vizsgalt elem abszolut
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tomegében, mind koncentracioban (5 pL mintaban) kifejezve. Az elvardsoknak
megfeleléen a rendszam (Z) novekedtével jelentésen csokken a LOD és az LOQ értéke.
A Na kimutatasi hatdra nagysagrendileg megegyezik a F-ra ezen a miiszeren kozolt 5

mg/L —es kimutatasi hatarértékkel [199].

4. tablazat: Hig salétromsavas matrixban meghatarozott kimutatdsi és meghatarozasi
hatarértékek (LOD=limit of detection, LOQ= limit of quantification).

Elem Na |Mg P S K Ca Ti
LOD (ng) 9,8 6,5 3,1 1,9 0,63 0,52 0,36
LOD (mg/L) 5 pl-ben 2,0 |13 0,61 0,38 0,13 0,10 0,072
LOQ (mg/L) 5 pl-ben 6,5 |43 2,0 1,3 0,42 0,35 0,24

5.1.3. A SERONORM referenciaanyaggal végzett Kisérletek és eredményeik
A 5. tabldzat foglalja 6ssze a SERONORM szérum referenciaanyagban talalhato,

altalunk vizsgalt elemek hiteles értékeit és az elfogadhatd koncentracio-tartomanyt.

5. tablazat: a SERONORM szérum referenciaanyagban talalhato, altalunk vizsgalt
elemek hitelesitett és elfogadhatd koncentracioi pg/g —ban kifejezve.

Elem Na Mg P S K Ca
Hitelesitett koncentracié | 3062-3450 | 18-22 | 81-89 | 970-1214 | 142-168 | 98-112
Elfogadhaté tartomany | 2868-3644 | 16-24 | 77-93 | 848-1336 | 129-181 | 91-119

A szérumminta kozvetlen (feltaras nélkiili) analizisének eredményei ravilagitottak,
hogy legnagyobb mértékben, az altalunk vizsgalt legkisebb rendszami Na és a Mg
meghatarozasat neheziti az 6nabszorpcio jelensége. A Mg, a kisebb koncentracioja
miatt is egyaltalan nem volt detektalhatdo, a Na visszanyerése pedig 12% volt (6.
tablazat). Ez magyarazhatd azzal, hogy a jelentds szdrazanyagtartalommal rendelkezd
szérummintabdl a szaritast kdvetden egy szemmel lathatdan vastag mintaréteg alakult ki
a kvarclapokon, amely felelds az 6nabszorpcioért. Viszont a visszanyerési adatokbol
lathato az is, hogy a rendszam novekedésével az Onabszorpcid mar egyre kevésbé

jelentds: a P, S, K, Ca esetében a visszanyerés 61-87 % volt (6. tabldazat). A feltaras

nélkiil analizalt szérumminta ,,JowZ TXRF” spektrumat mutatja a 8. dbra.

70




DOI:10.14753/SE.2012.1703

6. tablizat: A SERONORM minta kézvetlen analizisének eredményei. A standard
deviaci6 értékeket harom fliggetlen mérés adatai alapjan szamitottuk ki.

Elem Na Mg P S K Ca
Meért 400 % | Nem 670 =+
58+ 10 135+22 [ 91+8
koncentracio | 460 detektalhato 180
(ng/g)
Visszanyerés 12 i 68 61 87 87
(%)
6000 1
5000 1 CrKa
= S Isu
z (\
‘E 4000 "‘
33000 1 ‘ “
% " ‘ - 'f“ Ti Kat
Ezooo | | @ "“ kka | R
1000 “‘ gy | | |
Na Kot sika P K& | \J | [\ | \cak8 | TiKB
0 1 2 3 4 5 6
Energia (keV)

8. abra: A feltaras nélkiil analizalt szérumminta ,,JowZ TXRF” spektruma.

A szérum vizsgalatat értékelve elmondhatd, hogy a kozvetlen, feltaras nélkiili
meghatarozas csak a Z>15 (P-tol kezdve) elemek esetében ajanlhatd, megbizhato
eredményeket pedig csak a Z>19 ( K-tol) nyerhetiink vele. A Z<15 rendszamu elemek
kvantitativ meghatarozasahoz a kozvetlen, feltaras nélkiili médszer nem ajanlott ilyen
tipusu biologiai mintdk esetében. Mivel az emberi szérum matrixa nagyjabol allando
Osszetétell,, igy a S és P meghatdrozasa megoldhat6 a jellemzd matrixra készitett
kalibraciés faktorok hasznélataval. A nagy szarazanyag tartalmi mintdk esetében a
kiinduldsi minta higitasa javasolhato.

A ,klasszikus” feltarasi modszer alkalmazasanal a Szerves matrix sikeres
eltavolitasanak koszonhetden a Mg detektalhatova valt, de a jelintenzitds még mindig
nagyon alacsony volt, hasonléan a foszforhoz. Mindkét elem (Mg, P) esetében a
visszanyerések kiviil estek az elfogadhat6 tartomanyon (7. tablazat). (A Mg nagyon Kis

mennyiségben van jelen a mintdban, a tapasztalt 305%-o0s visszanyerés esetében a
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szennyezés sem kizarhato.) Ugyanakkor az RSD értékek (relativ standard devidcio,
RSD%) 50% koriil valtoztak, ami egyértelmiien a nagy mintahigitas (250x) rovasara
irhat6. A szerves matrix eltdvolitdsa és a minta higitasa viszont nagymértékben
eldsegitette a Na meghatarozasadt 96%-0s visszanyerést eredményezve (a feltaratlan
szérumminta esetében ez az értek 12% volt). A S, K, Ca esetében 82-97%-0s
visszanyerési értékeket sikeriilt elérni ezzel a modszerrel. A ,klasszikus” feltarasi
modszerrel kapcsolatban tehat megallapithatd, hogy alkalmas az ilyen tipusi mintak
(nagy szerves és szervetlen anyagtartalom) elokészitésére kisrendszamu elemek TXRF
analiziséhez, de a kimutatasi hatarok nonek a nagyfoku higitas kovetkeztében.

A “klasszikus” modszerrel feltart szérumminta ,,JowZ TXRF” spektrumat mutatja a 9.

abra.

7. tablazat: A “klasszikus” modszerrel, normal térfogatu feltaroedényzetben,
mikrohulldmu késziilékben feltart SERONORM mintdkban mért elemkoncentraciok. A
standard deviaci6 értékeket harom fliggetlen mérés adatai alapjan szamitottuk ki.

Elem Na Mg P S K Ca
Meért koncentracio | 3120 + 61 +£[29 +£[{900 +£|134 +]102 =+
(ng/g) 370 28 16 100 14 14
Visszanyerés (%) 96 305 35 82 86 97
i S Ka
Si Ka A
500 1 ‘\"‘ f
z I Jl
3 400 1 ‘ [
% \‘ \ | K Kot T K‘a
2300 1 i y \. h Ca Kku |
£ Na Ka | ‘ [ ] f |
3 200 - \ f M
= ,h“ [ L. ; ‘\ w ‘1 ‘, Cr}Kc}
100 1 A [ " \PKT “ (| “\ — TiKB |
r[\'-”"# \ W L™ \‘“.l"w“ W\ \ a-J.‘B P
o : 'Hw-f‘vu:‘.,_h-' /' \ | —
0 1 2 3 4 5 6

Energia (keV)

9. dbra: A “klasszikus” modszerrel feltart szérumminta ,,lowZ TXRF” spektruma.
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A kistérfogata feltarastol azt vartuk, hogy megoldja azt a problémat, mely a
“klasszikus” moddszer esetében 1épett fel: nagy kimutatdsi hatarok a nagyfoku higitas
kovetkeztében. A kistérfogatu feltarast kovetd analizis eredményei lathatdéak a 8.
tablazatban. A Na, Mg, P, S esetében mért visszanyerések tovabbra is elfogadhatatlanok
voltak, mig a K és Ca esetében ezek az értékek az elfogadhatd tartomanyba estek. A
higitasi fok ennél a modszernél 5x volt, ami jelentds Onabszorpcids hatast
eredményezett a kisrendszamu elemek esetében. A K és Ca kivételével a tobbi elem
esetében elég szerény eredményeket kaptunk, ami a jelentds Onabszorpcion kiviil a
minta magas Szervetlen anyagtartalmaval is magyarazhatd. Ez a mintaelOkészitési
modszer sem ajanlott magas szerves és szervetlen anyagtartalommal rendelkez6 mintak

esetében.

8. tablizat: A SERONORM mintdk kistérfogatti feltarasat kovetd analizisének
eredményei. A becsiilt tapasztalati szoras (standard devidcid, SD) értékeket harom
fiiggetlen mérésbdl szamitottuk ki.

Elem Na Mg P S K Ca
Mért koncentracio | 1190 £[30 +=|51 =+ 740 £ |156 =+ |110 =+
(ng/g) 250 7 11 180 40 25
Visszanyerés (%) 37 150 60 68 101 105

A kvarclapra cseppentett minta kozvetlen gézfazisu feltarasa jarna a minta legkisebb
higitasaval, illetve itt lenne a legkisebb a szennyezd6dés veszélye is, de az ily mdédon
feltart mintak esetében az analitikai eredmények elfogadhatatlanok (9. tdbldazat). Az
igen szerény visszanyerési adatok egyrészt a minta lemosddasdval (kondenzalt
savg6zok), masrészt a megmarado szervetlen anyagtartalommal magyarazhatdak. A két
kiilonboz6 feltarasi hdmérsékletet Gsszehasonlitva a hdmérséklet ndvekedésével egyiitt
nd a mintaveszteség; magasabb homérsékleten jelentdésebb a savkondenzalas és az ezt
kovetd mintalemosodas. Mindemellett a relativ standard devidci6 (RSD%) az
alacsonyabb hémérsékleten feltart mintaknal nagyobb, ami arra utal, hogy ezen a
hémérsékleten nem sikeriilt a szerves matrixot sem teljes egészében eltavolitani. Ezt a
mintaelOkészitési modszert egyaltalan nem ajanljuk a tovabbiakban alkalmazasra

semmilyen mintatipus esetében. (Az irodalomban [87] a lapon feltaras modszerének
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sikeres alkalmazasat emlitik, ami azért lehetséges, mert alacsonyabb nyomast és

hémérsékletet alkalmaztak, mely paraméterek mellett a minta lemosddasa nem lépett

fel, illetve nem kisrendszamt elemek mérésérdl volt szo.) A kvarclapra cseppentett

SERONORM minta kozvetlen gbzfazist feltarasat (160 °C és 200 °C) kovetden felvett

»lowZ TXRF” spektrumokat mutatja a 10. dbra és a 11. dbra.

9. tablazat: A kvarclapra cseppentett SERONORM minta kdzvetlen gézfazisu feltarasat
kovetd analizis eredményei. A feltirasokat két hémérsékleten végeztiik el: (160 °C és
200 °C). A standard devidcio értékeket harom fiiggetlen mérés adatai alapjan

[

\

szamitottuk ki.
Feltarasi
El N M P K Ca
&m hémérséklet a g S
kMo:ctentrécié 950 £ |03 +|77+|640 +| 190 + |95 +
790 0,2 40 520 150 75
(ng/g) 160°C
Visszanyerés (%) 29 1 90 58 123 90
kMert i 570 + |03 + |64 +|620 +| 142 = |80 +
oncentracio
100 0,1 12 130 19 16
(ng/g) 200°C
Visszanyerés (%) 18 2 75 57 92 77
6000 A
5000 A
E SKa
‘E 4000 A
=
£ 3000 { )
3 TiKa
£ f
52000 KKa caka |" "l
£ Cr Ka
Na Ka /\ ‘/ \ A
1000 A L cakp [\ kg \
J

AN

"\

)\

0
0

P Ka
Si Ka
1 2

3
Energia (keV)

4

5

10. abra: A kvarclapra cseppentett SERONORM minta kdzvetlen gézfazisu feltarasat

kovetden felvett ., lowZ TXRF” spektruma. A folyadékfazis hémérséklete 160 °C.
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11. abra: A kvarclapra cseppentett SERONORM minta kdzvetlen gézfazisa feltarasat
kovetden felvett , lowZ TXRF” spektruma. A folyadékfazis hémérséklete 200 °C.

5.1.4. MURST-I1SS-A2 antarktiszi rak referenciaanyag

A 10. tablazatban lathatbak a MURST-ISS-A2 referenciaanyag hitelesitett és az
altalunk mért koncentracioi (feltaras: 1. ,Klasszikus” moddszer). Az analitikai
tanusitvanyban a P-ra és S-re nincsen referenciaérték, a Mg esetében pedig csak egy
elég széles informativ/tajékoztatd koncentracio-intervallumot talalunk. A Mg-ra
vonatkozo, altalunk mért koncentracidérték az informativ tartomany kdzepén talalhato.
A masik hiarom elem esetében a visszanyerés értekek 70 és 119% kortl alakultak.
Hérom fliggetlen mérés alapjan szadmitott reprodukalhatosag 2 és 13% kozott alakult,
mely értékek elfogadhatoak.

A MURST-ISS-A2 antarktiszi rdk referenciaanyag ,klasszikus” feltarast kovetd
,,lowZ TXRF” spektrumat a 12. dbra mutatja be.
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10. tablazat. MURST-ISS-A2 antarktiszi rak referenciaanyagban hitelesitett
elemtartalmak és az altalunk a ,klasszikus” feltaras utan mért koncentraciok és
visszanyerések. A becsiilt tapasztalati szoras (standard deviacid, SD) értékeket harom
fliggetlen mérésbol szamitottuk ki.

*informativ tartomany

Elem Na Mg P S K Ca
E'te'es'tteft,, 29400 | 000 |Nincs | Nincs | 14800 | 14500
oncentracio +200 adat |adat | =300 |+400
(ng/g)
Meért
. ‘: . 34900 | Lo 13100 | 10400 |10300 | 14400
oncentraco + 3400 +200 |+400 |+1100 |+ 1800
(ng/g)
Informativ
Visszanyerés (%) | 119 tartomanyon - - 70 99
beliil
1400 "~ tika
1200 1
E 1000
‘g CaKa
£ 800 |
E 600
g KKa
£ 400 bke SKa \ e
200 Sinm T“\\ .’I“* | ‘: Cakp CT'KG
NaKamgka [\ | | [ | /I .
0 1 2 3 4 5 6
Energia (keV)

12. abra: A MURST-ISS-A2 antarktiszi rak referenciaanyag ,,lowZ TXRF” spektruma

,.klasszikus” feltarast kovetoen.

5.1.5. NIST 1577a marhamaj referenciaanyag
A 11. tablazatban lathatoak a NIST 1577a marhamaj referenciaanyagban hitelesitett
elemtartalmak és az altalunk mért koncentraciok (feltaras: 1. ,,Klasszikus” moédszer). A

Mg a minta nagyfoku higitdsa miatt nem volt mérhetd. A Ca esetében pedig a mintara
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vonatkoztatott meghatarozasi hatar (200 pg/g) alatt volt a Ca értéke a mintaban. A tobbi

elem esetében a visszanyerések 98-110% kozott alakultak, a relativ standard deviacid

pedig kisebb volt, mint 9%. Altalanossagban a NIST 1577a referenciaanyag esetében

elmondhat6, hogy a ,klasszikus” feltarast kovetd analitikai meghatarozas eredményei

kielégitoek, az egyetlen korlatja a modszernek — hasonloan a SERONORM minta

esetében tapasztaltakhoz — a minta nagyfoku higitasa.

A 13. dbra a ,klasszikus” modszerrel feltdrt NIST 1577a referenciaanyag ,,lowZ”

spektrumat szemlélteti.

11. tabldazat: A NIST 1577a marhamdj referenciaanyag hitelesitett és az altalunk a
»klasszikus” feltaras utdn mért koncentracidi és a visszanyerések. A becsiilt tapasztalati
szoras (standard deviacid, SD) értékeket harom fiiggetlen mérésbdl szamitottuk ki.

Elem Na Mg P S K Ca
Hitelesitett 2430 + 600 < 15 11100 +| 7800 £ | 9960 + | 120 +
koncentracioé (pg/g) | 100 400 100 70 7
Mért koncentracio | 2410 + | Nem 12100 = | 7680 = | 9700 + <200
(ng/g) 90 detektalhato 300 360 800
Visszanyerés (%) 98 - 110 98 97 -
1000 1 Tl
900 ’
800
E 700 -
i g e
£ 500 1
Ig 400 1 (l ﬂ
£ 300 | PKE ska |'I \
Si Ko CrKa

200 1

100 A

Na Ko

|I
| \AWJ v'/ ,U\\ |
3 4 5 6

Energia (keV)

13. abra: A NIST 1577a marhamdj referenciaanyag ,klasszikus™ feltarast kovetéen

felvett ,,lowZ TXRF” spektruma.
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IAEA-331 spenét referenciaanyag

A 12. tablazat tinteti fel az IAEA-331 spenét referenciaanyag hitelesitett és az

altalunk mért koncentracioértékeit (feltaras: 1. ,,Klasszikus” modszer). A visszanyerési

adatok a vizsgalt elemekre 75 és 123% kozott alakultak. A relativ standard deviacio 4 és

19% kozott valtozott. A nagyfokt higitas ellenére mind a hat elem detektalhato volt, de

a visszanyerés a Mg és Ca esetében még javitando.

A 14. abra a ,klasszikus” modszerrel feltart IAEA-331 spenét referenciaanyag ,,lowZ

TXRF” spektrumat mutatja be.

12. tablazat: Az 1AEA-331 spenodt referenciaanyag hitelesitett és az altalunk a
»Kklasszikus” feltaras utdn mért koncentracidi és a visszanyerések. A becsiilt tapasztalati
szoras (standard deviacid, SD) értékeket harom fiiggetlen mérésbdl szamitottuk ki.

* informativ érték

Elem Na Mg P S K Ca
i i + + + +
H1teles1teft - 18200 8900* 5180 4600 29000 15300
koncentracié (pg/g) | 400 110 500 400
Mért koncentracio | 21100 + | 6700 +| 5520 £|4790 =+ |35800 + | 13300 +
(ng/g) 4000 600 230 300 4600 1900
Visszanyerés (%) 116 75 107 104 123 87
1600 1
Ti Ka
1400 !

—~ 1200 1

3

' K Ka

4 1000 .

H I

2 800 7

© ’ ‘ CaKa

F 600 iy 3

E 400 1

Si Kat | | TiKB
200 A NaKa MgKa PKa SKa “v \‘ CaKp M CrKa
0 et orrtneotred NS \\ e W ‘:’
0 1 2 3 4 5 6

Energia (keV)

14. dbra: A 1AEA-331 spendt referenciaanyag ,lowZ TXRF” spektruma ,.klasszikus”

feltarast kovetden.
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5.1.7. Rakos sejtek S tartalmanak meghatarozasa ,lowZ TXRF”
spektrométerrel
5.1.7.1. Sejtszam és a fehérjetartalom kozotti osszefiiggés

A HT-29 sejtmintak esetében végeztiink tobb ,lowZ TXRF” elemzést is. Ezekhez a
meghatarozasokhoz a 4.3.3 fejezetben leirtak szerint készitett mintakat hasznaltuk fel, Ti
belsd standarddal val6 megceseppentés utan.

Mivel a sejtek mosasahoz hasznalt PBS mosodoldat tartalmaz: Na, P, K, CI
kisrendszamu elemeket, igy gyakorlatilag csak a Ca ¢és S kiértékelésének volt értelme. A
Ca tartalom a sejtekben nagyon nagy valtozékonysagot mutatott (40-390 ng/10° sejt),
mig a S esetében Osszefiiggést talaltunk a sejtszam és a sejtek S tartalma kozott (15.
abra). A mért S tartalmak jo egyezést mutattak az ATOMIKA 8030C miiszerrel
mértekkel. A kiszdmitott S-sejtszam Osszefliggést a késObbiekben a sejtszam

visszaellenOrzésére is felhasznaltuk.

14000

12000 /ﬁ/
10000
A 2 817,744x

8000

g R?=0,828
v 6000 -
;.}EP/?
4000 - of
2000 A )
0 = T T T 1
0 1 2 3 4 5

Sejtszam (x10%)

15. dbra: HT-29 sejtek S tartalma és a sejtszdm kozotti Osszefliggés. (n=185,
meghatarozas: ATI WOBISTRAX ,,lowZ TXRF” spektrométerrel).

A szérum referenciaanyag esetében elmondhato, hogy a K és Ca kozvetlen analizissel
is (feltards nélkiil) meghatarozhato. A kisebb rendszamu elemeknél az Onabszorpcid
megakadalyozza a pontos kvantitativ analizist, ezért a P és S meghatarozasanal a
matrixnak megfeleld kalibracids faktorok hasznalata javasolhato.

A “klasszikus” feltdras nagyon hatékony modszer a jelentds szarazanyag tartalommal
bir6 bioldgiai mintak esetében akkor, ha a higitas utdn kapott oldatban a

meghatarozandd komponensek koncentracidja meghaladja a meghatarozéasi hatart. A
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novényi referenciaanyag, illetve az antarktiszi rdkminta eredményei jelentOsen
elmaradnak a humén ¢és 4llati referenciaanyagok visszanyerés-értékeitdl, ennek
valdszinii oka a két elébb emlitett minta nagy szervetlenanyag-tartalma.

A kistérfogatt feltaras esetében a minta szerves anyagtartalma nem tavolithatd el
kielégitéen, a szervetlen matrix higitasa tul kisfokd, igy nagyobb lesz a hattér és a
fluoreszcens sugéarzas dnabszorpciodja is, ami rontja az analitikai teljesitményt.

A gbzfazisu feltardas esetében a szervetlen komponensek higitatlan jelenléte és a
minta részleges lemosddasa a kvarclaprol (a kondenzalt savcseppek miatt) egyaltalan
nem teszi lehetéve a kvantitativ meghatarozast.

A fentiek figyelembevétele alapjan kijelenthetd, hogy biologiai mintdkban 1évo
kisrendszdmu elemek meghatarozasahoz elsddlegesen a klasszikus feltardsi modszer

ajanlhato.

5.2. Fe, Cu, Zn meghatarozasa TXRF és GF-AAS modszerrel HT-

29 sejtekben

5.2.1. Modszerfejlesztés Fe, Cu, Zn meghatarozasara TXRF technika esetében

Gonzalez és munkatarsai [200, 201, 202, 203] a 90-es évek végén tobb munkajukban
is bemutattdk, hogy a TXRF modszer alkalmas (humén) sejtek intracelluléris
elemkoncentracidoinak meghatirozdsara. A mintaelokészités soran savas feltarast
alkalmaztak 48 éran at szobahdmérsékleten. Méréseik soran ugy talaltak, hogy legalabb
1-2 x 10° sejt sziikséges ahhoz, hogy megbizhat6 analitikai eredmények sziilessenek a
teljes sejtanaliziskor; mig a citoszol/pellet frakciokban vald elemeloszlés vizsgalatdhoz
4-6 x 10° sejtbél indultak ki. Munkéank soran igy 1 x 10° sejtbél indultunk ki, mely
sejtszdm minimalisan sziikséges ahhoz, hogy megbizhatd analitikai eredményeket
kapjunk. A modszerfejlesztés soran nem a kiindulasi sejtmennyiség csokkentése, hanem
a keresztszennyezddés és a vak értékek csokkentése volt a célunk. Ennek elérésére
Suprapur reagenseket és ionmentes vizet hasznaltunk a feltaras és a belsd standardoldat
készitése soran, valamint torekedtink a minta és a levegd kozotti kontaktus
minimalizaldsara. A  kordbbiakban emlitett koOvetelmények teljesitésére a
mintaeldkészités minden lépése ugyanabban az Eppendorf csében tortént: sejtek

centrifugalasa, PBS-sel valdo mosasa, mikrofeltdrasa (tdmény salétromsav és hidrogén-
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peroxid elegyével, ami mar tartalmazta a TXRF mérésekhez sziikséges belso standardot
IS).

A sejtek felszedéséhez legelterjedtebben tripszin-EDTA-t hasznalnak a biologusok.
Mivel az EDTA komplexet tud képezni a vassal, a rézzel ¢és a cinkkel is, igy
elokisérleteinkben vizsgaltuk a tripszin-EDTA hatasat a sejtek Fe, Cu, Zn tartalmara. A
kisérleteket elvégeztiik tripszinnel is. A sejtek Fe, Cu, Zn tartalmdban nem volt
kiilonbség a sejtfelszedési modtol fliggben, igy végiil a tripszin-EDTA mellett
dontottiink, mellyel gyorsabban, konnyebben és minimalis sejtveszteséggel lehetett a
sejtek letapadasat megsziintetni.

A tripszin hatdsanak leallitasat kétféleképpen is elvégeztiik: 1. FCS-es tapoldattal, 2.
PBS-sel vald higitassal, tovabba igyekeztiink meghatirozni a sejtek mosasanak
optimalis szamat is. Ezen kisérleteknél az volt a kérdés, hogy okoz-e eltérést a kétféle
tripszin mukodését leallito modszer, illetve a mosdsok szama a sejtek Fe, Cu, Zn
tartalmaban? Ezen kisérletek eredményeit a 16. dbra mutatja. Az abran a vizszintes
tengely szdmai kiilonbozd protokollokat jeldlnek: 1.: tripszinezés FCS-es tapoldattal
leallitva, mosas: nincs; 2.: tripszinezés FCS-es tapoldattal leallitva, mosas 2ml PBS-sel;
3. tripszinezés PBS-sel leallitva, mosas 2 ml PBS-sel; 4. tripszinezés PBS-sel leallitva,
mosas 2x2 ml PBS-sel. Munkank tovabbi részében a 4. moddszert alkalmaztuk. (A

mosasi id6 minden modszernél 15 perc volt.)

81



DOI:10.14753/SE.2012.1703

8000 8000
7000 7 7000 *
= 6000 = 6000
& 5000 - 2’ 5000
) k) P
= 4000 1 < 4000 <
E 3000 - E 3000 +
¥
2000 - s 2000 Py
1000 - 1000
0 T | 0 T T T T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Mosasi tipusok Mosasi tipusok
90 74
80 i : 6
o i — _
= 2 5
g 60 1 - i 9
g 50 1 § § B 4
< <
40 T 4
E; 23
30
& ER
20
10 A 1
0 . . . . 0 T .
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Mosasi tipusok Mosasi tipusok
70
60 §
= 50 ®
2 ¢ 3 b4
2 40
-
W 30
£
S 20
10
0
0 1 2 3 4 5

Mosasi tipusok

16. dbra: Kiilonbozo tripszinhatast felfiiggesztd és mosasi modszerek hatdsa a HT-29
sejtek elemtartalméra. (a vizszintes tengelyen a szamok jelentései: 1.: tripszinezés FCS-
es tapoldattal leallitva, mosas: nincs; 2.: tripszinezés FCS-es tapoldattal leallitva, mosas
2ml PBS-sel; 3. tripszinezés PBS-sel leallitva, mosas 2 ml PBS-sel; 4. tripszinezés PBS-
sel leallitva, mosas 2x2 ml PBS-sel. A mosasi id6 minden esetben 15 perc volt.
Munkank tovabbi részében a 4. mddszert alkalmaztuk.)

A mintael6készités hatékonysaganak ellendrzésére SEM felvételeket készitettlink a
feltaratlan (17. dabra) és a kidolgozott modszerrel feltart és kvarclapra felcseppentett
mintakrol (18. dbra). A SEM felvételek alapjan megallapithato, hogy a 24 oras
szobahOmérsékleten végzett feltards elegendd volt a sejtstruktura szétroncsolasahoz. A
18. dbra jol mutatja, hogy mar nem kivehetdek a sejtek kiilon-kiilon, de latszik az is,
hogy maradtak feltaratlan szerves anyagok (sotét foltok) és szervetlen sok (fehér

kristalyok) is a mintdban.
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1 20.0 kV :SE
Satellite @Tescan DATE: 10/04/10 1mm

17. abra: Feltaratlan HT-29 sejtek SEM felvétele. (AMRAY 1830, Amray Inc., Bedford,
MA vakuum: 10 mbar, 20 kV gyorsitofesziiltség, 0,1 nA dramerdsség).

HV: 20.0 kV DET: SE Ll
Satellite ®Tescan DATE: 10/04/10 1mm

18. dbra: A kidolgozott mddszerrel feltart HT-29 sejtek SEM felvétele. (AMRAY 1830,
Amray Inc., Bedford, MA vakuum: 10* mbar, 20 kV gyorsitofesziiltség, 0,1 nA
aramerdsség).

A TXRF méréseknél fontos a kvarclapon szaritast kovetden kialakult mintaréteg
vastagsaga, ami szerves matrix esetében sem lehet tobb mint 5 um, amennyiben a
kvantifikalasra bels6 standardizaciot alkalmazunk [204]. Ennek ellenérzésére AFM
mikroszkdpiaval mértik meg a feltaratlan és a bemutatott modszerrel feltart mintak
kvarclapon kialakult rétegvastagsagat (13. tdbldzat). A tablazat jol mutatja, hogy a
feltaratlan minta rétegvastagsaga éppen csak alatta van az 5 um-es hatarnak, mig a

feltart minta esetében a rétegvastagsag a tizedére csokken. A 3D AFM felvételeken jol
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latszik a kiilonbség a feltart és feltaratlan minta kozott: 19. dbra a) részén jol kivehetdek
a kiilonallo sejtek, mig a b) esetben a feltart mintaban sejteket mar nem lehet felfedezni,

de azért lathatoak feliileti egyenetlenségek, mivel nem teljes feltarasrol van szo.

13. tablazat: Az AFM mikroszkdpidval meghatarozott rétegvastagsagok a kiilonb6zo
mintael6készitéseknél.

Mintael6készités tipusa Rétegvastagsag (nm)
Ranovesztett 1849 + 430
Cseppentett 4629 + 145
Feltart (sajat modszer) 468 + 288

a) b)

19. dbra: AFM mikroszkopias 3D felvételek a kvarclapon kialakult rétegekrél. Az a)
abran a kvarclapra randvesztett sejtek, a b) abran az altalunk kidolgozott modszerrel
feltart minta AFM felvétele lathato.

A kidolgozott modszer feltarasi hatékonysaga elegendd volt a sejtek Fe, Cu, Zn
tartalmanak megbizhaté meghatarozasara. Ezt harom kiilonbozd kisérlettel igazoltuk:
homogenitas-, linearitas- és visszanyerésvizsgalatokkal. A /4. tabldzatban a kvarclapok
négyszeri elforgatasaval nyert relativ standard deviaciok (RSD%) lathatdak, ezzel

igazolast nyert a réteg homogenitésa.
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14. tablazat: A TXRF meghatarozasok ismételhetdsége. A tablazatban a kvarclapok
négyszeri elforgatasaval (4 x 90°) nyert relativ standard deviaciok (RSD%) lathatoak 10
minta esetében (n = 10).

Minta szima RSD (%) Cu RSD (%) Fe RSD (%) Zn
1 5,6 1,5 1,0
2 5,1 3,9 1,3
3 4,1 2,4 1,6
4 6,9 4,8 1,4
5 2,4 2,2 0,9
6 3,3 2,0 1,0
7 3,2 2,9 1,3
8 2,4 2,2 0,8
9 5,4 3,7 1,5
10 4,2 3,1 1,8
Atlag 4,3 2,9 1,3

A moddszer alkalmazhatosaganak ellenérzésére linearitas-vizsgalatot is végeztiink.
0,2-10 x 10° HT-29 sejtet tartunk fel a bemutatott modszerrel. Meghataroztuk a mintdk
Fe, Cu, Zn ¢és S tartalmat. Mind a 4 elemnél megfeleldonek taldltuk az illesztési
paramétereket (20. dbra). Ezen adatok alapjan kijelenthetd, hogy a modszer alkalmas
0,2-10 x 10° sejt elokészitésére €és a sejtek Fe, Cu, Zn és S tartalma TXRF modszerrel

meghatarozhat6 ebben a sejtszam-tartomanyban.

25000 I 180 [
R? =LJ 9741 160 o
20000 \’ 140 R 0,944:3 '/
N _ 120
B 15000 % 100
“ 10000 2 80 3
60 3
5000 40
20 3
e
0 T 0 Tl
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
sejtszam (x109) sejtszam (x106)
30 T 400 ]
350 R%=0,9867
25 b
R?= 0,957 300
.20
= ? 250 9
£ 55 - = 200
=1 L
(8] N
10 - 3 150 >~
100
’ _’y' '/ 50 “’e/ g
0 0
0 2 4 6 8 10 12 0 2 a 6 8 10 12
sejtszam (x10°) sejtszam (x10°)

20. dbra: Linearitas-vizsgalat. Kiilonboz6é szamu HT-29 sejtet tartunk fel a bemutatott
modszerrel és meghataroztuk a mintak, Fe, Cu, Zn és S tartalmat. (n=6)
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A 10% FCS-t tartalmaz6 tdpoldatban tenyésztett HT-29 sejtekben mért atlagos Cu, Fe
¢és Zn tartalom a kovetkezé volt: : 4,55 + 0,27; 10,57 £ 0,97; 41,33 + 3,07 ng/ 10° sejt.
A visszanyerést is vizsgaltuk mindharom elem esetében: 5 1épésben addicionaltuk a
mintakat Fe, Cu, Zn standardoldatokkal, az elsé 1épcsét tigy valasztva meg, hogy a
minta elemtartalméat megdupldzza. Tehat a Fe és a Zn esetében 2, 5, 10, 50 és 100 ng
vassal ¢és cinkkel végeztik el az addicionalast, mig a Cu esetében tized ekkora
mennyiségekkel. A mért visszanyerés értékek 87 és 105% kozott alakultak. A legjobb
eredményeket a Zn esetében mértiik, de ez varhat6 is volt, mivel ez az elem nagyobb
mennyiségben fordul ¢l a mintakban, mint a Cu és a Fe. Azon mintaknal, melyek
nagyobb kiindulasi vastartalommal rendelkeztek kivald visszanyerés-értékeket sikeriilt
produkalni: 95-105% (21. dbra). Tehat azon sejtmintaknal, melyek a kezelések soran
tobb vasat vettek fel, a TXRF ideédlis modszernek bizonyult a vas pontos kvantitativ
meghatdrozasara, mig a GF-AAS moddszer estében ezen mintdkndl erdteljes higitast

kellett alkalmazni.

f [ Jzn
5. szint Icu
Bl e

17—
0 10 70 80 90 100 110

addicié

visszanyerés (%)

21. abra: HT-29 sejtek vizsgalatanal TXRF moddszerrel mért visszanyerés értékek ot
kiilonbozé mértékii addicionalast kdvetden. (A mintdk spikoldsara 5 szinten kertilt sor:
az 1. szint: 2 ng, a 2. szint: 5 ng, a 3. szint: 10 ng, a 4. szint: 50 ng, az 5. szint: 100 ng
Fe és Zn hozzédadasat jelentette. A rézbdl minden szinten tized annyi keriilt a mintara,
mint a Fe és Zn esetében. n=3)
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5.2.2. Modszerfejlesztés Fe, Cu, Zn meghatiarozasara GF-AAS technika
esetében

Mivel a sejtmintdk analizisére kidolgozott TXRF modszer pontossaganak
megitélés¢hez nem allt rendelkezésre referenciaanyag, a feltart mintak analizisét egy
masik, eltérd fizikai elven alapuld analitikai technikaval, GF-AAS modszerrel is
elvégeztiik, mely kivalé kimutatasi hatarokkal rendelkezik és kicsi a mintaigénye is. Az
altalunk hasznalt GF-AAS késziilék tovabb lehetové tette a Cu és a Fe szimultan
meghatarozasat, ami tovabb csokkentette a méréstechnika mintaigényét. A Zn masik két
elemmel torténé egyidejii meghatarozasara nem keriilhetett sor a GF-AAS
méréstechnikanak a Zn rezonans vonalan torténé mérésénél ismert nagy érzékenysége
miatt. Ez ugyanis jelentés vakérték detektalasat eredményezte, még a legalaposabb
mintael6készités esetén is. Alapvetden hasonlo helyzet all fenn a Fe meghatdrozasanal,
de ennél az elemnél lehetéség van kevésbé érzékeny masik elemzé vonal (305,9 nm)
hasznalatara. A GF-AAS modszerrel meghatarozhatd Fe koncentracidtartomany: 0,1-1
ug/ml volt, a Cu esetében pedig ennek a tizede. Szerencsére a sejtmintakban a réz
mennyisége mindig alacsonyabb, mint a vasé, és mindkét elem mennyisége szigort
szabalyozas alatt all.

A GF-AAS modszer kidolgozasa soran a grafitkemencés hOmérsékleti program
(eléhevités/pirolizis/bontas/atomizacido hémérsékleti 1épések) felépitése kritikus 1épés.
Figyelembe kellett venni a részlegesen feltart minta szervetlen sotartalmat, valamint a
benne még fellelhetd szerves anyagmaradvanyokat; valamint kompromisszumot kellett
talalni a Fe és Cu szimultan meghatarozasahoz is, mivel e két elem eltérd illékonysaggal
¢és atomizacios tulajdonsagokkal rendelkezik. Ezenkiviil a kémiai médositod befolyasolja
a mért elemek parolgési €s atomizacios tulajdonsagait is. A modszer optimaldsa soran
azt talaltuk, hogy megbizhaté analitikai eredményekhez az 1400 °C-0s
eléhevitési/pirolizis és a 2300 °C-os atomizacids homérséklet vezetett, valamint kémiai

modositot is hasznaltunk: 5 pg Pd-ot, PA(NO3), formajaban (22. abra).
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22. abra: Az optimalizalt szimultin GF-AAS moddszer elShevités és atomizacids
gorbéje. (kémiai modositoként 5 pug Pd-ot hasznaltunk, PA(NO3), formajaban).

A grafitkemencés meghatarozashoz hasznalt hémérsékleti programban (15. tabldzat)
a masodik szaritasi 1épcsO szokatlanul hosszu ideig tart. Erre a minta nagy salétromsav
tartalma miatt volt szlikség. A minta maradék szervesanyag tartalméanak eltavolitdsara
20 s-0s el6kezelési 1épcsot alkalmaztunk 400 °C-on. Az egyes 1épésekhez tartozod
felfiitési idoket ugy hataroztuk meg, hogy elkeriiljik a minta szétfroccsenését a

crer

oldatoknak a mintahoz valo hozzaadasaval hataroztuk meg.

15. tabldzat. Fe és Cu szimultin  grafitkemencés meghatarozasanal hasznalt
homérsékleti program (5 pg Pd —ot hasznaltunk kémiai modositoként Pd(NOs),
forméajaban).

Lépések  Hémérséklet °C  Felfiitési id6 (s) Tartasi id6 (s)

Szaritas 1. 110 1 30
Szaritas 2. 130 15 40
Hamvasztas 400 10 20
Eléhevités 1400 10 20
Atomizacio6 2300 0 5
Kiizzitas 2450 1 3
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5.2.3. A Kidolgozott TXRF és GF-AAS modszer osszehasonlitasa
A fejlesztett TXRF ¢és GF-AAS moddszer analitikai teljesitményparamétereit (analizis
ideje, kalibracio, ismételhet6ség, reprodukalhatosag, visszanyerés, kimutatasi hatar) a

16. tablazat foglalja Ossze.

16.  tablazat: A  fejlesztett TXRF ¢és  GF-AAS  moddszer analitikai
teljesitményparaméterei. (LOD = limit of detection)

Analitikai paraméter TXRF GF-AAS
Minimalis mintaigény(uL) 2 5
Analizis ideje (s) 100-500 cca. 100
Kalibracio bels6 standard (Ga) Kiils6 kalibracié
Precizitas

- ismételhetdség® <5% <2%

- reprodukalhatésag” <10% <5%
Visszanyerés (%)° 87 - 105 98 - 101
LOD (ng/ml)

Cu 10,3 0,7

Fe 14,5 9,7

Zn 9,8 -

.....

© 3 kiilonboz6 koncentracidszinten standardoldatokkal valé addicionaldssal nyert

eredmények

A 16. tablazatban foglaltakat értékelve megallapithato, hogy a GF-AAS modszer
analitikai paraméterei (precizitds, kimutatasi hatar, visszanyerés) jobbak, de a TXRF
szamos elemrdl informaciot addo multielemes technika nagy dinamikus tartomannyal;
példaul a nagy vastartalmu mintdkat csak a TXRF-fel lehetett meghatarozni. Méréseink
soran a két modszerrel elemzett mintak Cu és Fe tartalma (ahol a vas benne volt a GF-
AAS modszer kalibracios tartomanyaban) jo egyezést mutatott. A Cu és Fe adatparokat

koordinatarendszerben abrazoltuk és erre egyenest illesztve (23. dbra) a linearis
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regresszids paraméterek megfeleléek voltak (> = 0,856 a Cu esetében; r* = 0,901 a Fe
esetében). Az adatparokat kétmintas t-probaval is Osszehasonlitottuk, mely nem
mutatott ki szignifikans kiilonbséget a két modszerrel nyert adatok kozott (p = 0,883 a

Cu esetében és p = 0,977 a Fe esetében, mintaszam: n = 64).
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23. dbra: A kezelt és kezeletlen HT-29 sejtekben GF-AAS és TXRF modszerrel mért
Cu (a) és Fe (b) koncentraciok kozti korrelacié (n=64).
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524. HT-29 sejtek vasfelvételének vizsgalata a Kkidolgozott analitikai
modszerekkel.

A HT-29 sejtek vasfelvételét 2 szempontbol vizsgaltuk:

1. Szervetlen Fe(II) és Fe(II) tartalmu sok (FeSOg4, FeCls) vasfelvételének vizsgalata.
2. Komplex vas(lll) vegyiiletek vasfelvételének vizsgalata (Fe(Ill)-citrat, Fe(III)-
transzferrin).

A kezeléseket FCS-t tartalmazé ¢€s attol mentes tdpoldatokban is elvégeztiik. Az FCS
a sejttenyésztésben széleskortien alkalmazott, a tapoldatok kiegészitésére hasznalt
szérum, mely novekedési faktorokat, citokineket, szteroid- és peptidhormonokat,
enzimeket, adhézios molekuldkat tartalmaz, melyek eldsegitik a sejtek szaporodasat.

A szervetlen vassok esetében a vasfelvétel linedris mintdzatot mutatott a 10-100
umol/L  koncentracidtartomanyban FCS-mentes tapoldatban (24. dbra). A
legjelentésebb vasfelvételt a FeSOq-tal végzett 4 oras kezelést kovetden figyeltik meg,
mely arra enged kovetkeztetni, hogy a sejtek a vasat +2-es oxidécios allapotban veszik
fel.

A vas(l11)-kloriddal kezelt sejtek TXRF spektrumat a 25. dbra szemlélteti.

20009 5 Ee(i11)-klorid
O Fe(ll)-szulfat %
(o S2
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24. abra: Fe(ll)-szulfattal és Fe(Ill)-kloriddal 4 6raig FCS mentes tapoldatban kezelt
HT-29 sejtek vasfelvételi gorbéi.
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25. dbra: Az FCS mentes tapoldatban FeCls-dal (100 uM, 4 ora) kezelt HT-29 sejtek
(1,92 x 10° sejt) TXRF spektruma.

Amikor komplex vas(Ill) vegyiiletekkel kezeltiik a sejteket FCS mentes médiumban a
sejtek vasfelvétele mérsékeltebb volt (26. dbra). A vasfelvételt bemutatdé gorbe
pontjaira egy masodfokil polinomidlis fliggvényt lehetett illeszteni. A jelenség oka
valosziniileg a sejtbeli kiilonbozé vasfelvételi mechanizmusokban kereshetd. Erdekes
adat az is, hogy az FCS-t tartalmazo tapoldatban végzett vasfelvételi kisérleteknél nem
talaltunk ilyen jelenséget, hasonl6 mértékben vették fel a sejtek a FeSO4 —bol, FeClz —
bol és a Fe(III)-citratbdl szarmazo vasat.

A vas(lll)-transzferrinnel kezelt sejtek TXRF spektrumat mutatja a 27. dbra.
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26. dbra: Fe(lll)-citrattal és Fe(Ill)-transzferrinnel 4 o6raig FCS mentes tapoldatban
kezelt HT-29 sejtek vasfelvételei gorbéi.
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27. abra: Az FCS mentes tapoldatban Fe(Ill)-transzferrinnel (100 uM, 4 o6ra) kezelt
HT-29 sejtek (0,625 x 10° sejt) TXRF spektruma.

Az FCS-es tapoldatban végzett kisérletek alapjan készitett vasfelvételi egyenesek
meredekségei a kovetkezok voltak: 0,145 (FeSQO,), 0,204 (FeCls), 0,107 (Fe(lll)-citrat).
A legkevesebb vasat a Fe(l1l)-transzferrinnel kezelt sejtek vették fel FCS-es tapoldatbol

(az egyenes meredeksége: 0,04 volt).

Az FCS-es tapoldatban FeSO4-tal és Fe(Ill)-

citrattal kezelt sejtek TXRF spektrumait a 28. dbra és a 29. abra mutatja be.
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Az FCS-t tartalmazo, illetve mentes tapoldatban végzett vasfelvételi kisérletek
Osszehasonlitasakor elmondhat6é, hogy a vasforrastol flggetlenil FCS mentes

kornyezetben a sejtek 5-50-szer tobb vasat vettek fel.
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28. abra: Az FCS-es tapoldatban FeSO,-tal (100 uM, 4 o6ra) kezelt HT-29 sejtek (0,858
x 10° sejt) TXRF spektruma.
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29. abra: Az FCS-es tapoldatban Fe(Ill)-citrattal (100 uM, 4 ora) kezelt HT-29 sejtek
(0,716 x 10° sejt) TXRF spektruma.

5.2.5. HT-29 sejtek kezelése kelatorokkal

crer

vaskelatorokat. Ezen vegyiiletek hatdsmechanizmusa intenziv kutatds targya és a

legigéretesebb molekulakkal mar fazis I és II vizsgalatok folynak. A vaskelatorokkal
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folyo kisérletekben sokféle sejtbiologiai paramétert mérnek a kutatok €s a tanulmanyok
tobbségében a sejtek vastartalmanak valtozasat *°Fe izotoppal kovetik nyomon. Ezen
irodalmak tanulméanyozéasakor vetdédott fel a kérdés, hogy vajon ezen kelatorok nem
befolyasoljak-e a sejtek Cu és Zn tartalmat is?

Kisérleteinkhez kelatorként: a Dp44mT és EDTA vegyiileteket valasztottuk. A
Dp44mT az Gjonnan fejlesztett vaskelatorok egyik leghatékonyabb vegyiilete, az EDTA
pedig régota ismert fémkelator. A kelatorok hatékonysagat vizsgaltuk FeSO,-tal
elokezelt, illetve kezeletlen sejteken is 4 €s 8 oras kisérletekben.

A sejtek Fe, Cu és Zn tartalmat az el6z6 fejezetekben bemutatott mintaeldkészités
utan a Kifejlesztett TXRF és GF-AAS modszerekkel hataroztuk meg.

5.25.1. 4 6ras kezelések
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30. dbra: HT-29 sejtek Fe, Cu és Zn tartalma 4 6ras, FCS mentes médiumban végzett
kezeléseket kovetéen. (Fe= 20 uM FeSO,4, D= 50 uM Dp44mT, E= 50 uM EDTA,
@=FCS mentes médium).

Ebben a kisérletben egyszerre adtuk a HT-29 sejtek tapoldatdhoz a FeSOy-ot (20
uM), illetve a kelatorokat (50 uM), valamint elvégeztiik a kisérletet Gigy is, hogy csak a
kelatorokat adtuk a médiumhoz. A kezeléseket FCS-mentes tapoldatban végeztiik,
idotartama 4 ora volt. A sejtek kezelések utan mért Fe, Cu és Zn tartalmat a 30. dbra

mutatja be.
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A 4 oras vaskezelés hatasara a sejtek vastartalma 39,5%-kal, cinktartalma 25,4%-kal
nétt meg, réztartalma pedig 23,4%-kal csokkent a nem kezelt sejtek elemtartalméahoz
viszonyitva (). A FeSO4 és a Dp44mT (Fe+D) egyiittes adasa soran a sejtek
vastartalma felére (50,84%-Kkal), cinktartalma 18,3%-kal csokkent, réztartalma pedig
tobb mint tizszeresére nétt a csak vasszulfattal kezelt sejtek elemtartalmahoz képest
(Fe). A FeSO, és az EDTA (Fe+E) egyiittes adasakor a sejtek vastartalma 38,13%-kal
csokkent, cink- és réztartalma pedig gyakorlatilag nem valtozott a csak vasszulfattal
kezelt sejtek elemtartalmahoz képest (Fe). Amikor a médiumhoz csak Dp44mT-t
(0+D) adtunk, akkor a sejtek vastartalma 34,1%-kal, cinktartalma 27,7%-Kkal,
réztartalma 14%-kal csokkent a nem kezelt sejtek elemtartalmahoz viszonyitva (). Az
FCS mentes médiumban végzett EDTA kezelések (J+E) hatasara a sejtek Fe, Cu és
cinktartalma gyakorlatilag nem valtozott jelentdsen a nem kezelt sejtek elemtartalmahoz
viszonyitva ().

A Dp44mT tehat jelentdsen csokkenti a vassal kezelt és nem kezelt sejtek Fe
tartalmat, ¢€s a sejtek cinktartalma is csékken a Dp44mT kezelés hatdsara, de kisebb
mértékben. A Fe esetében a Fe+D kisérletekben lehetséges, hogy mar a tapoldatban
kelatizalja vasat, mig a & + D kisérletek a sejtek vastartalmanak (és cinktartalmanak)
kivondasat igazoljak.

A Dp44mT hatasa a réztartalomra attol fligg, hogy a vassal egyiitt vagy anélkiil
adjuk. Vassal kozos kezelésben oOridsi mértékben megnovekedett a sejtek réztartalma,
mig a g + D kisérletben gyakorlatilag nem valtozott az intracellularis Cu mennyisége.

Az EDTA a vas bejutasat a sejtekbe jo hatasfokkal akadalyozta meg, de az
intracellularis vas és cink kelatizdldsdban mar kevésbé volt hatékony. A sejtek
réztartalmara pedig gyakorlatilag nem volt hatassal.

A kezelések hatasara kialakult Fe, Cu és Zn tartalmak kozotti szignifikans (p<O0,05,
tablazatban + jellel jelolve) és nem szignifikdns (-) kiilonbségeket a mutatja be a 17.

tablazat Tukey post hoc teszt eredményei alapjan.
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17. tablazat: Tukey post hoc teszt alapjan szignifikans (p<0,05, tablazatban + jellel
jelolve) és nem szignifikdns (-) kiilonbségek HT-29 sejtek Fe (a), Cu (b) és Zn (c)
tartalmai k6zott 4 oras, FCS mentes médiumban végzett kezeléseket kovetden. (Fe= 20
uM FeSO,4, D=50 uM Dp44mT, E= 50 uM EDTA, D=FCS mentes médium).

a)

Fe Fe |Fe+D |Fe+tE| O | @+D | O+E

Fe + + + + +
Fe+D + - + - +
Fe+E | + - - - -

%) + + - + -
g+D | + - - + +
D+E | + + - - +

b)

Cu Fe |FetD |Fe+tE| & | O+D | O+E

Fe + - - - -
Fe+D + + + + +
Fe+E - + - - -

%) - + - - -
J+D - + - - -
O+E - + - - -

c)

Zn Fe |Fe+tD |Fe+tE| & | G+D | O+E

Fe + - + + +
Fe+tD | + - - - -
Fe+E - - - + -

%) + - - - -
@+D + - + - -
O+E | + - - - -
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5.25.2. 8 oras kezelések

w
o

I

I .

IS NN NN

ng Fe/ 10° sejt
= N
v

ng Cu/ 10° sejt

=
o

N

S w

—

—
O B N W B U o N
—_—

I —

e

5
0 T T T T T
Fe Fe+D Fe+E (%] d+D D+E Fe Fe+D Fe+E & d+D +E
kezelések kezelések
80 4
70 I
60 -
-
Fso ] o ;
S w0 | 1 z
40
w E
20 1
-
0 - T T T T T
Fe Fe+D Fe+E %] J+D D+E

kezelések

31. dbra: HT-29 sejtek Fe, Cu és Zn tartalma 8 6ras, FCS mentes médiumban végzett
kezeléseket kovetden. (Fe= 20 uM FeSO4, D= 50 uM Dp44mT, E= 50 uM EDTA,
@=FCS mentes médium).

Ezekben a kisérletekben kétszer 4 6ras kezeléseket végeztiink el. Az els6 4 ordban a
sejteket FeSO,-tal kezeltiik (20 uM) vagy csak az FCS mentes tapoldatban hagytuk allni
Oket. A masodik 4 o6raban kaptak a kelatorkezeléseket (50 uM ) a sejtek, vagy FCS
mentes tapoldatban alltak. A két 4 6ras blokk kozott a sejteket FCS mentes tapoldattal
lemostuk. A sejtek kezelések utan mért Fe, Cu és Zn tartalmat a 31. dbra mutatja be.

A 4 oras vaskezelés (Fe) hatasara a sejtek vastartalma 61,1%-kal nétt meg,
cinktartalma 27%-kal, réztartalma pedig 32,3%-kal csokkent a nem kezelt sejtek
elemtartalmahoz viszonyitva ().

A FeSO, kezelést kovetd Dp44mT (Fet+D) kezelés hatdsira a sejtek vastartalma
23,57%-kal csokkent, réztartalma pedig tobb mint haromszorosara nétt, cinktartalma
nem valtozott jelentdsen a csak vasszulfattal kezelt sejtek elemtartalmdhoz képest (Fe).
A FeSO, kezelést koveté EDTA (Fe+E) kezeléskor a sejtek vas- és cinktartalma nem
valtozott szignifikdnsan, mig a réztartalom tobb mint dupldjara nétt a csak vasszulfattal
kezelt sejtek elemtartalmahoz képest (Fe). (A sejtek réztartalmara kapott eredmények

értelmezni nehéz, mivel ez az elem nagyon kis mennyiségben van jelen a sejtben. Az
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analitikai mérés soran kapott érték kis szennyezés hatisara is konnyen a duplajara
novekedhet, a vak érték valtozdsa ugyanabban a nagysagrendbe esik, mint a kezelés
soran tapasztalt valtozasok.)

Amikor a 4 é6ran at FCS mentes médiumban tartott sejteket Dp44mT-vel kezeltikk
(0+D), a sejtek vastartalma 41,6%-kal, cinktartalma 59,9%-kal csokkent, réztartalma
pedig t6bb mint duplajara n6tt a nem kezelt sejtek elemtartalmahoz viszonyitva (). A
4 6ran at médiumban tartott sejtek vastartalma nem valtozott szignifikansan, réztartalma
69,6%-kal nétt, cinktartalma 38%-kal csokkent az EDTA kezelés (J+E) hatasara a nem
kezelt sejtek elemtartalmahoz viszonyitva ().

Osszességében megallapithato, hogy a sejtek réztartalma a kelatorkezelések hataséara
minden esetben emelkedett (megvizsgaltuk a Dp44mT oldatat, de annak Cu tartalma a
kimutatési hatar alatt volt). A Dp44mT kezelések hatdsara a sejtek vastartalma csokkent
a 4 oran at vaskezelést, illetve a 4 6ran 4t médiumban tartott sejtek esetében is. A
Dp44mT a sejtek cinktartalmat csak a 4 o6ran 4t médiumban tartott sejtek esetében
csokkentette szignifikansan. Az EDTA hatasara a sejtek réztartalma nott, vastartalma
gyakorlatilag nem valtozott, cinktartalma pedig csak a J+E kezelés esetében csokkent
jelentdsen.

A kezelések hatasara kialakult Fe, Cu és Zn tartalmak kozotti szignifikans (p<0,05,
tablazatban + jellel jelolve) és nem szignifikans (-) kiilonbségeket a

18. tablazat mutatja be a Tukey post hoc teszt eredményei alapjan.

18. tablazat: Tukey post hoc teszt alapjan szignifikans (p<0,05, tadblazatban + jellel
jelolve) €s nem szignifikans (-) kiilonbségek HT-29 sejtek Fe (a), Cu (b) és Zn (c)
tartalmai kozott 8 oras, FCS mentes médiumban végzett kezeléseket kovetden. (Fe= 20
uM FeSO4, D= 50 uM Dp44mT, E=50 uM EDTA, &=FCS mentes médium).

a)

Fe Fe |Fe+tD |FetE| O | G+D | O+E

Fe - - + + +
Fe+D - + - + -
Fe+E - + + + +

%) + - + + -
@+D + + + + +
O+E + - + - +
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b)
Cu Fe |Fe+D |Fe+tE| & | @+D | O+E
Fe + - - + -
Fe+D + + + - -
Fe+E - + - - -
(9] - + - + -
I+D + - - + -
D+E - - - - -
c)
Zn Fe |Fe+tD |Fe+tE | O | G+D | O+E
Fe - - + + -
Fe+D | - - + + -
Fe+E - - + + +
& + + + + +
a+D | + + + + +
O+E - - + + +

A bemutatott multielemes TXRF ¢és szimultin GF-AAS modszer alkalmas a
kiilonb6z6 vasvegyliletekkel (FeSOq4, FeCls, (Fe(lll)-citrat, Fe(Ill)-transzferrin)) kezelt
HT-29 sejtek Fe és Cu tartalmanak meghatarozasara. A sejtek mintaelokészitésére
hasznalt modszer egyszerli: 24 oOrdan at a sejteket a centrifugalasukhoz is hasznalt
Eppendorf csovekben tarjuk fel 65%-os salétromsav és 30%-0s hidrogén-peroxid
elegyében. Bar a modszerrel teljes feltiras nem érhetd el, a TXRF és GF-AAS
modszerrel pontos analitikai meghatarozasokat lehetett elérni ilyen biologiai
mintamatrixban is. A kontaminéci6 veszélyét pedig minimalisra csokkentettiik ezzel a
mintaelokészitéssel. A TXRF és GF-AAS modszerrel mért Cu és Fe adatok jo egyezést
mutattak. A nagyobb Fe koncentracidkat, valamint a sejtek Zn tartalmat csak TXRF
modszerrel lehetett meghatarozni.

A vasfelvételi kisérletekkel kapcsolatban megallapithato, hogy FCS mentes

kornyezetben a sejtek 5-50-szer tobb vasat vettek fel, mint az FCS-t tartalmazo
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tapoldatbol, valamint kiilonbségeket lehetett megfigyelni a kiilonbozé tipusu
vasvegyiiletek felvétele kozott is.
A kidolgozott mddszerekkel lehetségessé valt a rékos sejtek Fe, Cu, Zn tartalmanak

kovetése, melyet a vaskelatorokkal végzett kisérleteinknél is felhasznaltunk.

5.3. Az SR-TXRF XANES mérések eredményei

Mint az irodalmi bevezetésben mar bemutattuk a vas alapvetd fontossagu elem az
emberi szervezetben: részt vesz tobbek kozott a DNS szintézis folyamatidban, az
elektrontranszportban, a vérképzésben. A vas Fe(Il) és Fe(Ill) oxidacids allapotokban
fordul el6 a biomolekulakban és e két allapot kozti elektrontranszport teszi lehetdve,
hogy bioldgiai folyamatokban kiemelten fontos elemmé véljon. Azonban ez a
tulajdonsag teszi veszélyessé is, mivel képes ily modon szabad gyokok képzésére is.

A sejtekbe bekeriil6 vas eldszor a ,,labile iron pool” (LIP) része lesz, a ,,felesleges”
vas pedig ferritinben tarolédik Fe(Il)-oxi-hidroxil formaban. A LIP a sejt
vastartalméanak csak 3-5%-4at adja, azonban ez a kis mennyiség felelés a sejt redox
»statuszaért”, mivel a LIP-ban a vas jorészt Fe(Il) allapotban van.

A XANES moddszer segitségével lehetdségiink nyilt a sejtekben a vas oxidacids
allapotanak ¢és koordinacids kornyezetének vizsgalatara. Munkank sordn elészor
megfeleld mintaeldkészitési modszert dolgoztunk ki rdkos sejtek SR-TXRF-XANES
analiziséhez, majd a kidolgozott modszert hasznaltuk kiilonb6z6 rakos sejtvonalak (ZR-
75-1, HT-29, MDA-MB-231, HCA-7), valamint eltéré novekedési fazisban (lag, log,
plateau) 1év0 sejtek analiziséhez.

Az irodalomban tobb tanulmany is foglalkozik az oxidativ stressz és hipoxias allapot
vasmetabolizmusra gyakorolt hatdsaval. Ezen tanulméanyok alapjan valasztottuk ki a
sejtek kezeléséhez hasznalt szerek egy részét: CoCl,, NiCl, [205, 206, 207, 208]
(hipoxia mimikalasa), MgSO,4 [209] (Co(ll), 5-fluorouracil hatasanak felfiiggesztése),
antimycin A [210] (elektron transzportlanc gatlasa), 5-fluorouracil [211] (oxidativ
stressz eldidézése) és vizsgaltuk, hogy van-e hatasuk ezen kezeléseknek a vas oxidacios
allapotara és koordinacios kornyezetére.

Vizsgaltuk tovabba a kiilonb6z6 vasformakkal valo kezelés (FeSOq4, FeCls, Fe(lll)-
citrat, Fe(Ill)-transzferrin) hatasat is a sejtbeli vas oxidacios allapotara és koordinacios

kornyezetére.
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5.3.1. A kiilonb6z6 Fe standardok dsszehasonlitasa
Az altalunk megmért 6sszes standard, valamint a [212] tanulmanyban mar publikalt
FeCl; és Fe,03 XANES spektrumait mutatja az 32. dbra.

i1 | ‘ —— 10 - K,Fe(CN),
—— 9-Fe(lll)-H,PO,
= P 8 - Fe(ll)-EDTA

— 7 - Ferritin

—— 6-Fe0,

~—— 5 - Fe(lll)-citrat
4 - K,Fe(CN),

N, ——— 3 - Fe(ll)-a,a"-dipyridyl
—— 2 - Fe(ll)-citrat
—— 1-FeCl,

—— 0 - Reference (Fe fem)

Normalizalt abszorpcié (6nk. egység)

== ww?% =

?

1__J

s lesi

7110 7140 7170 7200 7230 7260
Energia (eV)

32. abra: Az éltalunk megmért vas standardok, valamint a [212] tanulméanyban mar
kozolt FeCl, és Fe,O;3 XANES spektrumai. A sziirke vonalak a ferritin XANES
spektrumanak jellegzetes energiahelyeit jelzik (élel6tti cstcs, fehér vonal, vall és elsé
minimumérték), eldsegitve a standardok kozti energiaeltolodas felismerését.

A jobb Gsszehasonlithatosag érdekében a ferritin XANES spektrumanak jellegzetes
pontjait 4 fiiggéleges vonallal jeloltiik meg: 1) €lelbtti cstcs, 2) fehér vonal, 3) vall 4) az
elsé minimumérték. Jol elkiilonithetdk a 2+ és 3+ oxidacids allapoti vasat tartalmazé

standardok. A Fe(lll)-at tartalmazé vegyiiletek abszorpcios éle egybeesik a Fe,Os-éval,
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a Fe(ll)-citraté pedig a FeCl,-éval mutat hasonlosagot. A Fe(ll1)-EDTA komplex
abszorpcids éle kozel azonos energianal talalhato, mint a Fe,O3-é, de a spektrumok
lefutasa kiilonbozik, koszonhetéen a Fe eltéré koordinacios kornyezetének. A hasonld
koordinaciés geometriaval rendelkez6 citrat és EDTA komplexek XANES spektrumai
nagyfokl hasonldsdgot mutatnak.

A Fe(I)-o,a'-dipyridyl és a KsFe(CN)g standardok spektrumait is 6sszehasonlitottuk a
FeCl,-éval és a FeyOs-éval. A Fe(ll)-o,a'-dipyridyl abszorpcids éle egybeesik a FeCl,-
éval. A K4Fe(CN)g spektrumanak irodalmi adatokkal vald 6sszevetése [213] azt mutatja,
hogy a spektrumok f0 jellegzetességei azonosak (koszonhetéen a ciano csoportok
oktahedralis Fe koriili elhelyezkedésének), de az abszorpcids ¢l helyének/energiajanak
pontos Osszehasonlitdsa azért nem lehetséges, mert nem azonos vegyiiletekrdl van szo.

A Fe(lll)-H3PO, standard spektrumanak esetében az abszorpcios él magasabb
energiak felé valo eltolodasa figyelheté meg.

Ezek a jelenségek jol mutatjadk mennyire érzékeny a XANES spektrum a Fe oxidacios

szaman kiviil annak koordinacios kornyezetére is.

53.2. A kiilonb6z6 Fe standardok ferritinnel valo dsszehasonlitasa

A 33. dbra a ferritin és a Fe,O3 XANES spektrumat mutatja. Az abszorpcios élek
helyzete nagyon hasonld. A ferritin altalunk felvett spektruma jo egyezést mutat az
irodalmi adatokkal [214], bar az Ortega altal hasznalt normalizacio eltér a mi
kiértékelésiinkkor alkalmazottol. A ferritin és a Fe,O3 spektrumdnak nagyon hasonlo
lefutasa a vas-centrum hasonldé kornyezetére utal a két vegyiiletben. A ferritin
szerkezete egy lreges (fehérje)gdmbre emlékeztet: az iliregben a vas 3+ oxidacios
allapotban  tarolédik  (34. dbra). Az iregben 1év6 vas  ferrihidrit
[FEO(OH)]s[FeO(H,PO,4)] jelleget mutat, ami az iireg belsé faldhoz kapcsolodik.
Amikor a ferritinbdl vas felszabaduldsra van sziikség, akkor a Fe(III)-at elobb Fe(Il)-vé
kell redukalni. Az altalunk felvett ferritin spektrumat mas irodalmi adatokkal is
Osszevetve valosziniisithet, hogy a vas ferrihidrit formaban van jelen a ferritinben
[215]. (A [215] referenciaban az abszorpcios él eltéré energianal valo jelentkezése a

kiilonb6z6 energiakalibracionak koszonhetd.)
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33. dbra: A ferritin és a Fe,O3 XANES spektruménak Osszehasonlitdsa irodalmi
adatokkal [214].
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Lazan kotott Fe'
(koordinacios kotésben
O és OH reziduumokkal)

Fe* ferrihidrit kristalyszerkezetben
Y

O Fehérjehéjat alkoto alegységek

34. abra: A ferritin vazlatos szerkezete [216]. a-c: a vas bekeriilése és felhalmozddasa a
ferritinben, a belsd struktara kialakuldsa. a) A Fe®" vasbeviteli csatornakon keresztiil
keriil be a ferritin belsd tiregébe, ahol aztan Fe**-mé oxidalodik. b) Ahogy nd a sejtben a
Fe?* koncentracidja, egyre tobb Fe?* keriil be a ferritinbe, ahol oxidalédik és kezd
kialakulni a belsé struktira. C) Tovabbi Fe?* bekeriilése és oxidacidja az lireg
belsejében 16vé Fe** tomorebb, ferrihidrit kristalyszerkezetbe valo rendezédését idézi
elé. d) A ferritin HAADF-STEM (High Angle Annular Dark Field Scanning
Transmission Electron Microscopy) képe haemochromatosisban szenvedd beteg
biopszias majmintajaban.
5.3.3. A Kkiilonb6z6 mintael6készitési technikak hatasa a kvarclapon kialakulé
mintarétegre
Két kiilonbozé mintael6készitési modszert vizsgaltunk. Az egyiknél a kvarclapokat
sterilizaltuk, majd kiilonbozé extracellularis matrixkomponensekkel vontuk be
(kollagén, fibronektin, 4.4.3. fejezet). A sejteket az igy eldkészitett kvarclapokon
tenyésztettiik. A masik mintaeldkészitésnél a sejtszuszpenzidt cseppentettiik kozvetlentil
a kvarclapokra (4.4.3. fejezet). A feliiletbevonasra hasznalt anyagtol fliggetleniil az els6
modszer hasznalatakor konfluens, tobbszoros sejtréteget kaptunk a kvarclapon, amelyet

semmiképpen nem lehetett monolayernek tekinteni. Ezen mintaeldkészités masik

hatranya, hogy sejtszdmot a kvarclapon csak durva becsléssel lehet megallapitani: csak

105



DOI:10.14753/SE.2012.1703

egy masik, azonos koriilmények kozott elokészitett laprol lehet lemosni a sejteket €s
megszamolni. Bar a masodik protokoll tobb energiat és odafigyelést igényel, a lapon
kialakulo réteg, monolayernek tekinthetd (35. dbra) és a sejtszam is pontosan
megadhato.

a) protokoll (1); kvarclapon tenyésztett sejtek.

¥ o

HV: 20.0 kV DET: SE
Satellite ©Tescan DATE: 11/15/10 100 pm

b) protokoll (2): kvarclapra cseppentett sejtszuszpenzio.

HV: 20.0 kV DET: SE
Satellite ©®Tescan DATE: 10/04/10 100 pm

35. abra: A XANES mérésekhez eldkészitett HT-29 sejtek SEM felvételei. (SEM:
vakuum: 10" mbar, 20 KV gyorsitofesziiltség, 0,1 nA dramerdsség).

A SEM felvételeken lathatd fehér pontok NaCl kristalyok, mivel izotonias sdoldatot
hasznaltunk a sejtek mosasdhoz. A randvesztéssel eldkészitett minta is ugyanannyi

sOkristalyt tartalmaz, mint a felcseppentett, csak az elsé esetben a kialakult tobb

106



DOI:10.14753/SE.2012.1703

sejtréteg és a szorosan egymds mellett 1évo sejtek miatt azok kevésbé latszanak. (35.
abra a) és b) képe).

A 35. dbra b) felvétele jol mutatja, hogy a sejtszuszpenzid felcseppentésével nyert
minta monolayert eredményezett a kvarclapon. Ez a moddszer tovabba sokkal
reprodukélhatébb eredményeket adott, igy az 0Osszes tobbi minta esetében ezt a

mintaelOkészitést hasznaltuk.

5.3.4. A vas oxidaciés allapotanak meghatiarozasa kezelt és Kezeletlen
sejtekben, XANES spektrumuk standardokhoz valé hasonlitasa atjan.

A ZR-75 sejteken kiilonbozd kezeléseket végeztiink: hipoxias allapot mimikalasa
(Co(Il), Ni(Il)), oxidativ stressz eldidézése (5-FU), a Co(Il) és 5-FU hatdsdnak
megsziintetése (MgSQO,), az elektron transzportlanc gatladsa (antimycin A). A 36. dbra
kezelt és kezeletlen ZR-75-1 sejtek XANES spektrumainak Osszehasonlitasat mutatja
Fe(Il) és Fe(Ill) standardekével. Feltiind, hogy a sejtek spektrumai majdnem teljesen
egyformak, ami arra utal, hogy a Fe oxidécios allapota a sejtekben is nagyon hasonld. A
spektrumok jo egyezést mutatnak a ferritin spektrumaval is (32. dbra): a XANES
spektrumok 0 jellegzetességei majdhogynem teljesen egyformak. Jollehet a sejtek
spektrumai nagyon hasonlitanak a ferritinéhez, de a Fe(IlI)-EDTA ¢és Fe(Ill)-citrat
spektrumai is hasonl¢ jellegzetességeket mutatnak.

A kobalt-kloriddal és magnézium-szulfattal (Co(I) + Mg(II)) kezelt ZR-75-1
sejtminta spektruma majdnem teljesen megegyezik a ferritinével (37. dbra). Csak az 5-
fluorouracillal és az antimycin A-val kezelt sejtek XANES spektrumaiban taldlunk
eltérést a ferritinétl. Az 5-fluorouracil esetében az abszorpcids él nagyobb energiak
felé tolodott (ami a Fe magasabb oxidacios allapotara utal). Az antimycin A kezelés
hatassal volt a spektrum lefutasara, mely az Fe(ll)-o,a'-dipyridyl standard spektrumara
hasonlit a legjobban. Viszont az abszorpcios ¢l az antimycin A mintanal nagyobb

energianal talalhato, mint az Fe(l1)-o,a'-dipyridyl standard esetében.
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36. abra: Kezelt és kezeletlen ZR-75-1 sejtek XANES spektrumainak 6sszehasonlitasa
FeCl, és Fe,O3; standardok spektrumaval. A sziirke vonalak a ferritin XANES
spektrumanak jellegzetes energiahelyeinél huzodnak (élel6tti cstcs, fehér vonal, vall és
elsé minimumérték), eldsegitve az energiaeltolodas felismerését.

5-FU = 130 uM S5-fluorouracil; Ctr = kontroll; A+Mg = 25 uM antimycin A + 10 mM
MgSQOy; A = 25 uM antimycin A; Co(cl) + Mg = 2,4 mM CoCl; + 10 mM MgSOy;
Co(cl) + Mg = 2,4 mM CoCl; + 10 mM MgSQ,; Co(c2) + Mg = 57,6 mM CoCl; + 10
mM MgSOy; Co(c2) = 57,6 mM CoCl,. A kezeléseket 20 percig végeztik.
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37. dbra: Egy kezelt ZR-75-1 sejtminta XANES spektrumanak osszehasonlitisa a
ferritinével. Co(cy) + Mg = 2,4 mM CoCl; + 10 mM MgSO,.

A kezeletlen mintak és a Co- vagy Ni-, vagy Co- és Mg-kezelt mintak spektrumainak
Osszehasonlitdsakor a hasonlosdg szembetlind (36. dbra). Az kezeletlen mintak
abszorpcios élének helyzete nem kiilonbozik szamottevéen a kezeltekétol (A ~ 0,5 eV).
Tehat a CoCly,-dal, illetve NiCl,-dal végzett kezelések nem okoztak jelentOs valtozast a
XANES spektrumokban, bar meg kell jegyezni, hogy a kezelések csak 20 percig
tartottak.

5.3.5. A killonbozo sejtvonalak, valamint a sejtek kiillonb6zé novekedési
fazisainak 6sszehasonlitasa

A sejtek novekedési gorbéje kiillonbozo szakaszokra oszthatd: lag fazis, log fazis és
plateau fazis. A lag fazisban a sejtek egy latens, névekedésmentes periddusban vannak.
Ez a szakasz 12-24 o6raig tart, mely alatt sejtek magukhoz térnek a tripszinizacid utan,
ujjaépitik a citoszkeletonjukat, a letapadashoz sziikséges matrixkomponenseket
szekretalnak, eloszlanak a hordozofeliileten. Ezutan kovetkezik az exponencialis
novekedés fazisa, a log fazis, mely soran a sejtpopulacié egy meghatarozott id6 alatt
megduplazodik. Ez a sejtszdm megkétszerezOdéséhez sziikséges 1d6 jellemzd az adott

sejtvonalra. A kovetkezé peridodus (plateau fazis) akkor kovetkezik be, amikor a
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sejttenyészet tulzsufoltta valik, elfogy a tapoldatbdl a tadpanyag, a sejtek kilépnek a
sejtciklusbol. Ebben a szakaszban gyakorlatilag mar nincs sejtnovekedés, illetve
sejtszaporodas.

Héarom adenokarcinoma (HT-29, ZR-75-1, MDA-MB231) ¢és egy fibroszarkoma
(HT-1080) sejtvonalat vizsgaltunk és dsszehasonlitottuk XANES spektrumaikat. A HT-
29 sejtek esetében a kiilonbdzé novekedési fazisok (lag, log, plateau) XANES
spektrumait is felvettiik. Az elvégzett XANES analizisek alapjan megallapithato, hogy a
vas molekularis szintli kérnyezete ugyanaz maradt a kiilonb6z6 fazisokban, valamint a

vizsgalt sejtvonalak kdzott sem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

5.3.6. Vaskezelések hatasa a HT-29 sejtek XANES spektrumaira

Ig]
B . ferritin standard

FeCls kezelés

P e ,‘ye-...-_..,__,__?‘

Normalizalt abszorpcio (6nk. egyseg)

transzferrin kezelé

Fe(lll) citrat kezele%

S e
"“o-,—a-—-_.____,

/100 /120 /140 /160 /180 /200 7220

Energia (eV)
38. dbra: Kiilonb6z6 vasformakkal kezelt HT-29 sejtek XANES spektrumai.

HT-29 sejteket kiillonbozé vasformak (FeSO4, FeCls, Fe(lll)-citrat, Fe(IIl)-
transzferrin) 50 uM —os oldataival kezeltiik 4 6ran at FCS mentes tapoldatban, majd
rogzitettiik XANES spektrumaikat (38. dbra).
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A FeSOq-tal kezelt sejtek XANES spektruméaban egy hatarozott vallrész lathatd az
abszorpcids €l utdn. A FeCls-dal kezelt sejtek esetében sokkal kisebb vallrészt
figyelhetiink meg, mig a Fe¥*-citrattal kezelteknél mar egyaltalan nem lehet ilyen
szakaszt felfedezni a spektrumon.

A kezelt sejtek spektrumai koziil a transzferrinnel kezelt sejtek XANES felvétele
hasonlit leginkabb a ferritin standardéhoz, de e két spektrum is jelentds kiillonbségeket
mutat. A transzferrrinnel kezelt sejtek vastartalma volt a legkisebb, igy ez a spektrum a
legzajosabb.

A XANES spektrumokbol megallapithatd, hogy az Osszes kezelt sejtben a vas +3
oxidaciés allapotban talalhatdé. Az 19. tabldzat azt tartalmazza, hogy a kiillonbozo
vasformakkal kezelt sejtek XANES spektrumai hogyan (milyen szazalékos aranyban)
alakithatéak ki a ferritin és a Fey(SOg4); standard XANES spektrumainak linearis
kombinaciojaval. A FeSOy-tal kezelt sejtek spektruma a Fey(SO4)s; standard
spektrumaval mutatott egyezést. (Természetesen a sejtekben nem lehetnek Fep(SOy)3
kristalyok, de a kezelt sejtek spektruma a Fe(lll)-szulfat standard spektrumaval
kozelithetd a legjobban.) A transzferrinnel kezelt sejtek spektruma pedig a ferritin

standardéval mutat nagy hasonlosagot.

19. tablazat: A kiilonbozd vasforméakkal kezelt sejtek XANES spektrumainak
kialakitasa a ferritin és a Fep(SOy4); standard XANES spektrumainak linearis
kombinaciojaval.

XANES spektrum Ferritin standard Fe,(SO,4);3 standard
FeSO, kezelés 0% 100%
FeCl; kezelés 23% 7%
Fe™ -citrat kezelés 41% 59%
Transzferrin kezelés 91% 8%

5.3.7. A sejtek elemanalizise TXRF technikaval

A bemutatott modszer és kisérleti elrendezés lehetévé teszi ugyanarrdl a mintarol

XANES ¢és TXRF spektrum felvételét is. Igen fontos a TXRF spektrum felvétele a
XANES analizis eldtt, mivel egyrészt a TXRF-fel ki lehet szlirni az esetlegesen

szennyezett mintakat, masrészt a kiilonbozd fémekkel végzett kezelések konnyen
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kovethetévé valnak: az elemardnyokat minden tovabbi analizis nélkiil meg lehet
allapitani. Ha mennyiségi meghatdrozast szeretnénk végezni, a S vagy a Zn hasznalhatd
belsé standardként. A 39. dbra mutatja a NiCly,-dal kezelt HT-29 sejtek TXRF
spektrumat a kezelés elott és utan. A kezeletlen sejtek spektrumaban nincsen Ni csucs,
mig a kezelés utdn megjelenik a spektrumban. A kiilonbdzd teljes beiitésszam a
kvarclapon 1év0 eltérd sejtszammal magyarazhatd. A sejtekben talalhatd elemek pontos
mennyiségi meghatarozasa ennél a modszernél nem volt munkank célja. A kvantifikacio
megvaldsithatd a minta egy masik részének feltarasaval és megfeleld belsé standard
alkalmazaséaval. Ugyanakkor hangsulyozni kell, hogy a lapra felvitt sejtmennyiség egy

nagysagrenddel csokkenthetd, ha nincs sziikség XANES analizisre csak elemanalizisre.
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39. dbra: HT-29 sejtek TXRF spektruma 4 6ras, ImM NiCl, kezelés el6tt (—) és utan
()

Munkénk sordn bemutattuk, hogy az SR-TXRF-XANES geometriai elrendezés
alkalmas a sejtekben 1évé vas oxidacids allapotanak meghatarozasara, valamint a
félkvantitativ elemdsszetétel megallapitasara is. A modszer egyszerti, viszonylag gyors,
a kontaminaci6 veszélye minimalis, kdszonhetéen a mintaelOkészités kevés szamu
Iépésének. A technika hatranya, hogy a felcseppentett sejtréteget mikroszkoposan
ellendrizni kell és a mintaréteg vastagsdga nem lehet tobb mint egy sejtréteg

(monolayer). A médszer alkalmas mas elemek specieszeinek tanulmanyozasara is: Cr,
Co, Ni, Cu, Zn.
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6. Megbeszélés

6.1. Kisrendszami elemek meghatarozasa biologiai mintakban

»lowZ TXRF* technikaval

A TXRF spektrometridt mar tobb mint tiz éve alkalmazzdk bioldgiai mintdk
elemanalizisére is [217, 218, 219, 220]. Az azodta eltelt idoben elfogadott analitikai
modszerré valt és egyre szélesebb korben alkalmazzak [221, 222, 223, 224]. A mddszer
legnagyobb elénye, hogy csak kis mintamennyiségekre van sziikség, valamint a
biologiai mintak kozvetlen analizisére is alkalmazhato [217, 221, 224]. A TXRF
spektrometria tovabba egy szimultan modszer, mely viszonylag kis kimutatasi hatarokat
biztosit, belsd standardizaciéval pedig a mennyiségi meghatarozas is egyszerti [78]. A
modszer legnagyobb hatranya egészen az utdbbi évekig az volt, hogy a Z<I3
rendszamt elemek meghatarozdsara nem lehetett hasznalni, ugyanis a rendszam
csokkenésével csokken a fluoreszcens foton energidja, vagyis parhuzamosan nd az
Onabszorpcid jelentésége (a minta maga elnyeli a fluoreszcens fotonokat) [79]. Egy
kovetkezd korlatozd tényezd, hogy a klasszikus TXRF spektrométerben levegd
atmoszféraban folynak a mérések, a levegd pedig elnyeli a kisrendszdmu elemek altal
emittalt kis energiaju fluoreszcens fotonokat [80]. Bar ezek a problémak nem
kiiszobolhetéek ki teljesen, de nagy eldrelépést jelent a Streli és munkatarsai altal
tervezett, specidlisan kisrendszami elemek TXRF meghatdrozasara alkalmas
spektrométer: Cr anodu rontgencsével és vakuumkamraval [82].

A kis mennyiségli bioldgiai mintak (g tartomany) mintaeldkészitésével kapcsolatban
mar tobb tanulmany is megjelent. Bizonyos esetekben a mintakat kozvetleniil a TXRF
meghatarozasoknal alkalmazott (kvarc)lapokra vitték fel [217, 225]. Ez a fajta
mintaeldkészités elég vastag mintaréteget eredményez. Mivel az Gnabszorpcid okozta
jelvesztés mértéke novekszik a rendszam csokkenésével, a kozvetlen a reflektorokra
torténé mintael6készités nem megfeleld a kisrendszamu elemek analizisére [226]. Ha a
minta vastagsagat szeretnénk csokkenteni, akkor a minta szervesanyag tartalmat kell
eltdvolitanunk. A kvarclapokon 1év0 minta kozvetlen feltarasat megvalosithatjuk hideg
plazmas hamvasztassal [225] vagy atmoszférikus nyomason torténé savas feltarassal. A
savas feltards hatékonysaga ndvelhetd mikrohullam és zart feltarobombak
alkalmazéasaval. A minta higuldsa és kontamindcioja elkeriilhetd, ha minta nem keriil

kozvetlen kapcsolatba a savval, vagyis gézfazisu feltarast alkalmazunk [227, 228].
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Munkank soran vizsgéltuk a ,JowZ TXRF” technika alkalmazhat6sagat biologiai
mintdk esetében. Elvégeztiik egy folyékony (humén szérum) és harom szilard biologiai
referenciaanyagban (marhamaj, antarktiszi rak, spenot) a visszanyerési értékek (Na, Mg,
P, S, K, Ca) meghatarozasat kiilonb6zo feltarasi modszereket kovetden. Az eltérd
szerves €s szervetlenanyag-tartalommal rendelkezd referenciaanyagokat feltaras nélkiil,
valamint kistérfogata, klasszikus és g6zfazist [87], kvarclapon torténd feltaras utan is
analizaltuk ,,JowZ TXRF” spektrométerrel. Vizsgaltuk a kiilonb6zo feltarasi moédszerek
hatasat a visszanyerésekre. Megallapitottuk, hogy nemcsak a szerves, hanem a
szervetlenanyag tartalom is neheziti az analizist.

Eredményeink mas irodalmi adatokkal vald Osszevetése nem konnyl, mivel a
WOBISTRAX vakuumkamras TXRF spektrométer 2004-es [229] bemutatasa ota csak
néhdny tanulmany jelent meg biologiai mintdk kisrendszamu elemeinek analizisérdl.
Hoefler munkatarsaival tobbféle kdrnyezeti €s bioldgiai mintat is vizsgalt [226]. NIST
1643¢ hitelesitett vizmintat hasznaltdk a kalibracios gorbe linedris szakaszanak
meghatdrozasara ¢és azt talaltak, hogy a C esetében 600 ng/ teljes mintatomegig, a Na és
a nagyobb rendszamt elemek esetében pedig 1000 ng/ teljes mintatomegig linearis a
kalibracios gorbe (Azonban csak a C, Na, Mg kalibracios gorbéit kozlik). (1-10 pL
hitelesitett vizmintat cseppentettek a kvarclapokra, beszaritottdk és mérték. Ti belsd
standardot alkalmaztak.) Visszanyerési adatokat a hitelesitett vizminta esetében nem
ko6zol a tanulmany. A linearitasvizsgalatokhoz amyotrophiés lateral sclerosisban (ALS)
szenvedd betegek cerebrospindlis folyadékmintéit is felhasznaltak. A mintédkat teflon
bombakban 180 °C fokon, 4 6ran at tartak fel. A mennyiségi meghatarozashoz Ti belsd
standardot hasznaltak. A Mg, P, S linearis analitikai gorbéit kozlik és leszogezik, hogy
ez a linedris kapcsolat a mintamennyiség €s a belitésszam kozott fennall az 6sszes Mg-
nal nagyobb rendszamu elem esetében. Kozvetleniil a kvarclapokra novesztett biofilm
mintékat is analizaltak. Ebben az esetben Ag volt a belsd standard, mivel maga a minta
is tartalmazott Ti-t. A C, Na, Mg, P, S, Cl, Ti esetében adnak meg kvantitativ
eredményeket ng/cm®-ben kifejezve. A vonatkoztatas oka, hogy a detektor kb. 1 cm?
teriiletet ,lat”, viszont a biofilm az egész kvarclapot bendtte. A biofilmréteg
inhomogenitasa erdsen megkérddjelezi a kiilonbozd iddtartamokig gyijtott mintak

elemtartalmanak Osszehasonlithatosagat. A C esetében a kalibracios gorbe (viz alapu!)
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600 ng/ teljes mintatdmegig linearis, viszont a bemutatott legtobb minta esetében a
teljes anyagtartalom az 1cm?-es analizalt teriileten is meghaladja a 600 ng-ot.

Ostachowicz és munkatarsai ALS-ben szenvedd betegek szérum és cerebrospinalis
folyadékmintait vizsgaltak TXRF modszerrel [230]. A Na és Mg meghatarozasat ,,lowZ
TXRF” spektrométerrel végezték el, mig a Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn, Br mennyiségét
ATOMIKA EXTRA Ila spektrométerrel mérték meg. A mérési modszer hitelesitéséhez
SRM Serum MIO 181 hitelesitett szérum referenciaanyagot hasznaltak, de a
visszanyerési értékeket csak az ATOMIKA EXTRA Ila-val mért elemekre kozlik, a Na
és Mg esetében nem. A bevezetésben kiemelik, hogy a betegekbdl vett mintakat
kozvetleniil, mintaelokészités nélkill analizaljak. A kisérleti részbdl viszont kidertil,
hogy higitott salétromsavat adtak a mintdkhoz, ami nem elhanyagolhat6 momentum,
mivel tapasztalataink szerint a szérumminta kdzvetlen a kvarclapra valo felcseppentése
bizonytalan geometriaju réteget eredményez.

Ovari és munkatarsai biofilmek széntartatalméat hataroztik meg ATI ,,lowZ TXRF”
spektrométerrel [231]. A biofilmmintakat fagyasztva szaritottak, majd homogenizaltak.
A mintdk egy részét feltartdk és természetes Ti tartalmukat ATOMIKA EXTRA lla
spektrométerrel Ga belsd standard mellett meghataroztdk, majd a szuszpendalt mintak
széntartalmat a mintdk természetes Ti tartalmédra vonatkoztattdk. A mintdk teljes
széntartalmat MULTI N/C 2100 S tipust, Analytik Jena gyartmanya TOC/TN mérd
késziilékkel is meghataroztak, a két modszerrel kapott eredmények kozti eltérés 10%
kortil alakult (visszanyerés 91+8%). Vizsgaltdk a C tartalom ,lowZ TXRF”
meghatarozasanak linearitasat, valamint a modszer reprodukalhatosagat is (5 egymast
biofilmek egyéb kisrendszdmu elemtartalmardl, az analizalt minta dsszanyagtartalmarol
sem, ami lehetetlenné teszi az altalunk analizalt 4 féle referenciaanyag barmelyikével
torténd Gsszehasonlitast.

A bemutatott tanulmanyokbol lathato, hogy mennyire hianypotloak voltak az altalunk
elvégzett kisérletek, melyekkel 4 féle referenciaanyag és 3 féle feltdrasi modszer
segitségével a biologiai mintdk szempontjabdl probaltuk alaposan felmérni a ,lowZ
TXRF” spektrometridban rejlo lehetdségeket és annak korlatait.

Az Altalunk elvégzett munka tikrében elmondhat6, hogy a szérum

referenciaanyagban a K és Ca meghatarozhatd kozvetlen analizissel is. A kisebb
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rendszdmu elemek esetében (P és S) a meghatadrozdshoz matrixra illesztett kalibracios
faktorok hasznalata javasolhatd. Elvileg matrix-illesztett faktor barmely mintara
alkalmazhat6, amennyiben a szords nem haladja meg az egyébként elfogadott
maximalis 10%-os értéket, vagyis a mérés reprodukalhato. Ehhez a gyakorlatban a
minta nagyfoku homogenitéasa sziikséges.

A “klasszikus” feltards nagyon hatékony moddszer nagy szerves és szervetlen
anyagtartalommal rendelkezé mintak esetében akkor, ha a higitas utan kapott oldatban a
meghatarozandé komponensek koncentraciéja meghaladja a meghatarozasi hatart.

A kistérfogata feltaras esetében a minta szerves anyagtartalma nem tavolithato el
kielégitéen, a szervetlen matrix higitasa tul kisfokd, igy nagyobb lesz a hattér és a
fluoreszcens sugarzas dnabszorpcidja is, ami rontja az analitikai teljesitményt.

A gdztazisu feltards esetében a szervetlen komponensek higitatlan jelenléte és a
minta részleges lemosddasa a kvarclaprdl (a kondenzalt savcseppek miatt) egyaltalan
nem teszi lehetéve a kvantitativ meghatarozast.

A HT-29 sejtekben WOBISTRAX ,lowZ TXRF” ¢és ATOMIKA 8030C TXRF
spektrométerrel is megmért S tartalom korrelaciot mutatott a sejtszdmmal, melyet a

késObbiekben a sejtszam ellendrzésére is felhasznaltunk.

6.2. Eredmények vonatkoztatasa sejtmintak esetében

A sejtmintdk elemtartalmara kapott eredmények irodalmi adatokkal vald Osszevetése
tobb szempontbdl sem konnyli. Egyrészt a sejtek elemtartalma erdsen fligghet attol,
hogy a sejtpopulaci6 a ndvekedési gorbe mely szakaszan taldlhaté a kisérlet
elvégzésekor. Mas a sejt metabolizmusa a lag, a log és a platdo fazisban, mas-mas
fehérjék termelddnek az egyes szakaszokban, és ez meghatarozza, milyen
nyomelemeket vesz fel vagy éppen ad le a sejt. Ez a probléma kikiiszobolhetd oly
moddon, hogy a legtobb bioldgiai kisérletet a log fazisban, 60-80%-os bendttségi szinten
végzik, a sejteket pedig nem tartjdk fenn 10 passzézsnal tovabb. (Minden egyes
passzazzsal nd a mutacidk valdsziniisége, mely megvaltoztathatja a sejtek alapvetd
tulajdonsagait: pl. morfologia, metabolizmus). Az irodalomban széles korben
elfogadott, hogy a kisérleteket a 80%-0s bendttségi szintnél végzik, ezt alkalmaztuk

sajat vizsgalatainknal is.
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A kovetkezé nehézség az analitikai eredmények vonatkoztatasa. A 2. tablazatban
lathatd, hogy nagyon sokféle referencidt hasznalnak a kutatok. Gyakori a sejtek
fehérjetartalmara (/pg) és a szaraz vagy nedves tomegre vald vonatkoztatas, eléfordul a
DNS tartalom és a sSejtszdm, mint referencia, de van olyan tanulmany melyben egy
masik sejtvonalra [133] vonatkoztatjak eredményeiket. A tanulményokban el6fordul az
is, hogy az elemaranyokat mutatjak be, elkeriilve ezzel a referenciavalasztast, vagy egy
olyan elemet valasztanak vonatkoztatdsi alapul, melyet &llandonak tekintenek a
sejtekben (Zn: [103, 62], S).

A szaraz és nedves tomeg értékeket at lehet szdmitani egymadsba, sejtmintak esetében
egyes tanulmanyok a minta 85%-at [116, 117], mig masok 75%-4t [43] tekintik viznek.
(Természetesen csak megkozelitd értékeket kapunk igy.) A tomeg meghatdrozasa mar
sokkal nagyobb gondot jelent. A tanulmanyok nagy része nem is kozli hogyan
hataroztdk meg a vonatkoztatasi alapul szolgdlo tomegértéket [125]. A szaraz tomegre
¢és fehérjetartalomra is megadja eredményeit Szoboszlai, valamint kozli a sejtszam és
fehérjetartalom kozti Osszefiiggést is [87]. A szaraz tomeg meghatarozasdt minden
egyes mintandl kiilon elvégzi (a mintaelokészitéskor a TXRF méréshez hasznalt
kvarclapra centrifugalja a sejteket, a kvarclap tomegét leméri elétte, illetve a 80 °C, 20
perc beszaritast kovetden is). A modszer pontos eredményt ad, de igen iddigényes,
nagyszamu minta esetében nem alkalmazhato.

Az EPMA moddszer esetében a szaraz tomeget a STEM felvételek sotét teriileteinek
intenzitasabol szamoljak. (Mivel a fagyasztva-szaritott mintdk szarazanyagtartalma és
viztartalma linedris Osszefliggést mutat az elasztikusan szort elektronok intenzitasaval,
amelyet a STEM esetében a s6tétmez6 intenzitdsabol szamitanak ki.) [42, 44, 43]. Ez a
modszer csak félkvantitativ meghatarozast tesz lehetévé [4].

A PIXE modszer alkalmazasanal az eredmények vonatkoztatdsa tobbnyire széaraz
szervesanyagtartalomra/tdmegre torténik. Onmagaban a PIXE technika nem ad teljes
mértékben kvantitativ eredményeket. RBS modszerrel kombinaljak ehhez, mely
alkalmas a biologiai mintdk szerves anyagdsszetételének felderitésére. Gyakran
kapcsoljak e két technikdhoz a STIM analizist is, mellyel a minta slriiségtérképe
készithetd el és a minta vastagsaga hatarozhaté meg (2. tablazat).

Az SRXRF moédszernél a ng/cm? vonatkoztatashoz vékony film standardokkal (NBS-
1832, NBS-1833, Micromatter 4016) készitett kalibraciot hasznalnak. A SIMS esetében
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a beiitésszam/pixel vonatkoztatas gyakori, amit Strick és munkatarsai referenciaanyag
(nagytisztasagu agardz gélbe keverték a meghatarozando elemek ismert mennyiségét és
igy vették fel a kalibracios gorbét) segitségével szamitottak &t mM koncentracioba
[110].

A sejtszam megadasanal is talalunk vitathatd modszereket. Hasegawa egy referencia
tenyésztd lemezben (plate) meghatarozott sejtszam alapjan vonatkoztatja eredményeit
/10° sejtre [133]. Tehat az aktualis tenyészté lemez-lyukban nem keriil sor sejtszam-
meghatarozasra, ami igen komoly hibalehetdséget hordoz magéban. (Ugyanannyi
sejtbdl kiindulva, azonos koriilményeket alkalmazva sem lesz azonos sejtszam 1
tenyésztd lemezen beliil sem. Két kiilonb6z6 tenyésztd lemez esetében pedig pl. csak a
termosztatban vald kiilonb6zd elhelyezés okozta hdmérséklet-kiilonbség, CO, eltérés
okozhat eltérést a sejtszdmban.)

Kisérleteink soran eleinte a fehérjetartalmat is meghataroztuk a sejtszam mellett, mint
vonatkoztatasi alapot. (Az Osszfehérje mennyiségét Bio-Rad Protein assay Kkittel
hataroztuk meg (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)). A sejtek fehérjetartalma viszont olyan
mértékli bizonytalansagot mutatott, hogy végiil a sejtszam mellett dontottiink, mint
referencia. (HT-29 sejtek esetében 30 fiiggetlen fehérjemeghatarozast végeztiink
kezeletlen, 80%-o0s bendttségi szintii sejtmintabol. Az atlagos fehérjetartalom: 219,79 +
83,92 ng/ 10° sejt volt. A tapasztalt 38,18 %-os szorast nem tartottuk elfogadhatonak,
igy a sejtszamot vagy a sejtek kéntartalmidt — ami Osszefliggésben van a
fehérjetartalommal - valasztottuk vonatkoztatasi alapnak.)

A rakos sejtek esetében kapott eredmények értelmezésekor felmeriil az igény
»hormal”, nem rakos sejtekkel valdo Osszehasonlitasra. A nem rakos sejtekkel
kapcsolatban alapvetd probléma, hogy azokat nem lehet folyamatosan, hosszt idén 4t
fenntartani, mivel nem szaporithatok korlatlanul. Ha egy ,,normal” vagy nem rakos
sejtvonal korlatlanul passzalhato, az mar azt jelenti, hogy valamilyen transzformalt vagy
transzfektalt sejtvonalrdl van sz6. Az irodalomban nincs olyan nem rakos sejtvonal,
melyet széleskorlien elfogadnanak, mint referencia normal sejtvonal. Kozubika és
munkatarsai a fotalis vastagbélnyalkahartya (fetal colon mucosa) eredetii FHC (fetal
human cells) sejtvonal részletes karakterizalasat végezték el, valamint a spontan
megszerzett immortalitds mechanizmusat vizsgaltdk. Vizsgalataik szerint a spontdn

bekovetkezett immortalizacié (igy a folyamatos fenntarthatésag) a malignus
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transzformécio egy korai fazisat mutatja be [232]. Tehat sz6 sincsen a hagyomanyos

értelemben normal, nem rakos sejtvonalrol.
6.3. Fe, Cu, Zn meghataroziasa TXRF és GF-AAS modszerrel HT-29
sejtekben

Nagyon fontos a kiilonb6z6 klinikai kisérletek soran a nyomelemek meghatarozasa a
biologiai mintdkban, de ez sok esetben igazi kihivast jelent az analitikusoknak. A
kiilonb6z6 nemesfém-tartalmu (Pt, Rh) szerekkel végzett kezelések soran ezen elemek
nyomonkovetése nem jelent kiilonosebb gondot, mivel a megfeleléen érzékeny
analitikai mddszert nem befolydsolja a mintaeldkészités sordn (savas mikrohulldmu
feltaras, majd vizzel higitds) egy esetleges keresztszennyezés. A nehézségek azon
elemek meghatarozasanal kezdddnek, melyeknél a mintaelOkészités soran mar sokkal
nehezebb elkeriilni a szennyezést. Ez az eset all fenn a Fe, Cu, Zn meghatarozasanal is,
mivel a HT-29 sejtekben ezen elemek mennyisége: 10-20 ng/10° sejt (Fe), 4-8 ng/10°
sejt (Cu), 40-80 ng/10° sejt (Zn). A meghatarozandd elemek kis mennyisége miatt a
mintaelokészités soran a minta nagyfoku higitasa lehetetlenné tenné a mikroanalitikai
analizist, nem beszélve a desztillalt vizben és a feltarashoz hasznalt savban mérhet6 vak
értekekrél. Az ilyen tipusti mintdk esetében csak olyan analitikai médszerek johetnek
szoba, melyek mintaigénye csekély, de érzékenységiik nagy: flow injection induktiv
csatolasu plazma-tomegspektrometria (FI-ICP-MS), grafitkemencés atomabszorpcids
spektrometria (GF-AAS), totalreflexidés rontgenfluoreszcens spektrometria (TXRF).
Ezen harom moddszer felhasznaldsat sejtmintdk analizisére az Analitikai modszerek
fejezetben mar bemutattuk (2. tdbldzat).

A kezeletlen HT-29 sejtek Fe, Cu, Zn tartalmara nyert adatokat nehéz irodalmi
adatokkal Osszevetni. Szoboszlai és munkatérsai hataroztak meg TXRF modszerrel ezen
sejtvonal Fe, Cu, Zn tartalmat [87]. Azonban ez a tanulmdny az eredményeket a
szarazanyag, illetve fehérjetartalomra vonatkoztatja (Fe: 61,2 + 15,4 pg/g, 115,2 + 56,1
ng/mg protein, Cu: 8,2 + 2,9 ug/g, 13,8 + 0,8 ng/mg protein, Zn: 62,3 = 3,0 ug/g, 118,3
+ 45,9 ng/mg protein). A cikkben megtalalhatd a sejtek atlagos fehérjetartalma is: 187 +
39 ng/10° sejt. Ezen adat felhasznalasaval kiszamitottuk a sejtek Fe, Cu, Zn tartalmat
10° sejtre vonatkoztatva (20. tdbldzar). Jelentds az eltérés az eredmények kozott, bar
Szoboszlai tanulmanyaban leirja, hogy a HT-29 sejtvonal esetében a fehérjetartalom,

mint vonatkoztatasi alap igen bizonytalan volt (t6bb mint 20%-0s volt a sejtek
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fehérjetartalménak szérdsa) és ezért nem javasolja a fehérjetartalmat, mint referenciat
ennél a sejtvonalnal.

20. tablazat: HT-29 sejtek Fe, Cu ¢és Zn tartalma. Méréseink Osszevetése irodalmi
adatokkal.

ng/ 10° sejt Fe Cu Zn
[87] 21,54 +£10,49 2,58+0,15 22,12 + 8,58
Sajat mérések 10,57 + 0,97 4,55+ 0,27 41,33 + 3,07

A HT-29 sejtek fehérjetartalma hasonld tartoményban van a két kisérletben.
Szoboszlai kisérleteiben 187 + 39 pg/10°® sejt, sajat kisérleteinkben pedig 219,79 +
83,92 pg/10° sejt volt. Szoboszlai kisérleteiben a fehérjetartalom szorasa 20% koriil
alakult, mig sajat kisérleteinkben ennek kozel duplajat tapasztaltuk (38,18 %), amit nem
tartottuk elfogadhatonak, igy a sejtszamot valasztottuk vonatkoztatasi alapnak. A Zn/Cu
¢s Zn/Fe aranyokat vizsgalva a Zn/Cu aranyban nincs jelentdsebb eltérés (8,57 vs.
9,08), mig a Zn/Fe arany igen kiilonb6z6 volt (1,03 vs. 3,91).

A 2. tabldzatban lathatd, hogy mely tanulmanyokban hataroztak meg sejtek Fe, Cu,
Zn tartalmat. Azonban ezen kisérletekben nem HT-29 sejtvonalallal dolgoztak, a
vonatkoztatdsi alap pedig vagy a fehérjetartalom, vagy a tomeg, vagy a
szervesanyagtartalom volt. Mindenezek alapjan kvantitativ eredményeink ezen irodalmi
adatokkal valo Gsszevetését teljesen értelmetlennek tartjuk.

Vizsgaltuk a kelatorkezelések hatasat is a sejtek nyomelemtartalmara. Eredményeink
alapjan megallapithat6, hogy az Gjgeneracios vaskelatorok vizsgalatakor nem elegendd
a vas homeosztazisanak nyomonkovetése, mivel a Dp44mT molekula esetében a HT-29
sejtek Cu és Zn tartalmanak valtozasat is igazoltuk. A *°Fe izotoppal végzett vizsgalatok
[23, 233] a tobbi kelatizalhatd fém mennyiségének alakulasat nem kovetik, pedig
ezeknek a valtozasoknak is lehet szerepe a végso, a sejtek szaporodasat gatld hatasban,
valamint ezen harom elem homeosztazisa tobb ponton is dsszekapcsolodik (2.3.-2.7.

fejezet).

6.4. Mintaelokészités XANES technikahoz rakos sejtek esetében

A XANES meghatarozasok esetében a kisérleti elrendezés mellett a mintaeldkészités

a legfontosabb paraméter. A mintaeldkészités soran a sejteket fel kell vinni egy
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hordozdra, mely kompatibilis a méréhely kisérleti felépitésével, valamint biztositanunk
kell, hogy az altalunk vizsgalt elem oxidaciés allapota ne valtozzon meg a
mintael6készités soran.

Tenyésztett sejtek XANES analizisével minddssze egy tucatnyi tanulmany
foglalkozik, az ezekben alkalmazott mintaelokészitéseket vesszikk sorra a
kovetkezdkben.

Podgorczyk tobbféle mintaelokészitést is alkalmazott kisérleteiben [180]. XANES
spektrumokat vettek fel a Zn K abszorpcios élénél haromféle prosztatardk sejtvonal
esetében. A sejteket nem kezelték elézetesen Zn-tartalmi sokkal. A sejteket
tripszinezéssel vették fel a tenyésztd flaskakbol, majd négyszer mostak ket PBS-sel. A
PBS-t az utols6 centrifugalas utdn eltavolitottak, majd a sejteket 30 percig
szobahOmérsekleten, ezt kovetden pedig 2 o6rdan at 4 °C-on 2%-os fixalooldatban
(paraformaldehid vagy glutaraldehid PBS-ben) tartottdk. A fixaldoldat eltavolitasa utan
a sejtszuszpenziobol 20 upl-es cseppeket tettek Mylar foliara, majd beszaritottak.
Referenciaként fixalatlan sejteket (csak PBS-ben szuszpendalt) is felvittek foliara. (A
2D imaging vizsgélatokhoz pedig kozvetleniil a Mylar folidra novesztették a sejteket,
majd fixaltak 6ket). Elsé kisérleteikben 1x, 2x vagy 3x20 pl-es sejtszuszpenzid-
cseppeket tettek Mylar foliara, hogy kivalasszak, melyik mintaeldkészités biztositja a
legnagyobb jel/zaj ardnyt. Az eredmények fejezetben nem taldlunk dsszehasonlitast a
fixalt és nem fixalt sejtpreparacioval kapcsolatban. Nem deriil ki az sem, hogy a 20 pL-
es sejtszuszpenzid nagysagrendileg mennyi sejtet tartalmazhatott. (A cikk egyediil azt
emliti meg, hogy a randvesztéses technika esetében tul kicsi volt a cink-jel ahhoz, hogy
jol kiértékelhetd 2D felvételeket készitsenek a sejtekrol.) A mérésekhez 3x20 pL
sejtszuszpenziot cseppentettek Mylar foliara. Ennél a mintamennyiségnél mar felmeriil
a kérdés, hogy mekkora lehetett az igy keletkezd réteg vastagsaga, de a tanulmany ezzel
a kérdéssel sem foglalkozik. Valdszintlileg azért volt sziikség ekkora mintamennyiség
alkalmazésara, mert a sejteket elézetesen nem kezelték Zn tartalmu sokkal, igy azok Zn
tartalma alacsony lehetett. Ugyanezt a mintaelokészitést hasznaltdk egy masik
tanulmanyukban vizsgaltak a fixald6 modszer (2%-0s paraformaldehid vagy
glutaraldehid oldata PBS-sel készitve, vagy PBS 6nmagaban) hatasat a kén XANES

spektrumokra. Nem talaltak kiilonbséget a K abszorpcids ¢l helyzetében a fixalod
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modszertdl fiiggden. A sejtszuszpenziobol kétszer 50 uL-t cseppentettek a Mylar foliara
az analizishez. A mintaeldkészitési fejezet itt sem tesz emlitést arrdl, hogy mennyi
sejtbdl indultak ki, illetve a folidra cseppentett 50 plL-nyi sejtszuszpenziod
nagysagrendileg mennyi sejtet tartalmazott.

Munro fagyasztva-szaritott mintakat analizalt [189]. Az arzenittel valo kezelést
kovetéen a HepG2 sejteket kétszer mostak PBS-sel, a sejtfeliilethez kotodott As
eltavolitdsara. Ezutdn tripszinnel felvették Oket, Ujabb kétszeri PBS-es mosas
kovetkezett, majd a sejt-pelleteket folyékony nitrogénben lefagyasztottak és abban
taroltak. Analizis elott 24-48 oran at fagyasztva szaritottdk a mintakat és analizisig
deszikkatorban tartottdk. Az analiziseket fluoreszcens mddban 10 K (-263,15 °C)
hémérsékleten végezték el. Bonnitcha [175] is fagyasztva-szaritott sejteket analizalt, de
a tripszinezéssel felvett sejteket nemcsak PBS-sel mosta, hanem az egyik centrifugalasi
lépcsdben ammoénium-acetatot, a kovetkezoben 70%-os etanolt hasznalt és az igy
keletkezett sejtpelletet liofilizalta. A fagyasztva szdritott mintdkat polikarbonat
hordozoéra helyezték és a Co XANES spektrumokat fluoreszcens modban 10 K-en (-
263,15 °C) vették fel. A kobalttal nem kezelt sejtekrdl az elégtelen jelintenzitas miatt
nem tudtak XANES felvételeket késziteni. Ez a tanulmany sem tesz emlitést a
kiindulasi, illetve analizisre keriild sejtek szamarol.

Harris és munkatérsai is fagyasztva szaritott mintdkat hasznaltak mikro-XANES és
XANES analiziseikhez is [176, 184]. A mikro-XANES analizishez a feltripszinezett
sejteket PBS-sel, illetve ammonium-acetattal mostdk, majd ammoénium-acetatban
reszuszpendaltak. A szuszpenziobol 6t 1 ulL-es cseppet (100-200 sejt/l uL) Formvar
filmre helyeztek és 48 oran at -56 °C-on fagyasztva szaritottak. A fotomeg XANES
analizishez kb. 17 millié sejtbdl készitettek pelletet 70%-os etanol segitségével és
fagyasztva szaritottdk -56 °C-on 15 6ran at. A mintdkat analizis elétt 0,5 mm-es
pelletekké préselték ossze. A XANES spektrumokat 295 K-en (-21,85 °C) fluoreszcens
modban vették fel. Egymas utan tobb felvételt is készitettek ugyanarrdl a mintardl, hogy
a sugarzas esetleges kdarositdé hatasat ellendrizzék. Nem taldltak eltolodast az
abszorpcids ¢l energiajaban az egymas utani scanek esetében.

Ortega is fagyasztva-szaritott sejteket analizalt fluoreszcens modban [186]. A
tanulmany leirdsa szerint koriilbeliil 200 sejtben 1évé vasmennyiség adott elegend? jelet

ahhoz, hogy megfeleld Fe XANES felvételeket lehessen késziteni. Egy kovetkezd
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munkdjukban a sejteket kozvetlentil a polikarbonat vagy Formvar filmre tenyésztették.
A kezelést kovetden a sejteket PBS-sel mostdk ¢és kétféle mintaeldkészitést is
alkalmaztak. Az egyik esetben a sejteket 20 masodpercre -164 °C-on kriofixaltak, majd
folyékony nitrogénben taroltak az analizisig. A masik esetben a sejteket -35 °C-on
fagyasztva szaritottdk ¢és deszikkatorban tartottdk az analizisig. A Cr XANES
analiziseket szobahdmérsékleten levegd atmoszféraban, valamint 170 K-en (-103,15 °C-
on) nitrogénaramban is elvégezték. Azt tapasztaltak, hogy a fagyasztva szaritds nem
befolyasolta a sejtekben taldlhato krom oxidacios allapotat.

Hall is fagyasztva-szaritott sejtek Pt (L3 él) XANES analizisét végezte el 12 K-en (-
261,15 °C -on) [183].

Wellenreuther a Zn mikro-XANES analizisek elvégzéséhez Kapton foliara ndvesztett
sejteket hasznalt. A hirtelen, folyékony nitrogénben lefagyasztott sejteket analizaltak
[181].

Bacquart [187] a sejteket a tapoldatba helyezett 2%-os zselatin géllel kezelt 2 um
vastagsagu polikarbonat filmre novesztette, illetve kezelte vas-szulfattal vagy arzén-
trioxiddal. Kezelést kovetden fiziologids pufferrel mosta le a sejtekrdl az aspecifikusan
kot6dott vasat, illetve arzént. Ezutan a mintakat kriofixalta -160 *C-on, majd vagy -35
°C-on fagyasztva szaritotta és szobahOmérsékleten tarolta, illetve analizalta, vagy a
kriofixalast kovetden a sejteket folyékony nitrogénben tarolta és -100 “C-on analizalta
(fagyasztott-hidratalt allapotban). Fe és As mikro-XANES analiziseket végzett az igy
eldkészitett sejteken. A szobahdmérsékleten, a fagyasztva szaritott mintakrol készitett
As XANES felvételek esetében azt tapasztalta, hogy a jelintenzitas a 3. felvétel alatt
drasztikusan lecsokkent (kb. 18 perc analizis id0 utidn), mig a fagyasztott-hidratalt
allapotban 1évo sejtek -100 “C-on torténd analizisekor a fluoreszcens jel a 6. felvétel
készitésekor (kb. 36 perc analizisidé utan) is kelléen nagy volt. A Fe abszorpcids
spektrumdban, az abszorpciés ¢l helyzetében viszont nem taldltak eltérést a
mintaelokészitéstdl fiiggden (fagyasztva-szaritds, analizis szobahOmérsékleten vs.
fagyasztott-hidratalt sejtek analizise -100 °C-on). A szerzOk szerint fagyasztott-hidratalt
allapotban 1évo sejtek -100 °C-on val6 analizise ajanlott, ha a mikro-XANES analizisre
kivalasztott elem koncentracidja a speciacios hatarérték kozelében van (limit of
detection itt limit of speciation), tehat hosszi besugarzasi id0 sziikséges a felvételek

elkészitésére, mely soran a sugarzas karositd hatdsa és ezzel a jelintenzitas drasztikus
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csokkenése varhatd. Fagyasztva-szaritott sejtmintdk mikro-XANES analizise
kivitelezheté szobahdémérsékleten (amennyiben a mintat a rontgensugar nem roncsolja),
ha a vizsgalt elem kelléen nagy koncentracidban van jelen a sejtben (legalabb 6tszorose
a speciacios hatarnak), igy a felvételek elkészitéséhez sziikséges besugarzasi 1d6 rovid.
Bacquart [188] egy masik mikro-XANES tanulmanyaban is az elézéekben bemutatott
mintaelokészitést hasznalta: a kriofixalast kovetden a sejteket folyékony nitrogénben
tarolta és 150 K-en analizalta fagyasztott-hidratalt allapotban.

Az altalunk kidolgozott mintaelokészitési modszert hasznalva 5 egymds utani Fe
XANES felvétel esetében sem csokkent a jelintenzitas, valamint a Fe abszorpcios
¢lének helye sem valtozott. Tehat esetliinkben a sugarzas nem kdérositotta a mintat és
sugarnyalab feliiletegységenként kisebb energiasiiriséget eredményez, mint a mikro-
XANES analiziseknél alkalmazott igen kis atmérdjii sugarnyalab. Az Eredmények
fejezetben kozoltiik, hogy a sejtekben talalhatd vas legnagyobb része Fe(Ill) allapotban
talalhato, mely eredmény jo egyezést mutat az irodalmi adatokkal [187, 186],
bizonyitva ezzel, hogy a Fe XANES analizis¢éhez nem feltétlen sziikséges a sejtek
fagyasztott-hidratalt allapotban tartasa, valamint az analizis -100 °C-on valo

kivitelezése.
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7. Kovetkeztetések
7.1. Kisrendszamu elemek (Z<23) TXRF meghatarozasa

A kisrendszamu elemek TXRF meghatarozasa esetében a legnagyobb probléma a
minta Onabszorpcidja és ennek hatdsa a meghatarozni kivant elemek dinamikus
tartoméanyara. Ezért az elsé kisérletben a Ti-ra vonatkoztatott kalibracios faktorok
valtozasat vizsgaltuk a Na, Mg, P, S, K, Ca esetében kiilonboz6
koncentraciotartomanyokban. A késébbiekben munkank soran a referenciaanyagok
elemtartalmanak  meghatarozdsahoz mindig a mintdban taldlhato  elemek

Munkank tovabbi részében vizsgaltuk a ,,JowZ TXRF” technika alkalmazhatdsagat
biologiai mintdk esetében. Elvégeztiik egy folyékony (SERONORM humén szérum) és
harom szilard biologiai referenciaanyagban (NIST 1577a marhamdj, MURST-ISS-A2
antarktiszi rak, IAEA-331 spenét) a visszanyerési értékek (Na, Mg, P, S, K, Ca)
meghatdrozasat kiilonbozo feltardsi modszereket kovetden. Az eltérd szerves ¢és
szervetlenanyag-tartalommal rendelkezd referenciaanyagokat feltaras nélkiil, valamint
kistérfogata, klasszikus és kvarclapon végzett gézfazisu feltards utan is analizéltuk
»lowZ TXRF” spektrométerrel. Vizsgaltuk a kiilonb6z6 feltarasi modszerek hatasat a
visszanyerésekre.

A szérum referenciaanyag esetében elmondhatd, hogy a K és Ca meghatarozhaté a
mintaban kozvetlen analizissel is (feltaras nélkiil). A kisebb rendszamu elemek esetében
az Onabszorpcid megakadalyozza a pontos kvantitativ analizist; a P és S esetében a
meghatarozashoz a matrixnak megfeleld kalibraciods faktorok hasznalata javasolhato.

A “klasszikus” feltdrds hatékony modszer nagy szerves és szervetlen
anyagtartalommal rendelkezd mintdk esetében akkor, ha a higitas utan kapott oldatban a
meghatarozandé komponensek koncentracidja meghaladja a meghatarozasi hatart.

A kistérfogatt feltards esetében a minta szerves anyagtartalma nem tavolithatd el
kielégitden, a szervetlen matrix higitasa tal kisfoku, igy nagyobb lesz a hattér és a
fluoreszcens sugéarzas dnabszorpciodja is, ami rontja az analitikai teljesitményt.

A gbzfazisu feltaras esetében a szervetlen komponensek higitatlan jelenléte és a
minta részleges lemosddasa a kvarclaprol (a kondenzalt savcseppek miatt) egyaltalan

nem teszi lehetéveé a kvantitativ meghatarozast.
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A HT-29 sejtekben WOBISTRAX ,lowZ TXRF” ¢és ATOMIKA 8030C TXRF
spektrométerrel is megmért S tartalom korrelaciot mutatott a sejtszdmmal, melyet a

késobbiekben a sejtszam ellendrzésére is felhasznaltunk.

7.2. Fe, Cu, Zn meghatarozasa TXRF és GF-AAS moddszerrel HT-29

sejtekben

Az eredmények fejezetben bemutatott multielemes TXRF és szimultan GF-AAS
modszer alkalmas a kiilonb6zé vasvegyiiletekkel (FeSO4, FeCls, (Fe(lll)-citrat, Fe(III)-
transzferrin)) kezelt HT-29 sejtek Fe és Cu tartalmanak meghatarozasara. A sejtek
mintaelokészitésére hasznalt moddszer egyszerli: 24 o6ran 4t a sejteket a
centrifugalasukhoz is hasznalt Eppendorf csovekben tarjuk fel 65%-os salétromsav és
30%-0s hidrogén-peroxid elegyében. Bar a mddszerrel teljes feltaras nem érhet6 el, a
TXRF ¢és GF-AAS modszerrel pontos analitikai meghatarozasokat lehetett elérni ilyen
bioldgiai mintamatrixban is. A kontaminacié veszélyét pedig minimalisra
csokkentettiik ezzel a mintaeldkészitéssel. A TXRF és GF-AAS maddszerrel mért Cu és
Fe adatok jo egyezést mutattak. A nagyobb Fe koncentriciokat, valamint a sejtek Zn
tartalmat csak TXRF moddszerrel lehetett meghatarozni.

A vasfelvételi kisérletekkel kapcsolatban megallapithatdo, hogy FCS mentes
kornyezetben a sejtek 5-50-szer tobb vasat vettek fel, mint FCS-es tapoldatbol, illetve
kiilonbségeket lehetett megfigyelni a kiilonb6zd tipusu vasvegyiiletek felvétele kozott
is.

A kidolgozott modszerekkel lehetséges a rakos sejtek Fe, Cu, Zn tartalmanak
kovetése, melyet a vaskelatorokkal végzett kisérleteinknél is felhasznaltunk. A HT-29
sejteken az Ujgeneracids vaskeldtor Dp44mT-vel végzett kisérletek alapjan
megallapithatd, hogy ez a vegyiilet nemcsak a sejtek vas-, hanem réz- ¢és
cinkhomeosztazisat is befolyasolja.

Az legljabb, antiproliferativ hatdssal rendelkezé vaskelatorok hatdsmechanizmusa
intenziv kutatds targya és a legigéretesebb molekulakkal mar klinikai fazis I és II
vizsgélatok folynak. A wvaskelatorokkal folyd kisérletekben sokféle sejtbiologiai
paramétert mérnek a kutatok ¢és a tanulmanyok nagytobbségében a sejtek
vastartalméanak valtozasat *°Fe izotoppal kovetik nyomon. Eredményeink alapjan

javasolhatd a vaskelatorokkal végzett kisérletek esetében a réz- ¢€s cinktartalom
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nyomonkovetése is, mely elemek koncentraciovaltozasdnak is szerepe lehet az

antiproliferativ hatés kialakulasaban.

7.3. SR-TXRF-XANES

A XANES modszer segitségével lehetdségiink nyilt a rakos sejtekben a vas oxidacios
allapotanak ¢és koordinacidos kornyezetének vizsgalatira. Munkank soran el0szor
megfeleld6 mintaelokészitési modszert dolgoztunk ki rékos sejtek SR-TXRF-XANES
analiziséhez, majd a kidolgozott mddszert hasznaltuk kiilonb6z6 rakos sejtvonalak (ZR-
75-1, HT-29, MDA-MB-231, HCA-7), valamint eltéré novekedési fazisban (lag, log,
plateau) 1évé sejtek analiziséhez. Vizsgéltuk tovabba a kiilonbozd vegyszerekkel
(CoCly, NiCly, MgSOy, 5-fluorouracil, antimycin A) és vasformakkal vald (FeSOy,
FeCls, Fe(lll)-citrat, Fe(Ill)-transzferrin) kezelés hatasat a vas oxidacios allapotara és
koordinaciés kornyezetére a sejtekben.

Munkéankkal bemutattuk, hogy a kidolgozott mintaeldkészitési modszer (a
sejtszuszpenzi6d kvarclapra vald felcseppentése) és a SR-TXRF-XANES geometriai
elrendezés alkalmas a sejtekben 1év0 vas oxidacios allapotanak meghatarozasara,
valamint a félkvantitativ elemodsszetétel megallapitisara is. A modszer egyszerd,
viszonylag gyors, a kontaminéci6 veszélye minimalis kdszonhetden a mintael6készités
kevés szamu lépésének. A technika hatranya, hogy a felcseppentett sejtréteget
mikroszkdposan ellendrizni kell €s a mintaréteg vastagsaga nem lehet tobb mint egy
sejtréteg (monolayer). A modszer alkalmas lehet mas elemek tanulmanyozasara is: Cr,
Co, Ni, Cu, Zn.

Az elvégzett sejt-X ANES analizisek alapjan megallapithato, hogy a vas molekularis
szintll kornyezete ugyanaz maradt a kiilonb6z6 novekedési fazisokban, valamint a
vizsgalt sejtvonalak k6zott sem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

A CoCl,, NiCl;, MgSO,, kezelések utan a Fe oxidacios allapota a sejtekben
gyakorlatilag valtozatlan. A kezelt sejtek spektrumai jo egyezést mutattak a ferritin
spektrumaval. Az S-fluorouracil és antimycin A kezelések esetében azonban eltérést
tapasztaltunk az abszorpcios €l helyzetében a ferritin spektrumahoz viszonyitva (az 5-
fluorouracil esetében az abszorpcidés €l nagyobb energidk felé tolodott, ami a Fe
magasabb oxidacios allapotara utal; az antymicin A kezelés pedig hatissal volt a

spektrum lefutésara).
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A sejtek kiilonb6zd vasformakkal vald kezelése utan felvett XANES spektrumok
lefutasdban talalunk eltéréseket, de ezeknek értelmezése még tovabbi kisérleteket

igényel.

128



DOI:10.14753/SE.2012.1703

8. Osszefoglalas

A disszertacid harom részre tagolhatd. Az elsé részben biologiai mintakban 1évo
Kisrendszamt elemek (Z<23) meghatarozasanak lehetdségét vizsgaltuk totalreflexios
rontgenfluoreszcens spektrometriai (TXRF) modszerrel. Humén szérum, marhamadj,
antarktiszi rdk és spenot referenciaanyagokat elemeztiink kistérfogata, klasszikus és
gbzfazisu, kvarclapon torténd feltarast kovetden. Kisérleteink alapjan a biologiai
mintakban 1év0 kisrendszdmu elemek meghatarozasahoz elsédlegesen a klasszikus
feltarasi modszer ajanlhat6. A masodik részben HT-29 sejtek Fe, Cu, Zn tartalmat
hataroztuk meg TXRF modszerrel és kidolgoztuk az ehhez sziikséges mintael6készités
1épéseit. Hitelesitett sejtreferenciaanyag hidnydban a TXRF modszerrel kapott
eredményeket  grafitkemencés atomabszorpciés  spektrometriaval — (GF-AAS)
ellendriztiik. A kidolgozott modszerrel a vas kiilonbozé vegyiileteivel (FeSOq4, FeCls,
Fe(ll)-citrat, Fe(Ill)-transzferrin), illetve kelatorokkal (Dp44mT, EDTA) kezelt HT-29
sejtek Fe, Cu és Zn tartalmat mértiik. A kidolgozott mintaelokészitési modszer alkalmas
0,2-10 x 10° sejt Fe, Cu és Zn tartalmanak meghatarozasara TXREF, illetve GF-AAS
modszerrel. A vasfelvételi kisérletekkel kapcsolatban megallapithato, hogy FCS (fetal
calf serum) mentes kornyezetben a sejtek 5-50-szer tobb vasat vettek fel, mint FCS-es
tapoldatbol, valamint kiilonbségeket lehetett megfigyelni a kiilonb6zd tipust
vasvegyliletek felvétele kozott is. A HT-29 sejteken az tujgeneracios vaskelator
Dpd44mT-vel végzett kisérletekkel igazoltuk, hogy ez a vegyiilet nemcsak a sejtek vas-,
hanem réz- és cinkhomeosztazisat is befolyasolja. Munkank harmadik részében
mintaelOkészitési modszert dolgoztunk ki SR-TXRF-XANES (synchrotron radiation
induced total reflection X-ray fluorescence/X-ray absorption near edge structure)
elemzésekhez a vas oxidacios allapotanak meghatarozasara rakos sejtekben. A
kidolgozott mintaelokészitési modszer és a SR-TXRF-XANES geometriai elrendezés
alkalmas a sejtekben 1évd vas oxidacids allapotdnak meghatdrozédsara, valamint a
félkvantitativ elemosszetétel megallapitasara is. A CoCly, NiCly, MgSO,4 vegyiiletekkel
valo kezelések utan a Fe oxidaciés allapota a sejtekben gyakorlatilag valtozatlan. A
kezelt sejtek spektrumai jo egyezést mutattak a ferritin spektrumaval. Az 5-fluorouracil
¢s antimycin A kezelések esetében azonban eltérést tapasztaltunk az abszorpcios él

helyzetében a ferritin spektrumahoz viszonyitva.
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9. Summary

The thesis can be divided in three parts. The first section is devoted to the
determination of the ,,low Z” elements (Z<23) in different biological matrices by total
reflection X-ray fluorescence (TXRF) method. Human serum, bovine liver, Antarctic
krill and spinach certified reference materials were analyzed after microwave assisted
acid digestion in conventional and micro-vessels, as well as vapor-phase acid digestion
performed directly on the TXRF carrier plates. On the basis of the results, the
conventional acid digestion can be primarily recommended for the determination of
Llow Z” elements in biological matrices. The second part deals with the
microanalytical method development for Fe, Cu and Zn determination in HT-29
colorectal cancer cells. In the lack of certified reference materials, the accuracy of the
results was checked by performing measurements with GF-AAS. The developed
microanalytical methods were used for the determination of Fe, Cu and Zn in HT-29
cells treated with different iron compounds (Fe(ll) sulfate, Fe(lll) chloride, Fe(lll)
citrate and Fe(lll) transferrin) and iron chelators (Dp44mT, EDTA). The developed
sample preparation method is suitable for the TXRF or GF-AAS determination of Fe,
Cu, Znin 0,2 -10 x 10° cells. Concerning the experiments aiming at iron uptake it could
be established that iron uptake by HT-29 cells incubated in FCS-free medium was cca.
5-50 times higher compared to cells cultured in FCS supplemented medium and
significant differences in the iron uptake compared to the iron supply were observed.
On the basis of the experiments using the novel iron chelator Dp44mT it can be
concluded that this chelator influences not only Fe but also Cu and Zn homeostasis of
cancer cells. The third part of the thesis deals with development of a sample
preparation procedure to determine the oxidation state of Fe in human cancer cells by
using X-ray absorption near edge structure (XANES) analysis in combination with
synchrotron radiation (SR) induced TXRF acquisition. The developed sample
preparation method and the SR-TXRF-XANES geometric arrangement were suitable
for XANES studies of iron in cells and for semiquantitative determination of elemental
composition. The oxidation state of iron in cells treated with CoCl,, NiCl,, MgSO, was
practically unchanged and their XANES spectra were very similar to that of ferritin.
However, differences in the position of the absorption edge were observed in XANES
spectra of cells treated with 5-fluorouracil and antimycin A.
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12. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni témavezetdomnek prof. Dr. Zaray Gyulanak,
hogy munkamat iranyitotta, annak feltételeit megteremtette és értékes tanacsokkal latott

el a doktori disszertaciom tartalmi és formai Osszeallitasaban.

K6sz6nom a Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola elnokének, Dr. Széke Evanak a
lehetdséget, hogy a Ph.D. tanulméanyaimat elvégezhettem, tovabba a Semmelweis

Egyetem Doktori Iskolanak a nekem itélt predoktori 6sztondijat.

Koszonom Dr. Szoboszlai Norbert konzulensemnek, hogy doktori munkam soran
mindig szamithattam ra a kisérletek megtervezésétél kezdve azok kiértékeléséig és
értelmezéséig. Dr. Ovari Mihaly egyetemi adjunktust koszonet illeti a ,,JlowZ TXRF”
méréseknél nyujtott segitségéért. Dr. Mihucz Viktor Gabor egyetemi adjunktusnak

koszondm Onzetlen segitOkészségét és biztatasat doktori munkam soran.

Ko6szondm Dr. Kralovanszky Juditnak, az Orszagos Onkologiai Intézet Klinikai
Kisérleti Laboratoriumi Osztaly vezetdjének, hogy osztdlyan a sejttenyésztéshez
kapcsolodo feladatokat elvégezhettem, segitOkészségét és mindig Gszinte érdeklddését.
Dr. Budai Barna tudomanyos munkatarsnak kdszonom a statisztikai kiértékelésekben
nytjtott segitséget és értékes észrevételeit. Dr. Réti Andreanak koészondom, hogy

bevezetett a sejttenyésztés rejtelmeibe és barati biztatasat.

Koszonettel tartozom Christina Streli professzorasszonynak, Peter Wobrauschek
professzornak, Peter Kregsamernek, hogy folyamatosan biztositottak szamomra a
mérési lehetdséget a bécsi Atominstitutban, a nyugodt, barati légkort, amiben
laboratoriumukban mindig dolgozhattam. Florian Meirernek koszonom a XANES

mérések kiértékelését, kérdéseimre adott lelkes és nagyon részletes valaszait.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Ajtony Zsolt egyetemi docensnek, hogy a GF-AAS

méréseket tanszékén lehetové tette és segitségét a mérések soran.

Koszonet illeti Bendo Zsoltot a SEM felvételek elkészitéséért, Pénzes Csanadot

pedig az AFM mérésekért.

Veégiil koszonom Sziileimnek szeretetiiket és tamogatasukat, Balintnak pedig kitarto

tiirelmet és a mindennapi békés hdatteret.
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