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Inductively coupled plasma mass spectrometry: een zeer gevoelige
techniek voor het meten van metaalbevattende oncolytica
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Kern punten

* De verdere ontwikkeling van platinabevattende oncolytica vraagt om
nauwkeurige en gevoelige methoden voor de kwantitatieve analyse
van deze middelen.

De veelzijdigheid van inductively coupled plasma mass spectrometry
biedt door de hoge gevoeligheid veel mogelijkheden voor de analyse
van platinabevattende oncolytica.

e remmende werking van cisplatine op tumoren is in 1965

per toeval ontdekt door de biofysicus Barnett Rosenberg [1].

Cisplatine veranderde testiscarcinoom van een levens-
bedreigende ziekte in een ziekte met een genezingskans van meer
dan 80% [2]. Ruim veertig jaar later hebben de platinaverbindingen
cisplatine, carboplatine en oxaliplatine (figuur 1) een belangrijke
plaats ingenomen in de strijd tegen kanker.
Met de groeiende belangstelling voor platinabevattende oncolytica
is de behoefte aan nauwkeurige en gevoelige methoden voor de
kwantitatieve analyse van deze middelen toegenomen. De bepaling
van platinabevattende oncolytica in klinische monsters is belangrijk
voor begrip van de farmacokinetiek en de farmacodynamiek van
deze middelen. De methoden die hiervoor nodig zijn, moeten
platinaverbindingen en gevormde metabolieten kunnen meten in
weefsel of biologische vloeistoffen als bloed, serum, plasma,
ultrafiltraat en urine. Omdat platinabevattende oncolytica in het
lichaam kunnen zijn gebonden aan eiwitten, DNA en andere kleine
moleculen, is bepaling van deze adducten ook van belang.
Naast de analyse van platinaverbindingen in biologische matrices
ten behoeve van klinisch onderzoek, kunnen bepalingsmethoden
worden ingezet om de mogelijke blootstelling van bereidend
personeel aan deze cytostatica vast te stellen. In aanvulling op de
bepaling van de opname van platinabevattende oncolytica in het
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Abstract

Inductively coupled plasma mass spectrometry: a very sensitive
method for determination of metal containing anticancer agents
The discovery of the antiproliferative properties of cisplatin had a
major impact on the prognosis of several malignancies. The
platinum-based drugs cisplatin, carboplatin and oxaliplatin
continue to have a major role in medical oncology. Clinical
monitoring of these drugs is important to understand their
pharmacokinetics and pharmacodynamics. In addition, determi-
nation of platinum originating from anticancer agents is relevant
to assess occupational exposure of health care personnel working
with these compounds. Inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) is a highly sensitive technique that is able
to determine platinum-based agents in a wide range of sample
matrices, including those of biological and environmental origin.
Coupling of chromatographic methods to ICP-MS can be used for
the separation of the parent compounds, their metabolites and
the various reaction products. In the current review we provide an
overview of the technique and the clinical applications of ICP-MS
in platinum-based anticancer therapy.
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lichaam, geeft de analyse van oppervlaktemonsters informatie over
verontreiniging op de werkplek.

Vanwege de beperkte beschikbaarheid van het monster en de lage
concentraties geneesmiddel, zijn voor de eerder genoemde bepalin-
gen gevoelige en specifieke methoden vereist. In de loop der jaren
zijn verschillende technieken gebruikt om platinabevattende
cytostatica te analyseren [3]. Een van deze technieken is massa-
spectrometrie (MS) met ionisatie in een inductief gekoppeld plasma
(inductively coupled plasma, ICP). De eerste publicatie over de
bepaling van platinaverbindingen met ICP-MS verscheen in 1990 [4].
Bijna twintig jaar later heeft ICP-MS in dit deelgebied van de
oncologie een vooraanstaande positie verworven. De hoge gevoelig-
heid en de brede toepasbaarheid op zowel oppervlakte- als biologi-
sche monsters hebben hieraan bijgedragen [5, 6]. In dit artikel
zullen de techniek en de verschillende toepassingen van ICP-MS

als detectiemethode voor de bepaling van platinabevattende
oncolytica worden besproken.

Inductively coupled plasma mass spectrometry

De detectiemethode ICP-MS gebruikt inductief gekoppeld plasma
als ionisatietechniek voor massaspectrometrie (figuur 2). Het
monsterintroductiesysteem is opgebouwd uit een vernevelaar en
een peristaltische pomp. Dit systeem zet het vloeibare monster om



buitenste buis stroomt het koelgas, dat de wanden van de toorts
Figuur1 beschermt tegen de hoge temperaturen van het plasma. Tevens
Structuurformules van platinabevattende oncolytica vormt het koelgas de belangrijkste bron voor de instandhouding van
het plasma. Rondom de centrale buis stroomt het hulpgas, dat de
HN cl positie van het plasma in de toorts kan aanpassen. Een stroom
\ / o argongas door de centrale buis leidt het monster naar het plasma.
Pt cisplatine Een inductiespoel, aangesloten op een generator van radiofrequente
HN / \CI stroom, omsluit het bovenste deel van de toorts en is in staat in de
’ toorts een magnetisch veld op te wekken (figuur 3.2). Een elektrosta-
HN o tische ontlading in het gas zet een proces in gang waarbij elektronen
\ o worden vrijgemaakt van argonatomen (figuur 3.3). Onder invloed
Pt carboplatine van het magnetische veld veroorzaakt dit een kettingreactie van
/ No botsingen, wat resulteert in de vorming van een plasma (figuur 3.4).
HN o Het plasma kan temperaturen bereiken van 6000 tot 8000 K. In het
H, o plasma ondergaan de aerosoldruppels processen als desolvatatie,
N\ /o—/ dissociatie, atomisatie en ionisatie (figuur 3.5) [8]. De in het monster
C[ Pt oxaliplatine aanwezige moleculen worden afgebroken tot atomen en voorname-
N \0_\ lijk omgezet in eenwaardig geladen ionen. Dit maakt plasma een
", ° ideale bron voor massaspectrometrie. Een belangrijk verschil met
jonisatietechnieken als elektrospray-ionisatie en matrix assisted

laser desorption/ionization (MALDI) is dat door de kracht van het
plasma alle moleculen volledig uiteenvallen in de elementen waaruit
ze zijn opgebouwd.

Een interface koppelt het ICP aan de massaspectrometer om de
ionen in staat te stellen de verschillen in druk en temperatuur
tussen beide compartimenten te overbruggen. De interface bestaat
uit twee trechtervormige conussen en een mechanische pomp,
zodat op efficiénte wijze de ionen van atmosferische druk naar

in een aerosol die in de verstuivingskamer terechtkomt. Onder
invloed van de zwaartekracht scheidt de verstuivingskamer de
druppeltjes in de aerosol op grootte, zodat alleen de kleinste
druppeltjes het ICP kunnen bereiken.

Een ICP is opgebouwd uit drie concentrische kwartsbuizen, de
zogenaamde toorts, waarin argongas stroomt (figuur 3.1). In de

Figuur 2
Schematische weergave van een massaspectrometer met inductief gekoppeld plasma [5]
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Figuur 3

Schematische weergave van de vorming van inductief gekoppeld plasma [7]

toorts

0000

inductiespoel argongas elektromagnetisch veld

il -

elektrische ontlading

monsterintroductie
0000

[rem—
0 [US——

' -——
oo

i

vorming inductief gekoppeld plasma ionisatie

vacuiimomstandigheden worden overgebracht. Direct achter de
interface bevindt zich de ionenlens, die de ionen in de richting van
de massaspectrometer stuurt. In de meeste gevallen wordt een
quadrupool gebruikt als massaspectrometer. De quadrupool is
opgebouwd uit twee paar parallelle staven. Door een bepaalde
spanning op deze staven te zetten, kunnen alleen ionen met de
geselecteerde verhouding massa/lading (m/z) de quadrupool
passeren. Omdat een quadrupool snel de spanningsinstellingen

kan veranderen, kunnen in een kort tijdsbestek vele massa’s en

dus vele elementen worden bepaald. De ionen die de quadrupool
passeren, arriveren op het actieve oppervlak van de detector. De
detector is in feite een elektronenvermenigvuldiger, die een cascade
aan elektronen vrijgeeft totdat een signaal meetbaar is. Dit signaal
staat in verhouding tot het aantal ionen dat de detector heeft
geraakt.

ICP-MS wordt gebruikt voor de bepaling van metalen zoals platina
en lood, alsook voor de bepaling van elementen die niet tot de groep
van metalen behoren, bijvoorbeeld de metalloiden antimoon [9] en
boor [10] en het halogeen jood [11]. De hoge gevoeligheid (tot 10 g/I)
en het vermogen meerdere elementen in één monster tegelijk te
bepalen onderscheiden ICP-MS van vergelijkbare detectiemethoden
als atoomabsorptiespectrometrie (AAS) en atoomemissiespectro-
metrie (AES).

Platinaverbindingen in biologische monsters

Na intraveneuze toediening worden platinaverbindingen omgezet

in gehydrolyseerde metabolieten. Deze reactieve metabolieten
verdelen zich snel over het lichaam en komen vrij voor in de
bloedbaan of gebonden aan plasma-eiwitten, erytrocyten en witte
bloedcellen. Vanwege de snelle biotransformatie en hoge reactiviteit
van de metabolieten is farmacokinetisch onderzoek van de moeder-
stof of de metabolieten technisch moeilijk en in de praktijk niet
uitvoerbaar. Daarom is de bepaling van de totale hoeveelheid platina
een algemeen geaccepteerde benadering voor de analyse van
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platinabevattende oncolytica in verschillende biologische matrices
[12, 13].

In 1990 werd voor het eerst gebruikgemaakt van ICP-MS in onco-
logisch onderzoek [4]. Sindsdien is ICP-MS uitgegroeid tot een
geaccepteerde en veel gebruikte detectiemethode voor de bepaling
van platina-atomen afkomstig van cytostatica in biologische
vloeistoffen en weefsels. Het gebruik van ICP-MS voor de bepaling
van de totale hoeveelheid platina levert informatie op die onafhan-
kelijk is van de moleculaire structuur van de moederstof en zijn
metabolieten.

In de literatuur staan analyses beschreven in plasma, serum,
ultragefiltreerd plasma, ultragecentrifugeerd plasma, eiwitgeprecipi-
teerd plasma en urine. Plasma en serum bevatten de eiwitgebonden
en vrije platinaverbindingen, ultragefiltreerd, ultragecentrifugeerd
en eiwitgeprecipiteerd plasma bevatten de vrije fractie, die als
farmacologisch actieve fractie wordt beschouwd [14]. Zenuwweefsel
en nierweefsel zijn naast tumorcellen de meest onderzochte
weefsels. Onderzoek van genoemde weefsels is met name interes-
sant vanwege de renale en neurale toxiciteit die kenmerkend is voor
platinabevattende cytostatica.

De hoge gevoeligheid van ICP-MS maakt het mogelijk na behande-
ling met platinaverbindingen de platina-accumulatie in het lichaam
op lange termijn te evalueren [15-17] en platina te bepalen in kleine
hoeveelheden weefselmonsters. Analyse van late blootstelling, jaren
na de laatste toediening, kan inzicht verschaffen in relaties tussen
blootstelling gedurende de tijd en toxiciteit. In figuur 4 zijn de
resultaten van een studie naar de retentie van platina in het lichaam
op lange termijn weergegeven [17]. leder punt in figuur 4 komt
overeen met de platinaconcentratie in plasma (ng/l) van één patiént
op het op de x-as aangegeven moment.

Platinaverbindingen gebonden aan DNA
Hoewel het exacte werkingsmechanisme van platinaverbindingen
niet bekend is, wordt aangenomen dat de binding van platina aan




DNA in de celkern de bepalende stap is die leidt tot celdood. Na
intraveneuze toediening en het binnengaan in de cel, binden de
gevormde reactieve metabolieten aan verschillende biomoleculen,
waaronder DNA. De reactieve metabolieten binden DNA bij voorkeur
op de nucleofiele N7-posities van de purinebasen guanine en
adenine. Dit leidt tot de vorming van DNA-adducten tussen basen in
dezelfde keten (intrastrand) of tegengestelde ketens (interstrand)
[18]. De gevormde platina-DNA-adducten beinvloeden de replicatie
en de transcriptie van DNA en remmen hiermee de tumorgroei.

Dit mechanisme maakt de bepaling van de hoeveelheid DNA-adduc-
ten in het lichaam interessant. Van de moleculen cisplatine en
carboplatine die cellen weten binnen te dringen, slaagt slechts 1%
erin te binden aan DNA-moleculen [19]. Gezien de kleine hoeveelheid
platina die aan DNA bindt, is een gevoelige techniek vereist om een
dergelijke bepaling te kunnen uitvoeren. De hoge gevoeligheid van
ICP-MS maakt dit mogelijk. In de literatuur zijn verschillende studies
beschreven waarin ICP-MS gebruikt wordt om DNA-adducten te
kwantificeren in witte bloedcellen en weefsels van patiénten na
behandeling met platinabevattende oncolytica [20, 21]. ICP-MS is

in staat platina-DNA-adducten te bepalen in slechts 1 mg weefsel,
oftewel 5 g DNA [22].

Platinaverbindingen in oppervlaktemonsters
Platinaverbindingen spelen een belangrijke rol in de behandeling
van kanker. Dit houdt in dat deze middelen op grote schaal voor
toediening gereedgemaakt moeten worden. Blootstelling van
ziekenhuispersoneel aan platinaverbindingen kan op verschillende
manieren plaatsvinden: via direct contact bij bereiding of toediening
van de cytostatica of door verontreiniging van de werkomgeving bij
de productie van infusen met deze middelen. Daarnaast kan
besmetting plaatsvinden via excreta of afvalwater. Onderzoek heeft
namelijk aangetoond dat aanzienlijke hoeveelheden platinabevat-
tende oncolytica via de urine van patiénten in het afvalwater
kunnen terechtkomen [23]. Men dient rekening te houden met de
eventuele gezondheidsrisico’s die blootstelling van gezonde mensen
aan cytostatica met zich meebrengt. Het is daarom van belang de
besmettingsrisico’s op de werkplek in kaart te brengen. Vanwege de
lage concentraties platina die aanwezig zijn in de biologische
monsters van personeel en in de oppervlaktemonsters van de
werkomgeving, is ICP-MS een veelgebruikte methode voor deze
bepalingen [24-26].

Scheiding voorafgaand aan ICP-MS

De farmacokinetiek van platinaverbindingen in het lichaam is
complex. Daarom is de bepaling van de totale hoeveelheid platina
een algemeen geaccepteerde methode voor de analyse van platina-
bevattende oncolytica in het lichaam. Het bepalen van de moeder-
stof, de verschillende metabolieten en de gevormde adducten met
DNA en eiwitten zoals albumine en transferrine is echter ook van

Figuur 4
Concentratie platina in plasma uitgezet tegen de tijd na
het einde van de behandeling [17]
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belang voor de verbetering van de kennis omtrent deze middelen.
Hiertoe kan men een scheidingsmethode combineren met ICP-MS-
detectie. Vloeistofchromatografie in combinatie met ICP-MS is een
veelzijdige methode om de verschillende platinabevattende
moleculen te scheiden. In de literatuur staan verschillende typen
kolommen beschreven die voor deze analyses gebruikt worden,
waaronder reversed phase, size exclusion, ion-exchange en ion-pair-
chromatografie. De koppeling van HPLC aan ICP-MS vindt plaats
door een slangetje te plaatsen tussen de uitgang van de HPLC-kolom
en de vernevelaar van de ICP-MS. Bij de koppeling van beide
technieken is de samenstelling van de mobiele fase een belangrijk
punt van aandacht. Vanwege de negatieve invloed die organische
oplosmiddelen en zouten hebben op de prestaties van de ICP-MS,
moeten de hoeveelheden van deze stoffen in de mobiele fase tot
een minimum worden beperkt [5].

Een voorbeeld van vloeistofchromatografie gekoppeld aan ICP-MS is
de scheiding van de verschillende platinametabolieten gevolgd door
detectie van platina in de fracties [27, 28]. Een ander voorbeeld van
een dergelijke methode is de scheiding en detectie van platinacom-
plexen gebonden aan eiwitten [29]. Hoewel niet geheel duidelijk is
welke rol die eiwitbinding speelt in het werkingsmechanisme van
deze cytostatica, zou ze van invloed kunnen zijn op de effectiviteit
en de bijwerkingen van deze middelen [30]. Scheiding en detectie
van de verschillende platina-DNA-adducten is ook mogelijk [31].
Informatie over de verschillende DNA-adducten kan meer inzicht
geven in het mechanisme dat verantwoordelijk is voor celdood. Tot
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slot gebruikt men de genoemde combinatie voor het scheiden en
detecteren van platinaverbindingen in oppervlaktemonsters en
afvalwater [32]. Dit is van belang omdat de moleculaire structuur de
toxiciteit van platina bepaalt.

Conclusie

De succesvolle toepassing van ICP-MS in de oncologie heeft grote
invloed gehad op de ontwikkeling van de kwantitatieve analyse van
platinabevattende oncolytica in biologische en oppervlaktemon-
sters. De hoge gevoeligheid van ICP-MS maakt deze techniek
geschikt voor farmacokinetische studies en voor de bepaling van
platina-accumulatie in cellen en de binding van platina aan DNA en
eiwitten. Daarnaast kan met ICP-MS de mogelijke blootstelling van
ziekenhuispersoneel aan platinabevattende oncolytica worden
bepaald. De huidige ICP-MS-instrumenten zijn in staat metaal-
elementen te kwantificeren tot concentraties van 107 g/I. Deze
eigenschap maakt ICP-MS een bruikbare techniek voor verder
onderzoek naar de behandeling van kanker met platinabevattende
middelen en het zoeken naar de opheldering van het exacte
werkingsmechanisme dat achter deze effectieve cytostatica
schuilgaat.
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