yi

ADAM JAROStAW SAINOG

ZASTOSOWANIE METODY
ABLACIJI LASEROWEJ POtACZONEJ Z ICP-MS
DO OZNACZANIA | WIZUALIZACII
ROZMIESZCZENIA PIERWIASTKOW
W MIEKKICH TKANKACH USTROJOWYCH

PRACA DOKTORSKA WYKONANA
W PRACOWNI ANALIZY SPEKTROSKOPOWEJ PIERWIASTKOW
WYDZIAtU CHEMII
UNIWERSYTETU IM . ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

PROMOTOR: PROF. DR HAB. DANUTA BARAtKIEWICZ
PROMOTOR POMOCNICZY: DR ANETTA HANC

POZNAN 2017



Pragne zlozy¢ serdeczne podziekowania:

Pani Profesor Danucie Baralkiewicz

za cenne rady, zaangazowanie, pomoc i opieke merytoryczna
w trakcie badan i pisania rozprawy doktorskiej

Dr Anetcie Hané

za cenne wskazowki, poSwiecony czas,
nieustajaca pomoc i pogotowie naukowe i duchowe

Kolezankom i Kolegom
z Pracowni Analizy Spektroskopowej Pierwiastkow

za serdeczng atmosfere pracy, zyczliwos$¢ i ciekawe dyskusje
naukowe i nie tylko

Rodzicom i1 Rodzenstwu

za nieslabnace wsparcie duchowe i materialnie.
Bez Was ta praca by nie powstala.



Praca czesciowo finansowana w ramach grantu:
NCN Preludium UMO-2015/N/17/ST4/03808

,llosciowa wizualizacja rozmieszczenia pierwiastkéw
w miekkich tkankach ustrojowych z zastosowaniem
techniki LA-ICP-MS”



SPIS TRESCI

WVUSTEP ..ceeeeeeennnnennnnneeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnss 8

CZESC TEORETYCZNA .....cueveereeeeereaeesesesessessesesessessesessessesssssssssessessesssessastessesessessessesessessessesssessessessssensanes 9

1. ABLACJA LASEROWA Z DETEKCJA W SPEKTROMETRZE MAS Z JONIZACJA W PLAZMIE SPRZEZONE)

INDUKGCYJNIE .....cteeiertenneertenneertenseerennseersnnsesssnssesssnssesssnssesssnssesssnssssssnssesssnssssssnssssssnssssssnssssssnssesssnssessnnsssssnne 10
1.1. INFORMAGCIE OGOLNE ..vevvieieiiieieieieieietetetereseseteeesesesstesesereseserreereeeeereererresreesrerrrreerrerereersrrrrsrsrrrrsrereren
1.2. RODZAJE LASEROW ...ceeieieieieieieieieeeieeereeerereseeeseeesesessessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesessssssrersrens
1.3. KOMORA ABLACYINA ...coeieieiiiiieieieieieieteeeteteeeeeteeeteteseseeesereeeree st ereseeereeresresrersrerrrrsseserssssrssrsssesrrrarrrrernns
1.4. KOMPROMIS MIEDZY PARAMETRAMI APARATUROWYMI A JAKOSCIA POMIAROW
1.5. IMIECHANIZIMY ABLACI cvvveverereeeeeieeereeereeereresesereresesesssesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssserssene
1.6. FRAKCIONOWANIE «.eeveieieieieieieeeieeeteteeeeeseseseseteeesesessseeeesresessseeesesesesesesssesssesrsessessssesssssrsserssessrsaerrrernes
1.7. INTERFERENCIE SPEKTRALNE ..1eveteteterererererererererereeerereeseeesesesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssrssnes
1.8. INTERFERENCIE FIZYCZNE .vevveeieieieieieieteeeeeeeeeeeseeeeesesetesesesesesesseeseseeessereseeseeeeereereererereeerererrrrrrrerarrrrrrne

2. KALIBRACGIA.... oo eieeeeetteeneettenseertnssestenssessenssessenssesssnssessenssesssnsssessanssssssnssesssnsssssnnssssennssssannssssennssssannnne 16
2.1. WWZORZEC WEWNETRZNY 1eutuuuuuuununnnnnnnnnsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssnssssnnsnsnnnnn
2.2. STRATEGIE KALIBRACJI W ANALIZIE TKANEK

3. BADANIE PROBEK KLINICZNYCH.......cooueeveeueerrireeseesesseessesseesesssessessesseessessessessssssessessesssessessessssnsessessess 22
3.1. PRZYGOTOWANIE PROBEK KLINICZNYCH DO ANALIZY METODA LA-ICP-MS
3.2. PODSTAWKI POD PROBKE........cteteteteteierererereretereretesesetereseeeeeseeeeeseeeeereereseereeereeeerrereeerererererrrrerrererrreee
3.3. WVYMIARY PROBKI «.vuuuuuunennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnennnennsnnsnnnsnsnnnsnsnsssssnsnsnsnsnsssssssssssssnnssnsssnssssnnnssnsssnsnnnsnnnnnnnnnnn
3.4. ZAGADNIENIA ETYCZNE . uuuuuuuuunnnnnnnennsnsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnsnnnnnnn
3.5. LY =17 N U
3.6. TOKSYCZNOSC PIERWIASTKOW ..eiiieieieieeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeaaaaaeeens

4. PRZEGLAD LITERATURY SWIATOWEJ — ANALIZA PROBEK KLINICZNYCH METODA LA-ICP-MS............ 27
4.1. CELE BADAN | RODZAJE PROBEK
4.2. Y 2
4.3. APARATURA ...ttt ettt a e e e e e e e e e aaaaeas
4.4, ASPEKTY METROLOGICZNE ...eeeevvtuuuieeeeerersssueieseeersssssnnaseesssssssnsesessssssssnasesesssssssnesessssssssnnneeesssssssnnnnns

CEL PRALCY ..ceuiiiieniiiitenniiinensesisessesisnssesssnssssssnssesssnssesssnssssssnssssssnssssssnssssssnsssssnnsssssnnsssssnnsssssnnssssansssssanssssssnnnns 46

CZESC EKSPERYIMENTALNA . .....ooiuiiiieeeestiinesesseestsssessessssssssessessessssssessssssessessessesssessessessssssessessssssessessessens 47

5. APARATURA, ODCZYNNIKI, ROZTWORY, MATERIAL BADAWCZY, MATERIALY ODNIESIENIA.............. 48
5.1. APARATURA | SPRZET LABORATORYINY ...eeevtruuuiereeererrrsnnieseeeresssnnesesesssssssnneeesessssssssnesessssssssnnesessssssssnnnns 48
5.2. ODCZYNNIKI, GAZY | MATERIALY ODNIESIENIA vvvvvvverrrerrerrerrrereressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesessserereree 48
5.3. PRZYGOTOWANIE WZORCOW STALYCH | ROZTWOROW ...evvvvviririrerierereeereeeerererereeerereeesesesssesesssssesssssssssesees 50
5.4. IMIATERIAL BADAWCZY ...eeveveveeeeeeeeeesrerereesreresseessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssesssssssssssesssssesesssessrerssee 53
5.5. OPTYMALIZACJA PARAMETROW APARATUROWYCH ..vvvvvvvrrrrrrerererreeseseessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssee 56

WYNIKIFDYSKUSJA ... iieeiiirteeiiteneettenestenssesssnssesssnssesssnssesssnssessansssssanssssssnssssssnsssssnnsssssnnsssssnnsssssnnsssssnnnns 66

6. PROCEDURY ANALITYCZNE OZNACZANIA TI, AL1V W TKANKACH MIEKKICH ......cccoreereeeeccerrerennennnnens 66



6.1. WYBOR 1ZOTOPU TI. INTERFERENCIE SPEKTRALNE .. uuuuutuuutnenennnsnnnnnsnsnnssnnssnsnnnsnssnsssnsnsnssnnssssnsssnnnsnnnnnnnnnns 66

6.2. ANALIZA PODSTAWKI Z TWORZYWA SZTUCZNEGO +.veuvveeenvreeureeseessseeesseesssssesssesssessssessssessesssseesssesssseesns 68
6.3. KALIBRACJA (ASPEKTY ILOSCIOWE) .veeuveesureeaureesureeaseessseeassesssseessessssessssessssessssessssessssessnsessssesssessssessns 68
6.4. ANALIZA SCIEZEK POABLACYJNYCH Z UZYCIEM PROFILOMETRII OPTYCZNEJ I SEM...couviiiiiienieeniieenieesveesieens 79
6.5. MINERALIZACIA WZORCOW.....eeteeuurteeerurteeesnuteeesssreeessseessssseeesssssessnsssesssssesesssssesssssssessssseesssseeesnsees 82
6.6. PARAMETRY WALIDACYINE ..eeuveesuteeeueeesureesseesateesseesssessssessssesssseesssessseesssesssseesssessnseessesssseesssesssseesns 84
6.7. WEASCIWOSCI WYNIKU POMIARU. ¢ evveeeenereeesurteeesteeesssaseeessuseessssssessssssesssssssesssssssesssssesssssssessnsssessnnns 91

7. ZASTOSOWANIE PROCEDUR ANALITYCZNYCH OZNACZANIA TI, AL | V W PROBKACH RZECZYWISTYCH

— BEONIE SLUZOWEJ JAMY USTNE]....coiviiimimiuiincrnniensssssisessssssisssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssassasnsssassasnssns 93
7.1. ANALIZA ELEMENTOW SYSTEMU IMPLANTOLOGICZNEGO .....cvveveenreniestiresnesseeseeseesae st sae st s eseensenasssesnees 94
7.2. ANALIZA BEONY SLUZOWEJ JAMY USTNEJ — PROCEDURA NR L...cviiiiiiiiiiciiicccece e 95
7.3. ANALIZA BLONY SLUZOWEJ JAMY USTNEJ — PROCEDURA NR 2....coouviiiiitiininneeseeeeie sttt 101
7.4. ANALIZA BLONY SLUZOWEJ JAMY USTNEJ — PROCEDURA NR 3.....ooiiiiiiiiiiiciiciicicie sttt 110

8.  PODSUMOWANIE I WNIOSKI ...cccouuerineriinriiseniisneisneissesssnsisnsssnssssessssessssssssssssssssssssesssssssssssssaneses 118

LITERATURA .ttt sse s et sae s sae s s e e s e e s sa e s s sae e s se e s e a e s e a e s s s an e s sn e s saesasansssanesesnesasanensananen 121

Y I 0 074 | N 132

SUMIMARY ...ttt sse s e s s et s e sa e s s sae e s s s e s e e s e a e s e sa e s e s s e s s s an e sesnesasaesasatessanassnesasassasanensananen 135

CURRICULUM VITAE ...coiioutiriniiisnniisnnsisnsisseissssssssnssssssssessssessssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssosssssssssssanesss 138

SPIS DOROBKU NAUKOWEGO ....cccoeeriierinneiisnenssntisstesssneisssessssessssssssssssssessssesssassssasesssssssssssesassssassssanasas 139



WYKAZ STOSOWANYCH AKRONIMOW

AAS

ccam

CRM

cv

ERM

HE
ICP-MS

ICP-OES

ICP-TOF-MS

IUPAC

LA

LA-ICP-MS

LOD

LoQ

MC-ICP-MS

atomowa spektrometria absorpcyjna
Atomic Absorption Spectrometry

Komitet Licznosci Materii
Comité Consultatif pour la Quantité de Matiere

certyfikowany materiat odniesienia
Certified Reference Material

wspotczynnik zmiennosci
Coefficient of Variation

Europejskie Materiaty Odniesienia
European Reference Materials

Hematoksylina i Eozyna

spektrometria mas z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry

optyczna spektrometria emisyjna z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry

spektrometria mas z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie z analizatorem
czasu przelotu
Inductively Coupled Plasma Time-Of-Flight Mass Spectrometry

rozcienczenia izotopowe
Isotope Dilution

instrumentalna granica wykrywalnosci
Instrumental Detection Limit

wzorzec wewnetrzny
Internal Standard

Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej
International Union of Pure and Applied Chemistry

ablacja laserowa
Laser Ablation

ablacja laserowa z detekcjg w spektrometrze mas z jonizacjg w plazmie
sprzezonej indukcyjnie
Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry

granica wykrywalnosci
Limit Of Detection

granica oznaczalnosci
Limit Of Quantification

wielodetektorowa spektrometria mas z jonizacjg w plazmie sprzezonej
indukcyjnie
Multi-Collector Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry



MDL

MELISA

MRI

Nd:YAG

NIST

PET

RSD

SD

SEM

SF-ICP-MS

SN-ICP-MS

Ti6Al4V
Triton® X-100

VIM

Yb:KGW

granica wykrywalnosci metody analitycznej
Method Detection Limit

test immunostymulacji limfocytéw pamieci
MEmory Lymphocyte Immunostimulation Assay

obrazowanie rezonansem magnetycznym
Magnetic Resonance Imaging

granat itrowo-glinowy domieszkowany neodymem
Neodymium doped Yttrium-Aluminium Garnet

Narodowy Instytut Standaryzacji i Technologii
National Institute of Standards and Technology

poli(tereftalanetylenu)
PolyEthylene Terephthalate

wzgledne odchylenie standardowe
Relative Standard Deviation

odchylenie standardowe
Standard Deviation

skaningowy mikroskop elektronowy
Scanning Electron Microscope

spektrometria mas z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie z podwdéjnym
ogniskowaniem
Sector Field Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry

spektrometria mas z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie z rozpylaniem
roztworu
Solution Nebulisation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry

stop o sktadzie ok. 90% Ti, 6% Al, 4% V, 0,25% Fe, 0,2% O

eter p-1,1,3,3-tetrametylobutylofenylowo polietylenoglikolowy
(Triton © X-100 to zarejestrowana nazwa handlowa firmy Union Carbide
zakupiona od Rohm & Haas Co)

Miedzynarodowy Stownik Termindw Metrologicznych
Vocabulaire International de Métrologie

wolframian potasowo-gadolinowy domieszkowany iterbem
Ytterbium doped Potassium-Gadolinium Tungstate



WSTEP

W ciggu ostatnich kilku dziesiecioleci medycyna poczynita ogromne postepy w zakresie
implantologii, oferujagc materiaty o coraz lepszych wfasciwosciach, poprawiajgc komfort zycia
pacjentéw. W praktyce stomatologicznej najczesciej stosuje sie implanty tytanowe ze wzgledu na
dobre wtasciwosci mechaniczne, wysoka odpornosé na korozje i dobrg biokompatybilnosé.
Jednakze, implanty mogg ulegaé powolnej degradacji w wyniku dziatania sit mechanicznych i
kontaktu ze srodowiskiem jamy ustnej, uwalniajac jony i czastki metaliczne do okolicznych tkanek.
Zwiekszona zawartos¢ pierwiastkdw metalicznych w organizmie pacjenta moze by¢ przyczyng
niepozadanych reakcji, takich jak alergie, stany zapalne, zatrucia czy odrzucenie implantu. W celu
monitorowania stanu zdrowia pacjenta oraz loséw materiatdw protetycznych w organizmie
niezbedne jest prowadzenie badan interdyscyplinarnych wymagajacych wspdtpracy lekarzy
klinicystéw oraz chemikéw analitykéw. Urzgdzenia diagnostyczne sg narzedziami pracy chemikéw
analitykdéw, ktérych waznym zadaniem jest opracowywanie nowych procedur analitycznych i
wprowadzanie zasad metrologii do pomiaréw chemicznych, umozliwiajgcych badania, na podstawie
ktorych opiera sie diagnostyka medyczna oraz monitorowanie wptywu zabiegéw zwigzanych z

wprowadzaniem ciat obcych do organizmu cztowieka.

Aby zbadad jaki wptyw na okoliczne tkanki wywierajg implanty konieczne jest nie tylko
ilosciowe okreslenie zawartosci pierwiastkdw metalicznych pochodzacych z implantu, ale takze
poznanie przestrzennego rozmieszczenia analitdw na powierzchni tkanki oraz stwierdzenie formy
wystepowania pierwiastkéw. Do tego celu nalezy zastosowa¢ metody pozwalajace na wizualizacje
rozmieszczenia analitdw na powierzchni badanej probki poprzez mapowanie pierwiastkéw w
sposéb ilosciowy. Metodg umozliwiajgcg sporzadzenie map zawartosci i rozmieszczenia
pierwiastkdw na powierzchni prébki badanej jest ablacja laserowa z detekcjg w spektrometrze mas
z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie, LA-ICP-MS (ang. laser ablation inductively coupled
plasma mass spectrometry). Miarodajne wyniki analiz musza opiera¢ sie na prawidtowo
opracowanej procedurze przygotowania i pomiaréw probki i wzorcédw z uwzglednieniem zasad
metrologii chemicznej czyli zastosowanie zwalidowanych metod i zapewnienie spdjnosci

pomiarowej wynikéw pomiaréw préobki badane;.

Gtéwng ideg rozprawy doktorskiej byto opracowanie procedur analitycznych w celu
uzyskania informacji o rozmieszczeniu i zawartoSci analizowanych pierwiastkéw w tkankach
miekkich ustrojowych metodg bezposredniej analizy prébek statych, LA-ICP-MS. Prezentowane w
niniejszej pracy wyniki badan sg efektem wspdtpracy interdyscyplinarnej chemikow analitykow z

lekarzami stomatologii.
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1. Ablacja laserowa z detekcja w spektrometrze mas z jonizacja w plazmie
sprzezonej indukcyjnie

1.1. Informacje ogdlne

LA-ICP-MS jest nowoczesng metodg analityczng pozwalajgcg na bezposredni pomiar in-situ
zawartosci pierwiastkdw w prébce statej. Metoda ta jest potagczeniem systemu ablacji laserowej, LA
(ang. laser ablation), bedacym sposobem wprowadzania prébki, oraz ICP-MS, petnigcego funkcje
detektora analizowanych pierwiastkéw [1-4]. Metoda LA-ICP-MS taczy zalety czutej techniki ICP-MS
wraz z mozliwoscig analizy powierzchni prébki statej z rozdzielczos$cig przestrzenng rzedu 4-200 um,
umozliwiajgc stworzenie dwuwymiarowych map zawartosci wybranych izotopdw pierwiastkéw
oferujac niskie wartosci precyzji i granicy wykrywalnosci, rzedu ng g, oraz wysokie czutosci.
Ponadto, metoda umozliwia przeprowadzenie analizy wielopierwiastkowej w zakresie
stezen/zawartosci siegajgcym 8 rzeddw wielkosci, analiza przebiega w sposdb mikroniszczacy wobec
probki i wymagana jest minimalna obrébka prébki przed analizg, zwykle polegajgca na przemyciu
probki rozpuszczalnikiem lub roztworem kwasu, i dopasowaniu wymiaréw tak, aby zmiescita sie w
komorze ablacyjnej. Zasada dziatania systemu LA-ICP-MS jest nastepujaca: wysokoenergetyczna
wigzka laserowa odrywa porcje badanej prébki statej, ktéra pod postacig aerozolu jest
transportowana w strumieniu argonu do plazmy, w ktdrej ulega szeregowi proceséw, w tym
desolwatacji, topnieniu, parowaniu, atomizacji, wzbudzeniu i jonizacji. Skupiona wigzka jonéw
wytworzonych w plazmie kierowana jest do analizatora mas, w ktérym nastepuje separacja jonéw
ze wzgledu na stosunek masy do tadunku m/z, po czym jony o okreslonym stosunku m/z sg zliczane
przez detektor. W spektrometrach ICP-MS stosuje sie jeden z trzech analizatoréw mas: kwadrupol,
analizator czasu przelotu ICP-TOF-MS (ang. inductively coupled plasma time-of-flight mass
spectrometry) oraz z podwdjnym ogniskowaniem SF-ICP-MS (ang. sector field inductively coupled
plasma mass spectrometry). Ponadto, w instrumentach kwadrupolowych stosuje sie komore
reakcyjna/kolizyjna, stuzgcg do eliminacji interferencji spektralnych, przy uzyciu odpowiedniego
gazu, np. amoniaku, wodoru, helu, metanu. O usuwaniu interferencji mozna przeczytaé¢ wiecej w
dalszej czesci niniejszej pracy. W systemach LA stosuje sie lasery o dtugosci fali od nadfioletu
prozniowego do podczerwieni oraz montuje sie komory ablacyjne o rézinych objetosciach, w
zaleznosci od wielkosci analizowanej prébki. Spotykane podzespoty komercyjnie dostepnych
systemow LA, rodzaje laseréw i komér ablacyjnych, opisane sg ponizej. Na rysunku 1 przedstawiony
jest schemat instrumentdow w metodzie LA-ICP-MS, w ktérej zastosowano spektrometr z

analizatorem kwadrupolowym.
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SYSTEM ABLACJI LASEROWE] ICP-MS

przestony soczewki
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Rysunek 1 Schemat budowy i potgczenia systemu LA z ICP-MS (zrédto: wiasne)
1.2. Rodzaje laserow

System LA wyposazony jest w laser generujacy wigzke o okreslonej dtugosci fali, w zaleznosci
od zastosowanego osrodka czynnego. Najpowszechniej spotykane osrodki czynne w systemach LA
to krysztat granatu itrowo-glinowego domieszkowanego neodymem (Nd:YAG) generujacy wigzke w
zakresie podczerwieni o dtugosci faliA=1064 nm. Zastosowanie optyki opartej o krysztaty generujace
drugg i wyzsze harmoniczne wyjsciowej dtugosci fali, powodujgc zwielokrotnienie jej czestotliwosci,
co w efekcie skutkuje emisjg wigzki o zmniejszonej dtugosci fali A=532 nm (druga harmoniczna),
A=266 nm (czwarta harmoniczna), A=213 nm (pigta harmoniczna) i A=193 nm (zastosowanie
optycznego oscylatora parametrycznego). W laserach ekscymerowych zastosowano gazowy
osrodek czynny, bedacy mieszaning argonu i fluoru, emitujacy wigzke laserowg w zakresie
gtebokiego ultrafioletu (A=193 nm) o czasie trwania impulsu w zakresie 10-25 ns [5]. Zastosowanie
gazu jako osrodka czynnego powoduje zwiekszone naktady pracy przy obstudze systemu, jednakze
generuje wigzke o wiekszej energii i o rownomiernym profilu [1]. Systemy LA wyposazone w osrodek
tytanowo-szafirowy generujg wigzke w zakresie podczerwieni o ultrakrétkim czasie trwania impulsu
rzedu 100 fs, co pozwala na znaczne ograniczenie niepozadanych efektdw termicznych w wyniku

interakcji wigzki laserowej z prébka.
1.3. Komora ablacyjna

Probka badana umieszczana jest w komorze ablacyjnej, wyposazonej w okienko kwarcowe
przepuszczalne dla wigzki laserowej, do ktdrej doprowadzany jest w sposéb ciggly gaz nosny,
najczesciej argon. Wigzka laserowa pozostaje nieruchoma w wiekszosci komercyjnych systemow LA

i kierowana jest przez system przeston, nadajacych jej odpowiednig Srednice i ksztatt. W zaleznosci
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od modelu systemu ablacji laserowej, mozliwe jest zastosowanie komér o réznych objetosciach,
zwykle w zakresie 0,25-60 cm?, a takze systemy przenosne, umozliwiajac analize wiekszych prébek,
np. dziet sztuki [1,6]. Oprogramowanie sterujgce pracg systemu LA umozliwia kontrole energii
wyjsciowej wigzki laserowej, Srednice wigzki skupionej na prébce (w zakresie 4-200 um),
czestotliwosé impulséw (typowo w zakresie 1-20 Hz), szybkos¢ skanowania proébki. Ustawienie
sposobu przesuwania komory ablacyjnej podczas analizy umozliwia przeprowadzenie ablacji w
okreslony sposéb: statyczny, komora pozostaje nieruchoma w ptaszczyznie ,xy” ale moze poruszac
sie w ptaszczyznie ,,z” w celu utrzymania skupionej wigzki na powierzchni prébki, oraz dynamiczny,

komora przesuwa sie w ptaszczyznie ,x” i/lub ,y” na ksztatt linii lub prostokatu.
1.4. Kompromis miedzy parametrami aparaturowymi a jakoscig pomiarow

Objeto$¢ komory ablacyjnej ma istotny wptyw na dyspersje aerozolu wytworzonego podczas
ablacji i szybko$¢ wymywania aerozolu z komory do detektora. Wieksza objetosé skutkuje wiekszym
rozproszeniem aerozolu w komorze i dtuzszym czasem wymywania aerozolu, co z kolei ma wptyw
na ksztatt i intensywnosé sygnatéw analitycznych. W przypadku prébek niehomogenicznych,
szczegdlnie gdy wystepujg obszary o znacznie wiekszej réznicy zawartosci analitu, np. w przypadku
drobin metalicznych w tkance miekkiej, sygnaty bedg naktadac sie na siebie generujac rozmyte
sygnaty (ogonowanie sygnatéw). Objetos¢ komory i dtugos¢ oraz Srednica przewoddéw
transportujacych aerozol wptywajg réwniez na czas jego transportu, od uderzenia wigzki laserowej
do zarejestrowania sygnatu przez detektor, ktéry moze wynosi¢ nawet kilka sekund. W przypadku
metody mapowania pierwiastkdw, optymalizacja warunkéw ablacji (szybkosé¢ przeptywu gazu
nosnego, szybkos¢ skanowania, objetos¢ komory, dtugosé przewodow) jest szczegdlnie istotna dla
uzyskania wysokiej jakosci map zawartosci pierwiastkow. Niezbedne jest takze odpowiednie
ustawienie parametréw ICP-MS, a w szczegdlnosci czas zbierania danych dla poszczegélnych m/z,
liczba przemiatan oraz liczba mierzonych m/z. Mniejsza szybko$¢ skanowania probki pozwala na
uzyskanie lepszej rozdzielczosci przestrzennej, ale wydtuza analize, ktéra moze trwac nawet kilka do
kilkunastu godzin dla pojedynczej prébki. Ustawienie mniejszej Srednicy wigzki znacznie poprawia
rozdzielczos¢ map, ale jednoczesnie wydtuza czas analizy i sprawia, Ze mniejsza ilos¢ materiatu trafia
do detektora co obniza czuto$é. Ustawienia powyzszych parametréw powinno by¢ dostosowane do
problemu badawczego tak, aby znalez¢ kompromis miedzy odpowiednio intensywnymi sygnatami,

pozadang rozdzielczoscig przestrzenng map i catkowitym czasem analizy.
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1.5. Mechanizmy ablacji

Wiazka laserowa wchodzi w interakcje z powierzchnig prébki, gdzie zachodzi szereg proceséw
o czasach trwania od 10® do 10! s, m.in. wzbudzenie elektronowe, jonizacja, wzrost temperatury,
topnienie, wrzenie i parowanie. W wyniku powyzszych procesdw, z materii probki powstaje aerozol,
na ktéry sktadajg sie: gaz nosny, czastki o wymiarach nm i um, czgsteczki, atomy, jony i elektrony.
Aerozol jest transportowany poprzez przewody z inertnego chemicznie polimeru, np. Teflon®,
Tygon®, do zrddta jondw - ICP. Wyrdznia sie dwa mechanizmy, wedtug ktérych energia przenoszona
jest z wigzki laserowej na prébke: termiczny i elektronowy. Mechanizm termiczny przewaza w
przypadku laserow o dtuzszej dtugosci fali, w zakresie podczerwieni, i polega na wzroscie energii
oscylacyjnej, prowadzgc do wzrostu temperatury miejsca interakcji z wigzka, topnienia, wrzenia i
jonizacji. Przewaga mechanizmu termicznego powoduje rozchodzenie sie energii cieplnej w giab
probki, w wyniku czego zaczyna ona pekac i generowac wieksze, bardziej nieregularne czastki state
oraz nieregularne krawedzie krateru ablacyjnego. W przypadku mechanizmu elektronowego
energia fotondw powoduje fotojonizacje, czyli wzbudzenie elektronéw walencyjnych atomoéw
probki, zrywanie wigzan chemicznych i przenoszenie atomow i czgsteczek do fazy gazowej bez
efektéw termicznych [7]. Ablacja spowodowana mechanizmami nietermicznymi skutkuje
generowaniem mniejszych czastek statych z prébki oraz bardziej réwnomiernymi krawedziami

krateréw ablacyjnych [8].
1.6. Frakcjonowanie

Zjawiskiem niepozadanym, ale czesto nieuniknionym, jest frakcjonowanie. W ogdlnym
znaczeniu, frakcjonowanie polega na wzbogacaniu aerozolu prébki w sktadniki bardziej lotne. Proces
ten ma miejsce na trzech etapach analizy w metodzie LA-ICP-MS: (i) podczas interakcji wigzki
laserowej z probka, (ii) podczas transportu aerozolu do plazmy i (iii) w plazmie, co zostato
schematycznie przedstawione na rysunku 2. W wyniku interakcji wigzki laserowej z probka
generowany jest aerozol, ktéry bedzie bogatszy w atomy i czgsteczki bardziej lotne, co wynika z ich
nizszych temperatur topnienia i wrzenia, wiekszych preznosci par, wiekszego stopnia absorpc;ji i
przewodnictwa cieplnego. Wptyw na wydajnos¢ ablacji majg rowniez promienie atomowe i jonowe
oraz energia jonizacji. Wieksze i ciezsze czgstki bedg opadad po procesie ablacji i gromadzié sie wokét
krateru. W wyniku transportu aerozolu w strumieniu gazu nosnego mniejsze czgstki moga tworzy¢
aglomeraty w wyniku zderzen, natomiast wieksze i ciezsze czgstki mogg opada¢ na wewnetrzne
Sciany przewodow z tworzyw sztucznych w wyniku dziatania grawitacji i sity bezwtadnosci. Czastki

state docierajgce do plazmy ulegaja stopieniu, odparowaniu, atomizacji i jonizacji. Jednakze, czgstki
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wieksze i trudniej topliwe mogga nie ulegac catkowitemu rozktadowi i jonizacji podczas przejscia
przez ICP co skutkuje utratg ciezszych sktadnikdéw aerozolu i wzbogacaniem w skfadniki lzejsze, o
mniejszych temperaturach topnienia i wrzenia. Powyzsze efekty frakcjonowania powoduja, ze
aerozol docierajgcy do detektora nie jest reprezentatywny i nie odzwierciedla sktadu prébki statej,

z ktérej zostat wytworzony [9].
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wokol krateru ablacyjnego scianki przewodow wigkszych czastek w plazmie

Rysunek 2 Zjawisko frakcjonowania zachodzgce: (a) na powierzchni prébki, (b) w przewodach
taczacych komore ablacyjng i palnik plazmowy, (c) w plazmie (zrédto: wtasne)

Frakcjonowania nie mozna wyeliminowac, jednakie jego negatywne efekty mozna zmniejszyé
stosujgc: (a) kalibracje opartg o wzorce jak najbardziej zblizone sktadem i strukturg do probki
badanej, (b) CRM o zblizonej matrycy do matrycy prébki, (c) lasery femtosekundowe, (d) lasery o
krétszej dtugosci fali, (e) filtry lub petle zatrzymujace czastki state przed plazma, (f) hel jako gaz
nosny, (g) ablacje dynamiczng [9,10]. W przypadku laseréw o czasie impulsu rzedu ns lub dtuzszym
wystepuje zjawisko ekranowania plazmy (ang. plasma shielding) polegajace na absorpcji i
rozpraszaniu wigzki lasera przez obtok materii/plazmy wyrzuconej z prébki podczas ablacji. Po
przejsciu przez plazme wigzka laserowa jest mniej intensywna i stabiej oddziatuje na powierzchnie

probki.
1.7. Interferencje spektralne

Powszechnym zjawiskiem w pomiarach technikami spektrometrii mas jest wystepowanie
interferencji spektralnych i fizycznych. Interferencje spektralne dzieli sie na izobaryczne i
wieloatomowe, a ich Zrédtem sg procesy zachodzace w plazmie. Wysoka temperatura plazmy
powoduje, ze wiekszos¢ przechodzgcych przez nig atomdw ulega niemal catkowitej jonizacji (stopien
jonizacji pierwszego stopnia >90%) i mogg zachodzi¢ procesy taczenia i rekombinacji jondw i atomdw
w plazmie [11]. Szczegdlnie duzy wptyw na tworzenie jondw wieloatomowych ma argon, bedacy
gtéwnym sktadnikiem plazmy, a takze gazy atmosferyczne — azot, tlen, wodér i wegiel. W metodzie

LA-ICP-MS aerozol probki nie zawiera rozpuszczalnikdw, za wyjgtkiem strategii kalibracji z
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rozpylaniem wzorcow ciektych, a zatem jony wieloatomowe tworzg sie w mniejszym stopniu niz przy
metodzie rozpylania roztworu, SN-ICP-MS (ang. solution nebulisation ICP-MS). W dalszym ciggu jony
wielokrotne mogg tworzy¢ sie ze sktadnikow matrycy analizowanej prébki. W przypadku prébek
biologicznych obserwuje sie gtdwnie interferencje pochodzace od wegla i tlenu. Przyktadowe
interferencje wieloatomowe dla wybranych izotopdw zebrane sg w tabeli 1. Najprostszym
sposobem na wyeliminowanie interferencji spektralnych jest pomiar innego izotopu analizowanego
pierwiastka, wybranego tak, aby nie byt obcigzony interferencjami, co nie zawsze jest mozliwe. llo$¢
tworzacych sie jondw wieloatomowych w plazmie mozna zredukowaé, zmniejszajgc przeptyw gazu
nosnego, ustalenie warunkow zimnej plazmy lub stosujgc komore reakcyjng lub kolizyjna.
Interferencje wieloatomowe mozna wyeliminowac stosujgc instrumenty wysokorozdzielcze: z
podwdjnym ogniskowaniem i czasu przelotu, jednakze wigze sie z tym osiggniecie gorszych czutosci
analiz. Inng metodg radzenia sobie z interferencjami wieloatomowymi jest zastosowanie réwnan
korekcyjnych. Polega to na pomiarze innego izotopu badanego pierwiastka, izotopéw innych
pierwiastkow i/lub jonu przeszkadzajgcego i ustalenie zaleznosci matematycznej pozwalajgcej
wyeliminowaé wptyw jondw przeszkadzajgcych na mierzony izotop [12].

Interferencje izobaryczne jednoatomowe majg miejsce, gdy wiecej niz jeden pierwiastek ma
takg sama mase atomowa, np. “°Ar i 4°Ca, *8Ca i *®Ti, *®Ni i *®Fe. Ze wzgledu na niemal identyczna
mase, eliminacja interferencji moze by¢ nieskuteczna nawet przy zastosowaniu
wysokorozdzielczych detektoréw i konieczny moze by¢é wybdr izotopu o innym stosunku m/z,
zastosowanie rownan korekcyjnych lub komory reakcyjnej/kolizyjnej [13]. Pierwiastki w plazmie
moga tworzy¢ jony z podwéjnym fadunkiem dodatnim, ktére interferujg z jonami pojedynczymi o
dwukrotnie mniejszej masie, np. detektor zarejestruje jony *Ba?* przy m/z=69 co zawyzy sygnat dla
jondéw %°Ga*.

Tabela 1 Wybrane interferencje wieloatomowe tworzace sie w plazmie [14,15]

lzotop  Abundancja [%] Teoretyczne interferencje wieloatomowe

Mg 11,01 BCUNY, PCotHyt, PG

27A| 100 13cl4N+ 12C15N+

“Ca 0,14 2 \on

49Ti 541 36Ar13c+ 36Ar.12(:1H+ 32517o+ 12C37Cl+ 14N35Cl+ 335160+ 31P180+

SZCr 83,76 40Ar12C+, 36Ar160+, 38Ar14N+

SSMn 100 40Ar14N1H+ 40Ar15N+ 38Ar17o+ 36Ar1801H+ 23Na325+ 37cl180+ 39K160+
57Fe 212 40Ar17o+ 40Ar1601H+ 40Ca1601H

63Cu 69,17 4°Ar23Na*, 47Ti160*, 23Na40Ca+

BGZn 27 90 38Ar14N2+ 33SZ+ SOTi160+ 48Ti180+ 3451602+ 325160180+
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1.8. Interferencje fizyczne

Interferencje fizyczne (niespektralne) zwigzane sg z matrycg probki i wptywajg na czutosé
mierzonych izotopédw. W metodzie LA-ICP-MS ilo$¢ analitdbw wykrywana przez detektor w
ogromnym stopniu zalezy od sktadu prdébki, zachowania prébki podczas ablacji, wydajnosci
transportu aerozolu do plazmy a takze w rejonie stozkdw i optyki jonowej detektora. Opisane wyzej
efekty frakcjonowania majg szczegdlnie istotny wptyw na wystepowanie interferencji fizycznych,
dlatego powinno sie zadbaé, aby wzorce i analizowana prébka miaty podobne wtasnosci
fizykochemiczne, przez co efekty matrycowe bedg zblizone w prébce i we wzorcach, a tym samym
wptyw na zmierzony sygnat bedzie podobny. Dfugotrwata analiza probek o bogatej matrycy
powoduje odktadanie sie materiatu prébki w otworach stozkéw, prébnika i zgarniacza, a takze w
ujSciu dyszy palnika, co moze doprowadzi¢ do ich zatkania i spadku czutosci i pogorszenia
powtarzalnosci pomiaréw. W rejonie soczewek jonowych obserwuje sie efekt fadunku
przestrzennego (ang. space charge), ktéry polega na odpychaniu jondw lzejszych pierwiastkow przez
jony ciezszych pierwiastkéw w wigzce, jesli obecne sg w duzych stezeniach w prébce, przez co wigzka
nie jest skupiona i nastepujg straty lzejszych sktadnikéw. Efekt tadunku przestrzennego mozna
ograniczy¢ ustalajgc odpowiednie napiecie na soczewkach jonowych, indywidualne dla kazdego
mierzonego izotopu [13]. Na wystepowanie interferencji fizycznych majg wptyw takze zmienna w
czasie analiz temperatura otoczenia instrumentéw LA-ICP-MS, co minimalizuje sie stosujgc systemy

termostatowane.
2. Kalibracja

Bezposrednia analiza probki statej metodg LA-ICP-MS ma szereg zalet, w poréwnaniu do techniki
SN-ICP-MS: mniej pracochtonna obrdbka prébki, mniejsze ryzyko wprowadzenia zanieczyszczen
wraz z odczynnikami, mate zuzycie prébki, mniejszy wptyw interferencji wieloatomowych,
mozliwo$¢ mapowania i poznania rozmieszczenia przestrzennego pierwiastkow w prébce z wysoka
rozdzielczoscia. Jest to niezwykle uzyteczne w badaniu ztozonych prébek, np. przekrojéw organdw,
fragmentdéw roslin, uktadéw elektronicznych, mineratéw, dziet sztuki czy obiektéw archeologicznych
[16]. Informacja o zawartosci pierwiastka jest scisle zwigzana z miejscem ablacji i nie reprezentuje
sktadu catej prébki. Obrébka prébki i sam pomiar jest stosunkowo szybki i tatwy, lecz LA-ICP-MS,
jako metoda poréwnawcza, wymaga zastosowania wzorcéw przed analizg wtasciwych probek w celu
ustalenia zaleznosci kalibracyjnej. Aby wizualizacja ilosciowa rozmieszczenia pierwiastkdw jak
najwierniej odwzorowywata ich rzeczywistg zawarto$¢, przygotowanie ianaliza wzorcéow do

kalibracji musi by¢ przeprowadzona starannie, z uwzglednieniem charakteru, struktury i sktadu
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probki, poniewaz wydajnos¢ ablacji i stechiometria aerozolu jest sci$le zalezna od wtasnosci
mechanicznych i optycznych analizowanej préobki.

W przypadku tworzenia wzorcow statych, pozadana jest jak najwieksza homogenicznosé i
rownomierny rozkfad analitu. Obecnie na rynku niedostepne sg3 CRM lub wzorce bazujace na
tkankach miekkich przeznaczone do analizy metodg LA-ICP-MS lub innymi technikami bezposredniej
analizy prébki statej. Zastosowanie CRMu, dla ktdérego zawarto$¢ danego pierwiastka jest
certyfikowana, o matrycy zgodnej z matrycg prébki, pozwolitoby na zweryfikowanie, czy
zastosowana technika i ustawienie aparatury sg prawidtowe, skutkujg miarodajnymi wartosciami
pomiardw i nadajg sie do zatozonego celu. Konieczne jest zatem zastosowanie alternatywnych
strategii wzorcowania. Takie wzorce powinny odtwarza¢ sktad matrycy prébki, uwzgledniajac
czynniki przeszkadzajace, tak aby wygenerowany w czasie ablacji aerozol byt jak najbardziej zblizony
sktadem do aerozolu wytworzonego w czasie analizy prébki. Kazde podejscie, zardwno juz opisane
w literaturze, jak i opracowane na potrzeby danej prébki powinno zosta¢ zwalidowane z
uwzglednieniem zasad metrologii i zastosowaniem materiatéw odniesienia lub potwierdzone przez

inng technike analityczna.
2.1. Wzorzec wewnetrzny

Intensywnos¢ sygnatu zarejestrowanego podczas ablacji laserowej moze ulega¢ zmianie pod
wptywem zmiennej wydajnosci ablacji spowodowanej interferencjami matrycowymi i efektami
frakcjonowania, zréznicowang geometrig i niehomogenicznoscig prébki lub zmienng zawartoscia
wody. Wptyw majg takze parametry aparaturowe, takie jak dryf sygnatu podczas dtugotrwatej pracy
ICP-MS, co powoduje zmiany stopnia jonizacji analitdw w plazmie i czutosci detektora, oraz wahania
temperatury w pomieszczeniu. W celu zminimalizowania wptywu powyzszych czynnikéw na wynik
pomiaru nalezy zastosowac¢ wzorzec wewnetrzny, bedacy izotopem pierwiastka rownomiernie
rozmieszczonego w probce. W tym celu, wybiera sie pierwiastek o duzej zawartosci w probce i
mierzy sie izotop o mniejszej abundancji i wolny od interferencji izobarycznych, np. 13C, 3S, 3Ca, tak
aby zmierzony sygnat miat wystarczajgcg intensywnos$¢ w stosunku do intensywnosci analitow.
Idealny wzorzec wewnetrzny powinien by¢ rownomiernie rozmieszczony w probce i we wzorcach
statych, zawarto$¢ wzorca wewnetrznego powinna by¢ znana (np. poprzez analize innymi
technikami analitycznymi) i musi skutecznie niwelowaé czynniki wptywajgce na zmiany
intensywnosci sygnatu analitéw [17]. Ponadto, wydajnos¢ ablacji, transportu i jonizacji oraz masa
atomowa wzorca wewnetrznego powinna by¢ zblizona do analizowanych pierwiastkéw [18]. W
przypadku prébek biologicznych wzorzec wewnetrzny wybierany jest na podstawie sktadu prébki,

np. przy analizie kosci, zebow i muszli stosuje sie izotopy Ca [19-21], przy analizie wtoséw, paznokci,
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roslin i pidr — izotopy S [22-25], dla prébek bogatych w weglowodany i biatka — izotopy C [26,27].
Aby wzorzec wewnetrzny optymalnie kompensowat zmiany intensywnosci analitéw pomiar
powinien by¢ jednoczesny, co mozliwe jest wytgcznie w instrumentach z analizatorem TOF lub z
instrumentem wielodetektorowym, MC-ICP-MS (ang. multi-collector ICP-MS), gdzie osiggana jest
lepsza precyzja oznaczen niz w przypadku sekwencyjnego analizatora kwadrupolowego [13]. Wegiel
jest najczesciej stosowanym wzorcem wewnetrznym w analizie wiekszosci préobek biologicznych, co
wynika z faktu, ze jest gtdwnym sktadnikiem budulcowym tkanek miekkich. Jednakze, Frick i Glinther
wykazali, ze ze wzgledu na fakt, ze wegiel nie jest dobrym wzorcem wewnetrznym, poniewaz
podczas ablacji laserowe] pierwiastek ten wystepuje w dwdch fazach (czastki state i gazowe), ktére
cechuja sie zmienng wydajnoscig transportu i atomizacji/jonizacji w plazmie [17]. Aby 3C mogt
efektywnie spetnia¢ funkcje wzorca wewnetrznego, sygnat **C powinien stanowi¢ co najmniej 6%

catkowitego sygnatu generowanego w wyniku ablacji prébki [28].
2.2. Strategie kalibracji w analizie tkanek

Kilka metod opartych na wzorcach statych o dopasowanej matrycy zostato zaproponowanych i
z powodzeniem zastosowano w analizie tkanek. Najczesciej stosowanym podejSciem jest uzycie
homogenizowanej tkanki z dodatkiem analitu [29,30]. Do innych metod nalezg sprasowane tabletki
z materiatu proszkowego (zwykle materiaty odniesienia lub syntetyczna matryca) lub osadzanie w
zywicy polimerowej [31]. Mozliwe jest rdwniez wprowadzenie roztworu analitu wraz z aerozolem
probki bezposrednio do ICP, pomijajgc tym samym krok przygotowania wzorcoéw statych z matryca
zblizong do badanej prébki [32]. Zaproponowano réwniez kilka strategii kalibracji, opierajacych sie
na wzorcach z matrycg inng niz matryca prébki, np. przy uzyciu agarozy i zelatyny [33,34],
pokrywanie obrotowe filmem polimetakrylanu metylu z dodatkiem analitéw [35], ablacji suchych
kropli [36] drukowanie roztworu analitu na papierze lub innym medium [37]. Do kalibracji z
powodzeniem zastosowano réwniez definitywng metode rozcieniczen izotopowych, ID (ang. isotope
dilution), poprzez ablacje prébki statej z jednoczesnym rozpylaniem roztworu wzorcowego o

zaburzonym stosunku izotopowym [38].
2.2.1. Homogenizowana tkanka

Najwiekszg zaletg tego podejscia jest otrzymanie wzorcdw o matrycy w zasadzie identycznej
z matrycy probki badanej, co zapewnia uzyskanie takich samych wydajnosci ablacji i transportu
aerozolu do detektora. Ograniczeniem jest konieczno$¢ posiadania duzej ilosci wyjSciowego
materiatu biologicznego i zapewnienie dostatecznej homogenicznosci materiatu. Porcja badanej

probki jest rozdrabniania i homogenizowana przy uzyciu mtynkéw, mozdzierza lub elektrycznego
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homogenizatora tkanek [19,39]. Do kilku doktadnie odwazonych porcji dodaje sie roztwér z
analizowanymi pierwiastkami, po czym mieszanine sie ponownie homogenizuje, zamraza i tnie przy
uzyciu kriomikrotomu w taki sam sposéb jak badang prébke, a uzyskane plastry umieszcza sie na
podstawce do wyschniecia. Nalezy zwréci¢ uwage na materiat, z ktérego wykonane sg elementy
narzedzi stuzgcych do rozdrabniania i homogenizacji tkanki, aby ograniczyé zanieczyszczenie
materiatu metalami lub ceramika. Zaleca sie stosowaé polimerowe ostrza i wymienne koncowki

homogenizatora a takze agatowe ttuczki i mozdzierze oraz kulki i walce w mtynkach.
2.2.2. Sprasowane tabletki z dopasowang matrycq

Podejscie to mozna zastosowan, gdy ilos¢ probki badanej jest zbyt mata aby mozna jg byto
przeznaczy¢ do wytworzenia wzorcow. Zamiast materiatu probki stosuje sie materiaty o zblizonej
matrycy, z uzyciem komercyjnie dostepnych certyfikowanych materiatéw odniesienia lub czyste
sktadniki, z ktérych wytwarza sie syntetyczng matryce. Porcje materiatu odniesienia pod postacia
proszku $ciska sie pod prasg hydrauliczng o nacisku kilku ton do postaci pastylki, ktéra moze zostac
poddana ablacji, tworzac jednopunktowg krzywa kalibracyjng. Alternatywnie, znajgc gtéwne
sktadniki matrycy probki badanej mozna wytworzy¢ syntetyczng matryce ,in-house” z czystych
substancji, do ktérych dodaje sie znang ilos¢ roztworu analizowanych pierwiastkéw. Takie podejscie
zastosowano przy oznaczaniu pierwiastkdbw w kosciach, gdzie jako wzorce postuzyty pastylki z

fosforanu wapnia, bedacego gtéwnym sktadnikiem kosci i zebdéw [40].
2.2.3. Osadzanie w syntetycznej Zywicy polimerowej

Reifschneider iin. zaproponowali kalibracje w oparciu o ciektg zywice uzywang w preparatyce
histologicznej tkanek i organéw (Technovit 710, ktdérego gtéwnym sktadnikiem jest poli-2-
hydroksyetylometakrylan) domieszkowang Pt, ktéra zostata poddana polimeryzacji na zimno
[31,41]. Tak utworzone bloki zostaty pociete mikrotomem i poddane ablacji. Podobnie zostata
potraktowana probka badana — organy myszy. Metoda ta jest wieloetapowa, a przygotowanie
probki i wzorcow jest dtugotrwate i polega na dodawaniu okreslonych odczynnikdw do badanej
tkanki, m.in. dimetylosulfotlenku i nadtlenku benzoilu w celu rozpoczecia rodnikowej reakgc;ji
polimeryzacji, a proces zastygania bloku polimerowego trwa 20 godzin. Do przygotowania wzorcow

postuzono sie dobrze rozpuszczalnym w rozpuszczalnikach organicznych acetyloacetonianem

platyny(ll).
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2.2.4. Filmy z polimerdw biologicznych

Zastosowanie cienkich filmoéw z surowcdw pochodzenia biologicznego, takich jak zelatyna [34]
czy agaroza [42] ma wiele zalet w ilosciowej analizie prébek biologicznych: sktad matrycy jest
zblizony do matrycy prébek (biatka, weglowodany), wyjsciowe substraty sg oczyszczone, przez co
majg niskie zawartosci pierwiastkéow sladowych, uzyskany film jest homogeniczny, sktadniki sg
niedrogie, nietoksyczne i fatwo dostepne, przygotowanie wzorcéw nie jest praco- ani czasochfonne.
Do roztworu polimeru biologicznego dodaje sie roztwdr analitéw po czym warstwe polimeru

rozprowadza sie na podstawce szklanej, na ktdrej zasycha tworzac cienki film.
2.2.5. Film polimerowy

Austin i in. zaproponowali nowatorskie podejscie polegajace na pokrywaniu warstwg
polimeru podstawki kwarcowej umieszczonej na szybkoobrotowym stoliku [35]. Jako polimer
zastosowany zostat polimetakrylan metylu domieszkowany zwigzkami metaloorganicznymi
dostepnymi handlowo (Cu, Zn, Y) oraz syntezowanymi ,in-house” (Ru). Po pokryciu podstawki
warstwa polimeru byta ona wygrzewana w 130 °C przez 2 min. Metoda jako niepraktyczna nie

znalazfa szerszego zastosowania w ilosciowej analizie prébek biologicznych.
2.2.6. Wzorce oparte na metodzie zol-zel

Technika przygotowania materiatéw polegajaca na przejsciu zolu w zel jest wykorzystywana
przy analizie materiatdw na bazie krzemionki [43], jednakze Sela i in. zaproponowali wzorce
przeznaczone do ilosciowej analizy tkanek mdzgu w oparciu o podejscie zol-zel [44]. Wzorce te
cechujag sie wysokg homogenicznoscig oraz stabilnoscig w czasie bez zmiany swoich wtasciwosci.
Substratem do produkcji wzorcéw jest tetraetoksysilan, ktéry po dodaniu homogenizowanego
mozgu z dodatkiem analitu i serii odczynnikdw, w tym stezonego HNOs i HF, i przelaniu do foremek,
ulega sieciowaniu z wytworzeniem sztywnego zelu, ktéry poddawany jest suszeniu w temperaturze

pokojowej przez ok. tydzien.
2.2.7. Drukowanie wzorow z roztworu analitu

W celu uzyskania wzorcow do kalibracji zastosowane zostaty komercyjnie dostepne drukarki
atramentowe, w ktdrych tusze zostaty domieszkowane roztworem analitu. Ablacji poddane zostaty
pojedyncze krople o wymiarach ok. 40 um i objetosci rzedu pL wygenerowane z dysz drukujgcych
na papier [45], jak rdwniez wzory, kwadraty i prostokaty, o dtugosci boku od 200 um do 400 um

[37,46]. Bonta i in. zastosowali tusze w kolorze cyjan, ktore zawieraty w sktadzie organiczny
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kompleks miedzi, ale autorzy stwierdzajg, ze tusz mozna domieszkowac takze roztworem innych

pierwiastkow.
2.2.8. Sucha kropla

Technika analizy suchej kropli zostata zaproponowana w celu oznaczania substancji obecnych
w prébkach ciektych, takich jak krew, mocz czy surowica. Podejscie to zastosowano przy oznaczaniu
pierwiastkdbw w moczu i krwi z uzyciem metody LA-ICP-MS [47-49]. Hsieh i in. opracowali i
zwalidowali metode oznaczania 13 pierwiastkéw w suchej kropli krwi [50]. Kropla o objetosci 0,5 uL
zostata naniesiona pipetg na hydrofobowy filtr membranowy i pozostawiona do wyschniecia. W celu
ustalenia zaleznosci kalibracyjnej uzyte zostaly CRMy na bazie petnej krwi ludzkiej, kolejno
rozcienczonej wodg w celu uzyskania serii wzorcow o rdéznych stezeniach i naniesione na filtr.
Metoda suchej kropli pozwala na szybkie i tatwe przygotowanie wzorcéw oraz na
wielopierwiastkowg analize ilosciowg duzej liczby prébek, co jest istotne w rutynowych analizach i

diagnostyce pacjentow.
2.2.9. Rozpylanie roztworu

Potgczenie komory ablacyjnej ze standardowym rozpylaczem i komorg mgielng pozwala na
wprowadzenie ciektego roztworu jednoczesnie z aerozolem wygenerowanym podczas ablacji probki
lub wzorca statego. Zaproponowano i zwalidowano dwa rozwigzania techniczne: (i) rozpylacz
umieszczono przed komorg ablacyjng, w ktdrej nastepowato mieszanie aerozolu po ablacji z
rozpylonym aerozolem z roztworu [38,51] oraz (ii) rozpylacz umieszczony jest za komorg ablacyjng,
a mieszanie aerozoli nastepuje przed palnikiem plazmowym [52,53]. Pickhardt i in. zastosowali
rozpylacz mikroprzeptywowy z przeptywem roztworu 7 puL min?, co pozwolito na zastosowanie
matych ilosci roztworu wzorcowego, zblizonych do ilosci aerozolu generowanego w wyniku ablacji

probki [38].
2.2.10. Rozciericzenia izotopowe

W ilos$ciowej analizie metodg LA-ICP-MS zastosowano réwniez odmiane kalibracji z rozpylaniem
roztworéw wzorcéw z zaburzonym stosunkiem izotopowym, czyli ID. ID jest metodg definitywng,
gdyz pozwala na przeprowadzenie analizy ilosciowej bez koniecznosci przygotowywania i analizy
serii wzorcéw, a wyniki pomiaréw otrzymuje sie bezposrednio w jednostkach Sl, po zastosowaniu
odpowiednich formut matematycznych. Wyniki uzyskane podczas analizy z uzyciem metody ID
cechujg sie najwyziszg jakoscig metrologiczng, wysoka doktadnoscig i precyzjg oznaczen. W celu

uzyskania wyniku wymagane jest wykonanie doktadnego i precyzyjnego wazenia wzorca o
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zaburzonym sktadzie izotopowym, doktadna znajomos¢ masy atomowej analizowanych
pierwiastkdw oraz stosunek izotopéw. Metoda ID jest odporna na wystepowanie efektéw
matrycowych, dryf sygnatu analitycznego czy straty analitu [54]. Poza rozpylaniem roztworu
zaproponowano rowniez wzorce state o zmienionym stosunku izotopdw pod postacig sprasowanych

proszkéw [55,56].

3. Badanie prébek klinicznych

3.1. Przygotowanie probek klinicznych do analizy metodq LA-ICP-MS

Prébki kliniczne pobiera sie do wielu celéw: (i) badania chorobowo zmienionych tkanek w celu
diagnostyki medycznej, (ii) poznania mechanizmoéw transportu i dziatania lekéw, np. cisplatyny lub
substancji kontrastujgcych [57,58], (iii) oszacowania stopnia ekspozycji na metale w przypadku
zatru¢ lub wadliwych, badZ odrzuconych implantéw, (iv) w medycynie sgdowej, (v) w badaniach
antropologicznych nad populacjami narazonymi na czynniki srodowiskowe badz antropogeniczne.
Przygotowanie prébki do analizy metodg LA-ICP-MS zwykle nie jest problematyczne i czasochtonne.
W przypadku prébek klinicznych, czyli fragmentéw tkanek miekkich i twardych, najczesciej
wystarcza przemycie woda w celu usuniecia powierzchniowych zanieczyszczen lub pozostatosci
ptynéw ustrojowych. Prébki wtoséw i paznokci sg duzo bardziej podatne na kontakt z
zanieczyszczeniami, dlatego stosuje sie dodatkowe odczynniki, takie jak aceton [53], 0,1M HCI [22]
czy 0,5% roztwér Tritonu® X-100 [59]. Dzieki ograniczeniu lub wyeliminowaniu dodatku
odczynnikdéw chemicznych, prébka nie jest zanieczyszczana, a anality nie sg z niej wymywane, co jest
duzg zaletg metody LA-ICP-MS. W zaleznosci od celu analizy, prébki pobierane sg od oséb
chorujacych na drodze biopsji lub ciecia chirurgicznego oraz post-mortem, np. wyciete fragmenty
nowotwordéw, naczyn krwionosnych dotknietych miazdzycg czy tkanki otaczajgce implanty. Mniej
inwazyjne jest pobieranie wtosdw, paznokci, moczu i krwi, ktére przeprowadzane jest takze u oséb
zdrowych, stanowigcych grupe kontrolng lub w badaniach nad zdrowiem okreslonych populacji i
spotecznosci. Do pobrania préobek zwykle uzywa sie ostrzy i igiet z nierdzewnej stali chirurgiczne;.
Aby pobrane tkanki zachowaty swaj sktad i strukture oraz w celu zatrzymania rozktadu probki i strat
wody, powinny one by¢, natychmiast po pobraniu i przemyciu, umieszczone w szczelnie zamknietym
pojemniku i zamrozone. Stosuje sie pojemniki z tworzyw sztucznych i szklane, a ich wybér zalezy od
celu analizy. Pojemniki szklane mogg zawieraé duze ilosci Al, Na i Ca, ktére mogg zanieczyszczac
probke lub skutkowaé wysokim ttem, natomiast pojemniki plastikowe mogg zawieraé katalizatory

na bazie pierwiastkdéw takich jak Al, Ti czy Sb. Prébki przechowywane sg w temperaturach od kilku
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°C ponizej zera do temperatury ciektego azotu, -195,8 °C. Prébki biologiczne moga by¢ przygotowane
do analizy, metodg LA-ICP-MS na dwa sposoby: (i) umieszczenie catego fragmentu tkanki na
podstawce i ablacja powierzchni lub (ii) pociecie zamrozonej prébki kriomikrotomem na plastry o
grubosci od kilku do ok. 100 um. Prébki przed analizg sg pozostawiane w temperaturze pokojowej
lub w 37 °C przez ok. godzine aby odtajaty i wyschty [60]. Uzyskanie suchej prébki jest konieczne ze
wzgledu na mozliwos¢ zmian ksztattu i struktury tkanki zawierajgcej wode podczas przebywania w
komorze ablacyjnej, gdzie poddawana jest ciggtemu przeptywowi gazu nosnego, powodujgcego jej
wysychanie. Prébka powinna by¢ stabilna i niezmienna pod wzgledem skfadu, struktury i zawartosci
wody w czasie trwania analizy. Analogicznie, wzorce poddawane ablacji rowniez powinny byé
odpowiednio wysuszone. Prébki zawierajgce wode mogg byé analizowane w systemach z chtodzong
komorg ablacyjng, w ktérych uktady Peltiera utrzymujg niskg temperature, do -20 °C [61].
Najczesciej stosowang metodg przygotowania probek tkanek miekkich jest ciecie ich
kriomikrotomem na plastry o identycznej grubosci. W kriomikrotomie utrzymywana jest stale
ujemna temperatura, dzieki czemu zamrozona wczesniej prébka nie zmienia swojej struktury i
sktadu. W zaleznosci od strategii kalibracji, rowniez wzorce sg ciete przy uzyciu takich samych
ustawien grubosci. W celu uzyskania informacji histologicznej badanej tkanki, czes¢ plastrow
odbarwia sie zestawem odczynnikdow i barwnikéw i probke przekazuje sie do badania mikroskopem
optycznym. Najczesciej stosowang technika barwienia, ktéra jest czesto stosowana przy badania z

uzyciem metody LA-ICP-MS, jest barwienie hematoksyling i eozynga, HE.
3.2. Podstawki pod probke

Plastry prébki i wzorcow umieszczane sg na podstawce, dobranej i przygotowanej tak, aby
miescita sie komorze ablacyjnej i nie wptywata na wynik pomiaru analizowanych pierwiastkow w
tkance. NajczesSciej stosuje sie podstawki szklane, bedgce komercyjnie dostepnymi szkietkami
mikroskopowymi lub nakrywkowymi, na bazie szkta boro-krzemianowego, sodowego lub kwarcu
[62]. Zaletami sg niska cena, tatwa dostepnosc i dobra adhezja dla tkanek, natomiast wadg jest
generowanie wysokiego tfa dla pierwiastkow bedacych sktadnikami szkta, takimi jak Si, Ca, Na, B, Al.
W przypadku, gdy szkto generuje wysokie tto dla analitu mozna zastosowac¢ podstawki polimerowe,
zawierajgce w swoim sktadzie gtdwnie C, H oraz O i N, w zaleznosci od polimeru uzytego do
produkcji, a takze pierwiastki petnigce funkcje katalizatordw, moggce generowaé wysokie tto.
Przyktadami polimerdw uzytych jako podstawki sg polipropylen [63], poli(tereftalan etylenu) [64]
czy poli(tetrafluoroetylen) [65]. Wysoka zawarto$¢ wegla w podstawkach polimerowych moze
istotnie podwyzszy¢ sygnat wegla w tkance poddanej ablacji, przez co pierwiastek ten nie bedzie

mogt petni¢ funkcji wzorca wewnetrznego, a takze moze wptyngé na powstawanie interferencji
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wieloatomowych z argonem, podwyzszajac tto dla >2Cr i >3Cr. W ostatnich latach, zaproponowano
uzycie wafli krzemowych, uzywanych do produkcji uktadéw elektronicznych, wytworzonych z
monokrysztatu krzemu o czystosci >99,9999% [36,66]. Dobdér odpowiedniego medium
podtrzymujacego prébke w kriomikrotomie ma wptyw na wymywanie niektérych pierwiastkéw z
tkanki. W badaniach préobek mézgdéw stwierdzono znacznie nizsze sygnaty Zn i Cu po okreslonym

czasie przebywania préobki w formalinie [67].
3.3. Wymiary probki

Zaleta metody LA-ICP-MS jest mozliwos¢ analizy bardzo matych prébek klinicznych, o
wymiarach ponizej 1 mm. W przypadku prébek klinicznych ma to duze znaczenie, poniewaz czesto
probki tkanek pobrane od pacjentow sg bardzo mate, a osoba pobierajgca préobke nie moze pobrac
wiekszej ilosci w mysl zasady primum non-nocere. Tak mate ilosci prébki, o masie kilku do
kilkudziesieciu mg, mogg generowac artefakty w przypadku zastosowania technik mineralizacyjnych
z uzyciem odczynnikdw a uzyskane roztwory nie pozwolg na wykonanie odpowiedniej liczby
powtdrzen. W zaleznosci od rozmiaréw prébki i od ustawionych parametréw systemu ablacji
laserowej mozna uzyskac ilosciowa informacje o rozmieszczeniu analitéw w prébce w czasie od kilku
minut do kilku godzin. Hare i in. stworzyli tréjwymiarowy atlas zawartosci pierwiastkdw w mézgu
szczura, polegajgcy na ablacji 46 plastréw mozgu po cieciu kriomikrotomem, umieszczonych na
szkietkach mikroskopowych w wielkowymiarowej komorze ablacyjnej (25x25 cm), co zajeto w sumie

158 godzin [68].
3.4. Zagadnienia etyczne

Kazde badania naukowe, w ktérych pozyskiwane sg tkanki pobrane od pacjentéw, wymagaja
uzyskania zgody odpowiednich komisji bioetycznych oraz pisemnej zgody pacjenta. Pacjent musi
zostaé¢ poinformowany o celu badan, sposobie przeprowadzenia badan i pobrania probki, o
potencjalnym ryzyku oraz zapewniony o tajnosci danych wrazliwych oraz osobowych. Ponadto,
pacjent ma prawo wycofac sie z udziatu w badaniach w dowolnym momencie bez podania przyczyny
oraz ma prawo do informacji dotyczacych czesci eksperymentu, w ktérej uczestniczy [69]. Na tym
polu obowigzujg scisle okreslone normy prawne oraz kodeks etyczny, ktéry obowigzuje badaczy i
lekarzy, uczestniczgcych w badaniach z udziatem tkanek pochodzgcych z organizméw zywych,
szczegodlnie od ludzi [70]. Zbiorem zasad dotyczgcym prowadzenia badan klinicznych z udziatem ludzi
o zasiegu miedzynarodowym, stanowigcym wyktadnie zasad etycznych dla badaczy, jest Deklaracja
Helsinska [71]. Etyka badacza powinna obowigzywaé na kazdym etapie prowadzonych badan, od

rozmowy z pacjentem lub dawcg, przez wykonanie pomiaréw az do opracowania i przedstawienia
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wynikow analizy. Kierujac sie przede wszystkim dobrem pacjenta (zasada primum non-nocere),
nieetyczne, i prawdopodobnie nielegalne, jest zatajenie lub zafatszowanie informacji zwigzanej ze
stanem zdrowia pacjenta, ktéra moze niestusznie doprowadzi¢ do podjecia decyzji o wszczeciu lub

zakonczeniu terapii.
3.5. Implanty

Implanty tytanowe wprowadzono do praktyki stomatologicznej w roku 1960 gdzie zyskaty
uznanie za ich uzytecznos$é i bardzo dobrg biokompatybilnosé [72]. Obecnie, najczesciej stosowanym
materiatem do produkcji implantéw stomatologicznych jest czysty tytan i jego stopy, gtéwnie z
glinem i wanadem [73]. Inne, rzadziej stosowane stopy metali to Ti6AlI7Nb i Ti1l5Zr4Nb4Ta [74].
Poszukiwane sg coraz nowsze stopy metali, o lepszych wtfasciwosciach mechanicznych, mniej
toksycznych i bardziej trwatych niz dotychczas stosowane, np. stop Ti-Nb-Zr-Ta-Si [75] czy Ti-Nb-Sn
[76], bedace w fazie badan na zwierzetach. Ponadto, Gtéwne zalety implantéw opartych na Ti to:
dobra osteointegracja, odpornos¢ na Scieranie, wysoka biokompatybilnos¢, dobre wtasciwosci
mechaniczne i niska gestos¢, dzieki czemu mogg zastgpic brakujgcego zeba na dziesieciolecia, jesli
sg pozbawione wad strukturalnych, odpowiednio umieszczone i zadbane [77,78]. Jednakze sity
mechaniczne wywierane na implant i Srodowisko jamy ustnej mogg powodowac korozje
elektrochemiczng implantu i uwalnianie jondéw i czastek metalicznych z powierzchni implantu,
pomimo ochronnej warstwy tlenku tytanu [79]. Srédkostna cze$é implantu ma bardzo duig
powierzchnie wtasciwg i porowatos¢, podobnie jak tkanka kostna, w celu pobudzenia osteoblastow
do tworzenia nowych komadrek wokot implantu [79]. W celu zwiekszenia porowatosci implanty s3
piaskowane proszkiem Al,O3, ktory pozostaje w porach i na powierzchniimplantu [80,81]. Procedura
implantacji wymaga wywiercenia otworu w kosci i wkrecenia do niej implantu, podobnie jak srube.
Powyzsze czynniki moga generowad liczne czgstki metaliczne o wymiarach od nanometréw do setek
mikrometréw, ktére pozostajg w przylegtych tkankach, tj. w kosci i btonach Sluzowych jamy ustnej
[82]. Uwolnienie jondw pierwiastkéw metalicznych i drobin do tkanek moze wywota¢ reakcje
alergiczne u pacjenta powodujgc stany zapalne, tworzenie ziarniniakdw i nowotwordéw, a w efekcie
odrzucenie implantu lub toksycznos¢ ogdlnoustrojowg w przypadkach wadliwego implantu,
wielokrotnych implantéw lub narazenia przewlektego [83,84]. Czysty Ti i jego stopy uwazane s3 za
bezpieczne i dobrze tolerowane przez organizm, jednak wyzej wspomniane dziatania niepozgdane
moga wystgpi¢ ze wzgledu na obecnosé innych pierwiastkéw obok Ti, takich jak glin i wanad w
powszechnie stosowanym stopie Ti6Al4V lub sladowych ilosci zanieczyszczen, na ktdrych obecnosé
pacjent moze reagowac alergicznie (np. Ni, Cr, Co). Reakcje alergiczne na Ti rozpoznano u 0,6% z

1500 pacjentéw w badaniu klinicznym [85]. Mozliwe jest, ze Sladowe ilosci zanieczyszczen
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pierwiastkami metalicznymi obecne w s$rddkostnej czesci implantu sg odpowiedzialne za
niepowodzenie implantacji w ciele cztowieka [86,87]. Przed zabiegiem implantacji, pacjenci powinni
zostac przebadani pod katem podatnosci na wystgpienie reakcji niepozagdanych powodowanych

przez pierwiastki metaliczne, bedace sktadnikami implantéw, np. przy pomocy testu MELISA [88].
3.6. Toksycznosc pierwiastkow

Mimo coraz lepszych rozwigzan technologicznych w dziedzinie implantologii, nie sg one
doskonate i mogg ulega¢ korozji elektrochemicznej uwalniajac jony i czastki metaliczne do
okolicznych tkanek. Czastki metaliczne majg wiekszg powierzchnie w pordwnaniu do
nienaruszonego implantu, co moze dodatkowo zwieksza¢ ilos¢ uwalnianych pierwiastkow
metalicznych do organizmu pacjenta. Ponizej zestawiono charakterystyke toksykologiczng

pierwiastkow, bedacych gtéwnymi sktadnikami implantow (Ti, Al, V) [89].
3.6.1. Tytan

Tytan i tlenek tytanu (IV) sg generalnie mato toksyczne i uznawane za bezpieczne, stad
znalazty szerokie zastosowanie w medycynie, a TiO, jest czesto dodawany do przyrzadéw
codziennego uzytku wykonanych z tworzyw sztucznych oraz do zywnosci i kosmetykéw jako biaty
barwnik i filtr UV [90]. W literaturze znalez¢ mozna coraz wiecej doniesien o szkodliwosci
nanoczastek metalicznego Ti i TiO,, mogacych uwalniac sie z produktéw uzywanych przez ludzi oraz
z implantéow [82]. Obecnos$¢ nanoczastek TiO, wywotuje stres oksydacyjny, zaburzajgc stezenie
zredukowanych i utlenionych form glutationu w komaérkach [91]. Badania na szczurach wykazaty, ze
chroniczna, inhalacyjna ekspozycja na nanoczastki TiO, powodujg raka nabtonka wyscielajgcego
pecherzyku ptucne [92]. W przypadku implantéw na bazie Ti, nanoczasteczki i jony przenikajg do
gtebszych tkanek i do naczyn krwionosnych, skagd moga dotrze¢ do dalszych narzadow, takich jak

wezty chtonne, ptuca i $ledziona [92].
3.6.2. Glin

Glin wystepuje w niewielkich ilosciach w pozywieniu (do 10 mg kg™) i w wodach naturalnych
(0,001-1 mg L) [93]. Organizm dobrze radzi sobie z wydalaniem zwigzkéw Al i rzadko spotyka sie
ostre zatrucia. Wiekszos¢ przypadkdéw zatrucia Al odnotowano u oséb z przewlektg niewydolnoscia
nerek, narazonych zawodowo na kontakt ze zwigzkami Al [94]. Al zaburza wchtanianie i metabolizm
pierwiastkow, takich jak F, Fe, Ca, P powodujac ich niedobory a takze osteomalacje (rozmiekanie
kosci) i osteodystrofie (odwapnienie) [94]. Niebezpieczne jest wdychanie opardw i pytéw Al,Os,

mogacego przyczyniac sie do migzszowego zwitdknienia ptuc i odmy optucnowej. Ponadto, Al jest
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podejrzewany o udziat w rozwoju choroby Alzheimera i demenc;ji dializacyjnej, poprzez dziatanie

neurotoksyczne i akumulacje w mdzgu [93,95].
3.6.3. Wanad

Uwaza sie, ze wanad jest pierwiastkiem sladowym niezbednym do prawidtowego przebiegu
proceséw metabolicznych, przede wszystkim lipidow, cholesterolu i fosfolipidéw a jego niedobér
powodujg zahamowanie wzrostu i zmniejsza zdolnos¢ reprodukcji zwierzat laboratoryjnych,
jednakze brak jest jednoznacznych dowoddéw w przypadku ludzi [93]. Duze ilosci V spotyka sie w
owocach morza i wodorostach, natomiast stezenie w wodzie Scisle zalezy potozenia geograficznego
[94]. Najbardziej toksycznym zwigzkiem wanadu jest V,0s i jest on najczesciej wchtaniany przez ludzi
na drodze inhalacji w zaktadach przemystowych. Wanad odktada sie w nerkach, ptucach, watrobie,
kosciach i tkance ttuszczowej, prowadzac do ostabienia odpornosci, uszkodzenia ptuc i uktadu
krwiotwdrczego oraz zmian skdrnych i charakterystycznego zielonego zabarwienie jezyka [93]. Nie
ma dowoddw na rakotwdrcze dziatanie zwigzkéw wanadu u ludzi i zwierzat. Dtugotrwate podawanie

zwigzkéw V powoduje zmniejszenie aktywnosci i zdolnos¢ uczenia sie szczurdw [95].

4. Przeglad literatury sSwiatowej — analiza prébek klinicznych metoda
LA-ICP-MS

Mozliwos$¢ poznania rozmieszczenia przestrzennego pierwiastkdw z wysoka rozdzielczoscig oraz
niskimi wartosciami granic wykrywalnosci to cechy metody LA-ICP-MS, ktéra jest niezwykle
uzyteczna w analizie prébek biologicznych, w tym prébek klinicznych. W literaturze znalez¢ mozna
liczne prace, w ktérych sporzgdzono mapy zawartosci pierwiastkéw, ktérych zawartosci w badanych
tkankach zmieniaty sie pod wptywem przebytych choréb czy podanych lekéw. Informacja o
przestrzennym rozmieszczeniu pierwiastkdéw budulcowych, makro- i mikroelementéw w tkankach
pozwala poznadizrozumieé procesy zachodzgce w organizmie. Od roku 2009 wydanych zostato kilka
prac przegladowych omawiajgcych zastosowanie metody LA-ICP-MS do analizy prébek
biologicznych [60,96-98]. W kilku pracach przegladowych skupiono sie takze nad podejsciem
iloSciowym i dotychczas opracowanymi strategiami kalibracji, jednakze aspekty metrologiczne sg
omoéwione tylko pobieznie [29,30,99,100]. Ponadto, w pracach przegladowych omdwiono
nastepujgce zagadnienia: strategie kalibracji [29,30,60,96,98—100], CRM [29,30,99], metoda ID
[29,30,96,98,100], parametry pomiarowe i aparaturowe wptywajgce na sygnat analityczny
[29,30,60,97,98,101], mapowanie pierwiastkéw w prébkach biologicznych i przygotowanie probek
do analizy [60,96,98], zastosowania biomedyczne [60,97], nanoczgstki [96], sucha kropla [99],
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omoéwienie innych technik analizy prébki statej [100,101]. Jedyng pracg krotko omawiajgcg wybrane
aspekty walidacji procedury analitycznej w naukach biologicznych i przyrodniczych z uzyciem
metody LA-ICP-MS jest praca badawcza autorstwa Limbeck i in. [99]. Dyskusja dotyczaca walidacji
procedury i wyznaczania istotnych parametrow walidacyjnych jest zwykle pomijana, jednakze
autorzy powyzszych prac przeglagdowych sg jednomyslnie zgodni co do istotnosci stosowania
CRMow w analizie metodg LA-ICP-MS i doceniajg wysokg jakosé metrologiczng metody definitywnej,
jaka jest IDMS. Jednakze, nigdzie nie zostata poruszona istotna wiasnos¢ wyniku pomiaru, jaka jest
spdjnos¢ pomiarowa.

Znajdujac luke w pracach przeglagdowych i badawczych, przeprowadzono przeglad publikacji
omawiajgcych zawartos¢ pierwiastkow badanych metodg LA-ICP-MS w prdbkach klinicznych,
zwracajac szczegblng uwage na aspekty metrologiczne prowadzonych badan. W tabeli 2 zestawiono
prace eksperymentalne, w ktdrych analizowane byty prébki kliniczne: miekkie, twarde oraz ciekte
pod postacig suchej kropli. Wyszczegdlniono w niej nastepujace zagadnienia: (1) rodzaj badanej
prébki, (2) analizowane pierwiastki ze wskazaniem wzorca wewnetrznego, (3) zastosowang
aparature, z uwzglednieniem rodzaju lasera, parametrow pracy systemu LA, rodzaj analizatora mas,
(4) parametry walidacyjne i (5) sposéb zapewnienia spdjnosci pomiarowej. Prace, w ktérych ablacji
poddane zostaty pojedyncze komorki, sztucznie hodowane linie komodrkowe, prébki po
elektroforezie zelowej lub innej technice rozdzielania oraz prébki archeologiczne nie zostaty ujete w

tabeli 2.
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Tabela 2 Zestawienie prac badawczych omawiajgcych analize prébek klinicznych metodg LA-ICP-MS

Prébka

1

Jany

[any

[uny

[uny

Jany

Jany

Jany

iy

iy

. rodzaj probki
2.

badana prébka

. miekka
. zdrowy mézg

(hipokamp)

. miekka
. guz médzgu (glejak

wielopostaciowy)

. miekka
. zdrowy mozg

(hipokamp)

. miekka
. zdrowy mozg

(obszar wyspy,
centralny i
hipokamp)

. miekka
. btona $luzowa jelit,

zdrowa piers,
nowotwor piersi

. miekka
. wezty chtonne i

ptuca

. miekka
. haczynia

krwionosne i
blaszka
miazdzycowa

. miekka
. zdrowy mézg

(Srédmdzgowie)

. miekka
. oczy

Anality

mierzone izotopy
(wzorzec wewnetrzny)
*dane jakosciowe
“nie wykryto w prébce

31p 325 SGFe 63Cu 647
(238U 232Th)

63Cu, GAZn’ ZOSPb, 238U

13C* 63Cu E4Zn
’ ’

ESCU’ 64Zn’ ZOSPb

197Au, 107Ag

232Th, ZSSU’ ZSSU’ 239pu*,
24OPU*, 281 Am*

ZGMg*, 42ca*, GSZn*I
208pp*
(13C)

13(:*, 44Ca*, 55M n, SGFE,
63Cuw GAZn# GONi* 111cqd
208Pb

24Mg, SEFe, 63Cu

(13C, 197Au)

Aparatura

1

N

N

N

N

N

N =

N =

N =

=

N

. ICP-MS (rozdzielczosé,

m/Am)

. rodzaj lasera; dtugosc fali

[nm]; czestotliwosé
impulséw [Hz] /$rednica
wigzki [um] /szybkosé
skanowania [pum s]

SF-ICP-MS ($rednia, 4400)

. Nd:YAG; 213; 20/50/50

SF-ICP-MS ; (niska, 300)

. Nd:YAG; 266; 20/50/30

SF-ICP-MS ; (niska, 300)

. Nd:YAG; 266; 20/50/40

SF-ICP-MS; (niska, 300)

. Nd:YAG; 266; 20/200/30

. kwadrupol
. #1 Nd:YAG; 213; 10/5/5

#2 Nd:YAG; 266;
10/20,100/20,60

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213;

20/30,65/30,65

. kwadrupol
. Nd:YAG; 266; 10/50/25

kwadrupol
Nd:YAG; 266; 20/120/60

SF-ICP-MS; (Srednia, 4000)

. Nd:YAG; 213; 20/10/6.5

Parametry metody analitycznej

1.
2.
3.
4.
5.

PP O~

[ w

[any

4.

LOD [ug g™

LoQ [ug g

liniowos¢

precyzja [%]
poprawnos¢, odzysk [%]

(R?) 22Th: 0,9995; 238U: 0,9995

2-3

(doktadnos¢) 2-3

83Cu: 0,34; %Zn: 0,14; 2°%Pb: 0,0125; 238U: 0,0069

(R?) 0,9821-0,9962

(dla pojedynczej linii) 20-30

(odtwarzalnos$é metody) *3C: 5,4-6,5; ®3Cu: 5,8-8,2; ®*Zn: 5,1-6,7

63Cu: 0,1; %#Zn: 0,5; 2°2Pb: 0,01

. (R?) ®3Cu: 0,997; %4Zn: 0,994; 2%Pb: 0,993

. [ng] **7Au: 0,01; °’Ag: 0,005

. (szacowana) #**Am: 0,001

odtwarzalnos$¢: z/bez wzorca wewnetrznego 5/13

(R) >0,99; %Zn: 0,987

. (precyzja wyrazona jako wartos¢ bezwzgledna [ug g]) Fe: 2-6; Mn:

0,2-0,4; Pb: 0,2-0,3; Cd: 0,01
¥7AU: <20

Wstasciwos¢ wyniku
pomiaru

1. CRM (jako wzorzec
kalibracyjny/do
sprawdzenia
poprawnosci)

2. roztwory wzorcowe
z ustanowiong
spéjnoscia
pomiarowa

Brak danych

Brak danych

Brak danych

Brak danych

Brak danych

2. spéjnos¢ ze wzorcem
NIST

Brak danych

2. spéjnosé ze wzorcem
NIST

Brak danych

Literatura

[51]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[27]

[67]

[107]

29



Jany

[any

[uny

[uny

[uny

[y

[y

Jany

iy

. miekka
. watroba

(zwtdknienie i
marskos$¢)

. miekka
. guz ptuc (ztosliwy

miedzybtoniak
optucnej)

. miekka
. soczewka oka

. miekka
. watroba (choroba

Wilsona)

. miekka
. skéra

. miekka
. guz watroby

. miekka
. gruczolakorak

prostaty

. miekka
. guz ptuc (ztosliwy

miedzybtoniak
optucnej)

. miekka
. watroba (choroba

Wilsona)

13C*1 23Na*, 24Mg*,

ZSMg*, Slp*’ SSK*’ 42Ca*,
44Ca*, SZCr*, SSMn, SSFe,

57Fe, SSCO*, 63CU, GSCU,

642“, EGZH, QSMO*, 67M0*,

107Ag* 109Ag* 111Cd*
llzcd* 1185n* 1ZOSn*
ZOOHg*’ ZOZHg*’ ZOGPb*,
208Pb*

(345)

13C, Slpl 345, 194Pt, 195Pt,
196Pt

(197Au)

83Cu, ®4Zn, 5Fe
(197Au)

C, Fe, Mn, Cu, Zn
(C9)

31P* 44Ca* 160Gd
’ ’

IOB 11B*
’

55Mn, S¢Fe, 53Cu, 6Zn,
78Se, 80Se

23Na, 2“Mg, ZGMg, 39K,
#2Ca, 4Ca, Mn, S°Fe,
S7Fe, S8Ni, ONi, 53Cu,
GAZnI GSCU, GGZn
(“7Au)

S4Fe, 5Fe, ®3Cu, ®°Cu

1.
2.

1.
. Nd:YAG; 213; 20/60/60

kwadrupol
Nd:YAG; 213; 20/60/60

kwadrupol

. SF-ICP-MS ; (Srednia, 4000)
. Nd:YAG; 213; 10/50/32.5

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213; 20/60/60
. kwadrupol
. Nd:YAG; 213; 10/50/50
. kwadrupol
. Nd:YAG; 213; 20/50/50

. potréjny kwadrupol
. ekscymerowy ArF; 193; -

/50/200

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213; 10/40/120

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213; -/10/20

4. (odtwarzalno$¢ czterech przylegtych fragmentow tej samej probki
watroby) S: 9; Mn: 10; Fe:14; Cu: 6; Zn: 4; Cd: 4

1. Pt: 0,0016

3. (R?) 195Pt: 0,9996

4. (RSD drukowanego wzorca) **°Pt: 16,6-31,1. (RSD wartosci
$rednich, n=60) *°°Pt:1,0-1,5. (usrednione, znormalizowane
stezenie, n=5) 1%5Pt:<5

1. %3Cu: 0,06; %4Zn: 0,2; ¢Fe: 0,1

3. (R) ®3Cu: 0,9980; #“Zn: 0,9855; >°Fe: 0,9999

soczewka bez torebki/torebka soczewki

5. t%3Cu: 126-139/103-113; %Zn: 93-98/89-95; ¢Fe: 130-137/78-85

4. (precyzja pojedynczej analizy) 2-8

1.169Gd: 3

2. 1%0Gd: 9

3. (R) *%°Gd: 0,999

4. (RSD wzorcéw) 3,4-13,0

1. 1°8: 0,005

2.198: 0,017

3. (R?) 1°B: 0,999

Bez gazu/H2/02+H:

1. 5*Mn: 0,55/0,20/0,35; >°Fe: 2,3/2,3/2,7; %3Cu: 1,4/1,8/1,0; Zn:
1,8/3,6/2,5; 7®Se: 0,93/0,31/1,2; &Se: -/0,44/0,55;

2.°Mn: 1,8/0,67/1,2; °Fe: 7,6/7,7/9; 3Cu: 4,7/6,0/3,4; %°Zn:
6,1/11,9/8,4; "8Se: 3,1/1,0/4,0; 8°Se: -/1,5/1,8

1. #Na: 5,7; Mg: 2,3; Mg: 10,6; 3°K: 13,2; 5°Mn: 0,1; *Fe: 0,8; >’Fe:

3,4; %8Ni: 0,1; ©Ni: 0,4; %3Cu: 0,1; %4Zn: 0,1; %Cu: 0,2; Zn: 0,2
3. (R) >0,99; #2Ca:<0,9
4. (wielokrotny pomiar wzorcow) <5

1. %%Fe: 5; %3Cu: 1
2.5%Fe: 18; %3Cu: 4

3. (R?) >0,995

4. (RSD wzorcéw) <7,1

Jany

. SRM NIST 1577b
bovine liver (single
point wzorzec
kalibracyjny)

2. spéjnos¢ ze wzorcem
NIST

2. spéjnosé ze wzorcem
NIST

Brak danych

2. spéjnosé ze wzorcem
NIST

Brak danych

Brak danych

[any

. for digestion and SN-
ICP-MS only; BCR-
CRM278 mussel
tissue powder

. spojnosc ze wzorcem
NIST

. spojnos¢ ze wzorcem
NIST

N

N

[108]

[57]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[36]

[114]
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Jany

[y

. miekka
. mozg (choroba

Alzheimera)

. miekka
. btona $luzowa jamy

ustnej

miekka

. soczewka oka
. miekka
. watroba (choroba

Wilsona)

. miekka
. btona $luzowa jamy

ustnej

Slp*’ S6F@
(13c)

lic*, ZSMgI 27A|1 43Ca,

48Ti*, 49Ti, 51\/’ GSCU’ 6671

(345)

63Cu, $4Zn

S6Fe, 3Cu, %Zn

13c* ZGMg 277 31p*
#3Ca, 4°Ti, %5Mn, 5'Fe,
63Cu, 55Zn

(345)

N

N BEIN e

potréjny kwadrupol

. Nd:YAG; 213; -/80/-

kwadrupol
Nd:YAG; 266; 10/100/25

SF-ICP-MS

Nd:YAG; 213; -/25/-
kwadrupol

Nd:YAG; 213; 20/10/20

kwadrupol
Nd:YAG; 266; 10/25/100

3. (R?) %Fe: 0,9849

procedura kalibracyjna #1/#2

1. (granica wykrywalnosci instrumentu pomiarowego) Al: 0,83/0,24;
Ti: 0,78/0,55; V: 0,24/0,10.

(granica wykrywalnosci metody) Al: 4,8/1,8; Ti: 0,84/1,5; V: 0,58/0,82

2. (granica oznaczalnosci instrument pomiarowego) Al: 2,5/0,72; Ti:

2,4/1,7; V: 0,73/0,30.

(granica oznaczalnosci metody) Al: 14/5,3; Ti: 2,5/4,4; V: 1,8/2,5

3. (R?) Al: 0,9993/0,9999; Ti: 0,9998/0,9999; V: 0,9999/0,9999

4. (powtarzalnos¢ wzorcow) Al: 5,0/4,8; Ti: 4,6/4,6; V: 4,1/4,4.

(precyzja posrednia wzorcow) Al: 5,4/4,8; Ti: 5,1/4,6; V: 4,6/4,5

5.1 (ERM-BB422) 2°Mg: 105; “3Ca: 158; %3Cu: 149; ®Zn: 124.

(odzysk dodatku analitu do ERM-BB422) ?’Al: 80; Ti: 115; V: 119

1. 8Cu: 0,030; %4Zn: 0,086

1. %%Fe: 2,4, %3Cu: 0,3, ®*Zn: 0,7

2.%Fe: 7,9, %3Cu: 1,1, %*Zn: 2,4

3. (R?) S¢Fe: 0,998; ®3Cu: 0,999; %4Zn:0,995

4. (RSD wzorcéw) 6Fe: <9,8; %3Cu: <5,1; **Zn: 5,1

1. (granica wykrywalnosci instrument pomiarowego) 2Mg: 14; 7Al:
4,1; 3Ca: 450; *°Ti: 14; >>Mn: 1,8; >’Fe: 43; %3Cu: 2,4; %°Zn: 18.

(granica wykrywalno$ci metody) Mg: 419; 7Al: 14; 3Ca: 1174; *°Ti:
21, >Mn: 4,7; Fe: 98; %3Cu: 33,6; %6Zn: 61

3. (R) Mg: 0,9968; ’Al: 0,9998; “3Ca: 0,9999; *°Ti: 0,9996; *Mn:
0,9989; >’Fe: 0,9989; %3Cu: 0,9987; ®Zn: 0,9993

wzorce: 5/20/50/najwiekszy dla Al, Ti, Mn, Fe, Cu, Zn i
500/1000/3000 dla Mg, Ca

4. (precyzja pojedynczej linii ablacyjnej) 2Mg: 21/21/22; 7Al:
25/18/17/22; 3Ca: 27/24/23; *°Ti: 31/28/21/19; Mn:
27/23/17/19; 5Fe: -/35/26/25; 3Cu: 34/32/21/24;
56Zn: -/42/31/26.

(powtarzalnosc¢) 2°Mg: 23/25/16; 27Al: 9/11/25/19; Ca: 16/19/12;
“9Ti: 18/14/17/18; >Mn: 17/20/18/18; 5’Fe: 22/19/18/15; 53Cu:
17/25/21/18; %2Zn: 15/19/13/14.

(precyzja posrednia) Mg: 23/21/18; 7Al: 20/19/13/7; **Ca:
16/11/12; *°Ti: 14/12/12/9; 5Mn: 13/15/11/8; S'Fe: 17/11/11/9;
63Cu: 17/10/11/9; %Zn: 14/9/11/10

5. (odzysk dodatku analitu do ERM-BB184) 26Mg: 117/94/101; Z7Al:
144/94/101/98; “3Ca: 128/108/99; *°Ti: -/93/101/103; >*Mn:
91/91/83/102; 5’Fe: -/187/107/97; ®3Cu: 153/97/135/116; ®Zn: -
/139/84/99.

Brak danych

1. (oszacowanie
poprawnosci) ERM-
BB422 Fish Muscle

2. spéjnosé ze wzorcem

NIST

Brak danych

Brak danych

1. (oszacowanie
poprawnosci) ERM-
BB184 Bovine
Muscle

2. spéjnos¢ ze wzorcem

NIST

[115]

[63]

[116]

[117]

[64]
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[y

[y

[uny

[uny

[y

[y

[y

Jany

Jany

Jany

. twarda
. zebina

. twarda
. zebina

. twarda
. szkliwo

. twarda
. zeby

. twarda
. zeby

. twarda
. zeby

. twarda
. zeby

. twarda
. zeby

. twarda
. zeby

. twarda
. wtosy i paznokcie

©Ga, Ga
(*3ca)

24Mg* SSMn* 60Ni*
SSRb*’ SSSr*’ 107Ag; 109Ag’
138Ba*’ 139'.3*, 208Pb*
(43Ca)

208Pb

(43Ca)

208pp
(43Ca)

55Mn
(43Ca)

657n, 88Sr, 111Cd, 208Ph
(*Ca)

SSSr, 1384
(43Ca)

12C, Slp, 2“Mg, 667n
(3ca)

27| SSSr 138Ba 139|_a
(43Ca)

(niska rozdzielczos¢) "Li,
9Be, 113[ 23Na, 75AS, 7758,
SZSe, SSRb, SSSr, 89Y, QOZr,

. SF-ICP-MS
. Nd:YAG; 266; -/-/-

. SF-ICP-MS (niska, 300)
. Nd:YAG; 266; 20/100/4

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213;

10/100/ablacja statyczna

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213; 5/40/-

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213; 20/20/20

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213; 20/30/30

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213; -/30/60

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213; -/30/60

. kwadrupol
. Nd:YAG; 266; 20/100/25

. SF-ICP-MS (niska i $rednia)
. Nd:YAG; 266; 8/50/-

+ (ERM-BB184) 25Mg: 87,5; “*Ca: 108,5; S’Fe: 110,0; ©Cu: 142,3; Zn:
131,8

4. (NIST-612) “3Ca: 3,2-4,6; °Ga: 3,1-5,7;

(zgb) #3Ca: 15,4-19,1

4. (NIST-612) 2*Mg: 3,8-4,6; 3Ca: 1,8-2,5; >*Mn: 2,1-4,3; °Ni: 3,2-6,8;
Rb: 2,3-3,6; %5r: 2,8-3,1; 197Ag: 2,6-4,4; 3Ba: 2,4-3,7; ¥La: 4,0-
5,3; 298Pb: 2,9-5,4

(zab) 3Ca: 2,8-7,1

1. 20%ph: 0,011

4. (RSD dla pierwszych pomiaréw, n=3) 2°Ph: 23.

(RSD dla 3. i dalszych pomiaréw) 2°Pb: 3,4

5.1 (SRM 1400) 2°%Pb: 96

1. 208pb: 0,01-0,05
5. 208pp: 7-10

Brak danych

5. (ogdlna doktadnos¢ kalibracji jednopunktowej) £20

Brak danych

Brak danych

1. %7Al: 0,12; 8Sr: 0,07; *¥Ba: 0,15; **°La: 0,1

3. (R?) 7Al: 0,9991; 88Sr: 0,9983; *3%Ba: 0,9985; **°La: 0,9993

4. (RSD wzorcow 5 ug g) 27Al: 4,2; %8Sr: 2,8; 138Ba: 2,7; 1¥La: 2,1

5. (réznica miedzy warto$cig zmierzong a certyfikowang) ?’Al: 4,2;
88Sr: 6,8.

(odzyski) 2Al: 93; %Sr: 96

1. (dla wiekszos$ci pierwiastkow) niski zakres pg g*

4. RSD% dla prébek paznokci (powierzchnia) >20.

(wnetrze) As, Br, Hg, Se, Zn: <10; pozostate pierwiastki: <20

1. (wzorzec
kalibracyjny) NIST
SRM-612 elements in
glass

1. (wzorzec
kalibracyjny) NIST
SRM-612 elements in
glass

1. (wzorzec kalibracyjny
i oszacowanie
poprawnosci) NIST
SRM 1400 Bone Ash,
NIST SRM 1486 Bone
Meal

1. (wzorzec
kalibracyjny) NIST
SRM-610 elements in
glass;

(oszacowanie
poprawnosci) NIST
SRM 1486 Bone Meal

. (wzorzec
kalibracyjny) NIST
SRM 1486 Bone Meal

. (wzorzec
kalibracyjny) NIST
SRM 1486 Bone Meal

. (wzorzec
kalibracyjny) NIST
SRM 1486 Bone Meal

. (wzorzec
kalibracyjny) NIST
SRM 1486 Bone Meal

. (oszacowanie
poprawnosci) NIST
SRM 1400 Bone Ash

. spojnosc ze wzorcem
NIST

[y

[y

[y

[any

[any

N

Jany

. (wzorzec
kalibracyjny)
GBWO07601 human

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[19]

[23,59]
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N

=

g

.

twarda
wtosy
twarda
wiosy

twarda
wtosy

twarda

wtosy

twarda
wtosy

93Nb QSMO 99Ru lolRu
102Ru” 103R}~:’ 105P’d’ IOGP:j’
108Pd, 107Ag1 109Ag1 111Cd,
114Cd 115|n 118Sn 1205n
121Sb: 123Sk;’ 125Te” 126Te”
127', 133Cs, 13833, 139La,
140Ce, 141Pr, 143Nd, 145Nd,
147Sm’ 1495m’ 151EU, 153EU,
157Gd, 159Tb, 1EOGd, 163Dy,
165H0, 167Er’ 169Tml 171Yt,
173Yt, 175LU, 178Hf, 180Hf,
181Ta’ 183W’ 184W’ 185Re’
ISEW’ 187Re’ 191|r, 193|r’
194Pt, 195Pt, 196Pt, 197AU,
202Hg 205T|, 206pfy 207ppy,
208ppy 209B; 232Th 238
(Srednia rozdzielczosc)
ZGMg, 27A|, ZSSi, 31P, 35c|,
39K’ 44Ca’ 4SSC, 47Ti’ 49Ti’
SIV, SZCF, 55Mn, SGFe’
SBCO, GONi, GSCU, 642!’1,
EQGa’ 71Ga’ 73Ge’ 74Ge’
7QBr’ 81Br’ 115|n

(325)

ZDZHg

(345)

194Pt, 195Pt, 196Pt, ZDOHg,
Zﬂng, ZOZHg, ZOGPb*,
207Pb*, 208Pb*

(325 as 325160)

238

Zn, Fe, Cu, Cr, Pb, 235U*,
238U

(325)

194 Pt*, 195 Pt, 196 Pt*
(345)

N BEIN e

N =

1.

N

N

kwadrupol

Nd:YAG; 266; -/50/-
kwadrupol

Nd:YAG; 213; -/20,50/16

. kwadrupol
. Nd:YAG; 266; 10/30,50/-,

statyczna

SF-ICP-MS (niska i Srednia,

300 i 4400)

. Nd:YAG; 266; 20/300/30

kwadrupol

. Nd:YAG; 266; 20/300/30

. 202Hg: 0,2
. (wzdtuz wtosa) 34S: 6
. Pt: 0,0005; Hg: 0,3

U weE b~

. T (CRM397) Hg: 107

[any

3. (R?) 228U: 0,95

I

238J: 12-22

Podejscie kalibracyjne: dodatek wzorca/rozciericzenia
izotopowe/rozpylanie roztworu

1. 238U: 0,0012/0,002/0,002

3. (R?) 2%8U: 0,9975/-/0,9915

4.%738U: 21/1,5/8,6.

($rednia warto$é RSD dla pojedynczych wtoséw, n=5) 238U: 10-25

1.1 pt: 0,029
3. (R?) 1% Pt: 0,9973

. (RSD CRMu) Pt: 15; Hg: 10

. (tryb ciggty) 28U: 0,019. (pojedynczy impuls) 238U: 0,700

. (RSD prdbek i wzorcéw) 238U: 12-86. (bez wartosci odstajgcych)

hair powder certified
reference material

Brak danych

1. (wzorzec
kalibracyjny) NIST
CRM397 Trace
elements in human
hair

Brak danych

2. spéjnosé ze wzorcem
NIST

2. spéjnos¢ ze wzorcem
NIST

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]
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1. twarda
2. wiosy

[any

. twarda
2. wiosy

[uny

. twarda
2. kamiert moczowy

[any

. twarda
2. kamiert moczowy

1. twarda
2. kamiert moczowy

7|_i, 23Na, 25Mg, 27A|, SSK’
51V, 53Cr, 55Mn, 57Fe, SgNi,
9Co, ®3Cu, *Zn, *>Cu,
EGZn 85Rb* SSSr BSMO
107Aé’ lllcd” 127|: 13733,’
ZOZHg, 205T|I 208Pb, ZOSBI,
238U

()

208Pb
(345)

23Na’ 24Mg1 43Ca, 44Ca’
SSSrI 135Ba’ 137Ba

(Ca)

kwadrupol:

23Na’ 24Mg1 31P’ 42Ca,
43Ca, %Ca, ®°Zn, ®Sr, 8,
135Ba, 137Ba

(Ca)

SF-ICP-MS:

13C, 23Na, 2“Mg, ZGMg,
27A| 31P 39K 43Ca 44Ca
55M,n, 57’Fe, ‘;3Cu, 6,5Cu, ’
54Zn, 66Zn, ®5Rb, 26Sr, 883,
1185n 13533 137Ba ZOGPb
208Pb’and 2?:8U ’ ’
(Ca)

12C, 13C, 23Na, 2“Mg,
ZGMg’ 27A|’ 31P’ 39K, 42Ca’
43Ca, **Mn, *Fe, >Fe,
83Cu, ®Zn, %8Zn, %Rb,
865r SSSr 118Sn 135Ba
137B’a, ZOSIPb ’ ’
(44Ca)

1.
2.

2.

1.
2.

kwadrupol
Nd:YAG; 266; 20/300/30

. kwadrupol
. Nd:YAG; 266; 20/50/100

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213; 5/65/ablacja

statyczna

. kwadrupol i SF-ICP-MS

(niska, 300)

Nd:YAG; 213; 5/65/40 i ArF
ekscymerowy; 193;
10/30/18

kwadrupol
Nd:YAG; 213; 5/65/40

1.7Li: 0,091; >Na: 34; Mg: 67; 2’Al: 37; 3°K: 182; >V: 0,11; 53Cr: 3,4;
55Mn: 0,051; 57Fe: 19; 58Ni: 0,90; 5°Co: 0,056; %3Cu: 0,18; 54Zn: 15; %°Cu:
0,19; %Zn: 5,1; #8Sr: 0,086; ®Mo: 0,027; 1°’Ag: 0,005; *1Cd: 0,048; 7|
0,12; ¥7Ba: 0,13; 2°2Hg: 0,15; 2°3Tl: 0,001; 2°%Pb: 0,043; 2°°Bi: 0,026;

238; 0,001

3. (R) "Li: 0,9999; 2Na: 0,9746; 2Mg: 0,9798; 7Al: 0,9916; ¥°K:
0,9817; 51V: 0,9998; 53Cr: 0,9999; 55Mn: 0,9994; S’Fe: 0,9962; 58Ni:
0,9995; °Co: 0,9995; 3Cu: 0,9961; 5Zn: 0,9963; Cu: 0,9997; Zn:
0,9985; 83Sr: 0,9998; %8Mo: 0,9998; 17Ag: 0,9953; 111Cd: 0,9988; 2|
0,9951; 1¥7Ba: 0,9998; 22Hg: 0,9940; 2°3TI: 0,9999; 28Pb: 0,9997; 2°%Bi:

0,9999; #8U: 0,9997

dodatek analitu do: filmu keratynowego/wtoséw

1. 298ph: 0,9998/0,9851
3. 203pp: 0,082/1,23
4.298ph; -/>20%

3. matryca: fosforany/mieszana

(R?) #Na: 0,825/0,952; **Mg: 0,738/0,600; Ca: 0,825/0,952; 88Sr:
0,903/0,856; Ba: 0,876/0,6101

1. (SF-ICP-MS) Na: 20; Mg: 8; P: 80; Ca: 200; Zn: 3; Sr: 0,7

1. Na: <1000; P: <1000; Zn: <70; Sr: <40; Ba: <2 ; Pb: <4

wartosci odstajgce: uwzglednione/wykluczone

3. (R?) Na: 0,9936/0,9955; P: 0,9991/0,9991; Zn: 0,9868/0,9966; Sr:
0,9896/0,9960; Ba: 0,9777/0,9957; Pb:0,9861/0,9974

4. ¥ (RSD sygnatu *Ca w tabletkach z fosforanem) 0,5-10,8.

(RSD dla SRM 1486 z zast. czteropuntowej krzywej kalibr., n=10) #Na:
6,3; 3'P: 5,6; Zn: 12; Sr: 6,2; Ba: 4,8; 2°%Pb: 13

czteropunktowa krzywa kal./6686 fosforan/8393 fosforan/9130

fosforan/6275 szczawian

5. 1 2Na: 96/90/68/90/64; 31P: 98/98/95/99/105; Zn:
101/143/104/103/87; Sr: 103/108/104/100/102; Ba: 79-132/75-
124/62-104/72-120/17-28; 2°®Pb: 273/201/38/74/33

2. spbjnosé ze wzorcem
NIST

Brak danych

Brak danych

1. (wzorzec
kalibracyjny) NIST
SRM 1486 Bone Meal

1. (oszacowanie
poprawnosci) NIST
SRM 1486 Bone Meal

(53]

[22]

[131]

[132]

[133]
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Jany

. ciekfa (sucha
kropla)
2. krew

[y

. ciektfa (sucha
kropla)
2. krew

1. ciektfa (sucha
kropla)
2. krew

1. ciekta (sucha
kropla)
2. krew

ZOEPb, 207Pb, 208pp

ZOSPb, 207Pb, 208Pb

°Be, 2°Mg >*Mn, *°Co,
EONi ESCU GEZn 111Cd
121Sb, ISSBa, 205T|, ZOSPb,
ZUBBi

SF-ICP-MS:

59C0, GSCU, 111Cd, ZOSPb
(195Pt)

MC-ICP-MS:

m/z: 61-65

. ICP-TOF-MS
.Nd:YAG; 213

. kwadrupol
. Nd:YAG; 213;

20/110/ablacja siatki
punktéw

1. kwadrupol
2. Nd:YAG; 213; 20/110/

ablacja siatki punktow

1. SF-ICP-MS (niska, 400) i

MC-ICP-MS (pseudo-
wysoka, 5700)

2. fs Yb:KGW; 1030;

30000/21/(0$ x)30*(0é
v)10000

1. [ug dL?] Pb: 0,9

3. (R?) Pb: 0,996

4. (25 statycznych punktow ablacyjnych) Pb: 32-48; (ablacja liniowa;
zakresy RSD wewnatrz kropli/miedzy kroplami) Pb: 12-16/3-13;

1 (RSD dla CRM) Pb: 5,3

5.1 Pb: 170

wzorce dopasowane matrycowo Seronorm/wzorce ciekte

1. [ng mLY] 2%Pb: 2,0/0,14; 2°7Pb: 1,9/0,23; 2°%Ph: 1,4/0,1

3. (R) 2°6Ph: 0,9985/0,9897; 2°’Pb: 0,9983/0,9956; 2°%Ph:
0,9986/0,9988

pomiary jednego wzorca o stezeniu: 84/55 ng mL*

4.2%ph: 5/6; 2°7Pb: 9/6; 2°%Pb: 8/9

wzorce dopasowane matrycowo Seronorm/wzorce ciekte

5.1 (SRM 966 L-1) 2°6Pb: 98/90; 2°’Pb: 113/96; 2°Pb: 108/93; (SRM
966 L-2) 2°6Pb: 100/122; 2’Pb: 109/107; 2°*Pb: 106/108; (BCR635)
205ph: 98/120; 2°’Pb: 110/108; 2°%Pb: 110/110; (Seronorm L-3)
206phy: -/122; 297Pb: -/97; 2%8Pb: -/101

1. [ng mL1] °Be: 0,14; 2Mg: 25; **Mn: 2,3; *°Co: 0,13; ®Ni: 1,4; 53Cu:
2,2; %6Zn: 2,8; 111Cd: 1,1; *1Sb: 0,20; 38Ba: 1,4; 2°Tl: 0,26; 2°Pb:
0,13; 2°Bi: 0,23

2. [ng mL?] °Be: 0,47; 2*Mg: 97; 5*Mn: 7,7; *°Co: 0,43; ®Ni: 4,7; ®3Cu:
7,3; %6Zn: 9,3; 111Cd: 3,7; 11Sb: 0,67; 3®Ba: 4,7; 2°°Tl: 0,87; 2°Pb:
0,43; 2°Bi: 0,77

3. (R) °Be: 0,9995; »Mg: 0,9983; >*Mn: 0,9988; 5°Co: 0,9984; ©Ni:
0,9994; %3Cu: 0,9996; %°Zn: 0,9996; *1Cd: 0,9991; *2Sh: 0,9997;
138B3: 0,9984; 2°5Tl: 0,9993; 2°2Pb: 0,9988; 2*°Bi: 0,9995

w jednej analizie(n=4)/pomiedzy analizami(n=12)

4. f°Be: 8,4/9,7; ®Mg: 3,3/8,6; >>*Mn: 11,3/11,0; >°Co: 5,4/7,3; *°Ni:
5,7/8,1; ©Cu: 2,7/6,2; %Zn: 4,2/11,5; 11Cd: 8,0/21,6; *'Sb: 2,1/4,0;
138Ba: 2,3/4,1; 2°5Tl: 3,6/7,5; 2°%Pb: 5,6/5,7; 2*°Bi: 2,9/5,6

(RSD dla: SRM966/BCR/635) 1*'Cd: 8,5/11,7

w jednej analizie(n=4)/pomiedzy analizami(n=12)

5. 9Be: 101/107; 2Mg: 95/101; 5Mn: 80/73; °Co: 101/100; °Ni:
104/98; 3Cu: 101/97; %5Zn: 82/89; 111Cd: 186/223; 1?'Sh: 98/98;
138Ba: 107/110; 2°°Tl: 111/106; 2°%Pb: 102/105; 2°°Bi: 101/105

(odzysk dla: SRM966/BCR/635) 11:Cd: 108/114

1. [ug L] Cu: 0,54; >°Co: 0,42; 111Cd: 0,043; 2°%Pb: 0,040

Pt dodana do: ciektej prébki/filtra papierowego

3. (R?) >0,99; 2°%Ph: 0,9999/0,9981

4.% (Lypocheck L-2) ®5Cu: 13,9/17,2; >°Co: 23,7/19,0; 1**Cd: 6,7/6,5;
208phy: 7,7/8,0. (Seronorm) ¢°Cu: 17,0; 5°Co: 11,8; 1**Cd: 3,6; 2°%Pb:
6,8. (Clincheck) ¢>Cu: 15,9; >°Co: 18,3; 1*!Cd: 8,7; 2°Pb: 10,0.
(Lypocheck L-1) 5Cu: 17,2; *°Co: 35,0; 1*'Cd: 11,7; 2°®Pb: 16,0

1. (oszacowanie
poprawnosci)
Seronorm Whole
Blood

[y

. (wzorzec kalibracyjny
i oszacowanie
poprawnosci) NIST
SRM966 Level 1
Bovine Blood, NIST
SRM966 Level 2
Bovine Blood, IRMM
BCR635 Human
Blood, Seronorm L-3
Whole Blood

. spojnosc¢ ze wzorcem
NIST

. (wzorzec kalibracyjny
i oszacowanie
poprawnosci) NIST
SRM966 Level 2
Bovine Blood, IRMM
BCR635 Human
Blood, Seronorm L-3
Whole Blood

N

[y

2. spéjnos¢ ze wzorcem

NIST

1. (wzorzec kalibracyjny

i oszacowanie
poprawnosci)
Seronorm L-2 Whole
Blood, Clincheck L-2
Whole Blood,
Lypocheck L-1 Whole

[134]

[65]

[50]

[49]
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Jany

. ciekfa (sucha
kropla)
2. krew

[any

. ciekfa (sucha
kropla)
2. mocz

[any

. ciekfa (sucha
kropla)
2. mocz

1. ciekta (sucha
kropla)
2. mocz

(Ni zostat uzyty do
korekcji przesuniecia
masy Cu)

208pp
(7Fe)

7|_i, 113, 24Mg, 48Ti, 51V,
52Cr, 5>Mn, *Fe, >°Co,
60Nj, 63Cu, $4Zn, $5Cu,
Zn, ®Ga, 7As, ®Rb,
85y, %Mo, 17Ag,
111y, 137B, 208ppy, 238
(13c)

niska rozdzielczosé¢
SBE, 111cd, 1185n, 1215b,
205T| 206Pb ZOQBi

E ,
Srednia rozdzielczosé
51V, 59C0, GONi, GSCU
(195pt)

m/z: 61-65

(Ni zostat uzyty do
korekcji przesuniecia
masy Cu)

1. kwadrupol
2. Nd:YAG; 213; 20/200/100

1. kwadrupol
2. Nd:YAG; 266; 20/160/50

1. SF-ICP-MS (niska i $rednia)
2. ArF ekscymerowy; 193;
20/400/400

1. MC-ICP-MS (pseudo-
wysoka, 5700)

2. fs Yb:KGW; 257;
10000/8/10000

5.1 (Lypocheck L-2) 85Cu: 111/97; °Co: 100/111; 111Cd: 106/103;
208ph: 96/101. (Seronorm) ®Cu: 97; >°Co: 111; *11Cd: 93; 2°%Pb: 111.
(Clincheck) %Cu: 106; >°Co: 106; *1Cd: 88; 2°®Pb: 109. (Lypocheck L-
1) 5Cu: 101; *°Co: 91; *1Cd: 103; 2°%Pb: 123

1. [ug L] 2%8Pb: 10

4. t (typowe RSD dla wzorcow ciektych 400 ng mL%, n=16) 2°8Pb: 5.
(Clincheck L-1) 2°8Pb: 20,7. (Clincheck L-2) 2°®Pb: 2,6. (Clincheck L-3)
208ph: 2 3

5. T (Clincheck L-1) 2°8Pb: 98. (Clincheck L-2) 2°8Pb: 100. (Clincheck L-
3) 208ph: 99

1.7Li: 0,586; B: 0,214; >*Mg: 1,8; “®Ti: 0,205; 5*V: 0,026; 52Cr: 0,180;
55Mn: 0,110; ®°Ni: 0,120; 53Cu: 0,024; ®4Zn: 0,111; %°Ga: 0,004; °As:
0,003; #Rb: 0,528; #Sr: 0,078; *®Mo: 0,008; 1°’Ag: 0,002; *1Cd:
0,021; *¥7Ba: 0,022; 2°¢Pb: 0,031; 234U: 0,003

3. (R) "Li: 0,7852; 11B: 0,9885; *Mg: 0,9944; *¢Ti: 0,9480; V: 0,9985;

52Cr: 0,9879; **Mn: 0,9577; ©Ni: 0,9727; %3Cu: 0,9795; %Zn: 0,9802;
59Ga: 0,9945; >As: 0,9886; %°Rb: 0,6449; &Sr: 0,9606; *®Mo:
0,9842; 97Ag: 0,9880; **1Cd: 0,9752; *¥’Ba: 0,9854; 2°%Pb: 0,9268;
238: 0,9972

. [ug L'Y] °Be: 0,1; °V: 1; %°Co: 0,2; ®°Ni: 10; %3Cu: 13; *1Cd: 0,5; *8Sn:

0,5; 121Sh: 1; 2°5TI: 0,1; 2°%Pb: 1; 2°°Bi: 0,3

3. (R?) >0,99

wzorce: dopasowane matrycowo(dodatek IS do ciektego
moczu)/dopasowane matrycowo(dodatek IS do suchej
kropli)/IDMS(dodatek wzorca izotopowego do ciektego
moczu)/IDMS(dodatek wzorca do suchej kropli)

4. § (RSD) %Be: 22/24/-/-; S'V: 6,0/9,8/-/-; $°Co: 9,6/18/-/-; ©Ni:
13/16/-/-; 3Cu: 14/22/31/28; 11'Cd: 18/18/20/18; 1*8Sn: 28/14/-/-;
1218h: 26/26/-/-; 2°°Tl: 32/27/-/-; 2°°Pb: 12/13/16/14; 2*°Bi: 15/19/-
/-

5.1 °Be: 131/124/-/-; °*V: 100/114/-/-; 5°Co: 97/121/-/-; ®Ni: 86/81/-
/-; 3Cu: 106/113/100/102; ***Cd: 109/90/98/124; *18Sn: 127/109/-
/-; 121Sb: 85/107/-/-; 2°5TI: 82/94/-/-; 2°Pb: 106/112/101/97; 2%Bi:
105/96/-/-

Brak danych

[any

Wartosci liczbowe w kolumnie analytical method parameters dotyczg wszystkich analitéw, jezeli nie przypisano konkretnego izotopu
IS — wzorzec wewnetrzny (ang. internal standard)
+ - wartosci odzyskéw obliczone przez poréwnanie wartosci zmierzonej i odniesienia wg. wzoru R=c/ccert:100%, gdzie c-warto$¢ zmierzona, Ceert — Warto$¢ odniesienia
§ - wartosci RSD obliczone wg. wzoru RSD=SD/c-100%, gdzie RSD — wzgledne odchylenie standardowe, SD — odchylenie standardowe

Blood, Lypocheck L-2
Whole Blood

2. spéjnosé ze wzorcem
NIST

1. (oszacowanie
poprawnosci)
Clincheck L-1,2,3
Whole Blood

2. spéjnosé ze wzorcem
NIST

2. spéjnos¢ ze wzorcem
NIST

1. (oszacowanie
poprawnosci)
Clincheck L-2 Urine
Control

2. spéjnos¢ ze wzorcem
NIST

1. (oszacowanie
poprawnosci)
Clincheck L-2 Urine

2. spéjnosé ze wzorcem
NIST

[135]

(48]

[47]

[136]
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4.1. Cele badan i rodzaje probek

Prébki kliniczne, w zaleznosci od sktadu i struktury, mozna podzieli¢ na:

e miekkie (narzady wewnetrzne, skéra, nabtonek)

e twarde (kosci, zeby, wiosy, paznokcie, kamienie zétciowe i moczowe)

e ciekte (krew, osocze, mocz)
Na rysunku 3 przedstawiono procentowy udziat wybranych organéw i rodzajow prébek ze zbioru
omawianych prac badawczych. Tkanki mocno skeratynizowane, takie jak wtosy i paznokcie, sg
ubogie w wode i majg uporzagdkowang, dos¢ homogeniczng strukture, przez co pod wptywem ablacji
laserowej zachowujg sie podobnie jak kosci i zeby, dlatego mozna je zaklasyfikowac jako tkanki
twarde. Prébki ciekte analizuje sie pod postacig suchej kropli, po uprzednim umieszczeniu kropli
ptynu o objetosci od 0,5 plL do kilku uL na podstawce papierowej lub z hydrofobowego polimeru i

pozostawieniu do wyschniecia.

B mozg

M watroba L migkkie
pozostate miekkie |

M zeby
wilosy i paznokcie | twarde
kamien

B krew 1 sucha
mocz _- kropla

Rysunek 3 procentowy udziat poszczegdlnych rodzajow probek sposréd omawianych
prac

4.1.1. Tkanki i probki miekkie

Tkanki miekkie sg grupg probek, ktéra byta badana najczesciej (44% wszystkich omawianych
prac), co wynika z faktu, ze stanowig one najwiekszg cze$¢ organizmu cztowieka i sg najbardziej
roznorodne. W tabeli 2 zestawiono prace eksperymentalne, w ktérych analizowane byty
nastepujace organy: mdzg, watroba, oczy, ptuca, btony sluzowe jamy ustnej, jelita, piersi, wezty

chtonne, naczynia krwionosne, skéra i prostata. Organem, ktéremu poswiecono najwiecej prac jest
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maozg. Pionierskie prace, w ktdrych po raz pierwszy sporzagdzono mapy zawartosci pierwiastkéw w
probkach mézgu, opracowane przez Becker i in., i ustanowity one kierunek dalszym badaniom
tkanek miekkich [51,67,102—104,115]. Probki mézgdw pobrane byty post-mortem od pacjentéw bez
oznak choréb mdzgu jak réwniez cierpigcych na wysoce ztosliwy nowotwor - glejak wielopostaciowy
oraz chorobe Alzheimera. Badania miaty na celu wykazanie zaburzenia zawartosci pierwiastkéw w
badanych obszarach mézgu, Fe w przypadku choroby Alzheimera i Zn, Cu, Pb i U w przypadku glejaka
[102,115]. Innym organem, ktéremu poswiecono duzo prac badawczych byta watroba, ktorej
fragmenty pobrane zostaty od pacjentéw cierpigcych na zwtdknienie i marskos¢, nowotwdr oraz
chorobe Wilsona [108,110,112,114,117]. Autorzy badan wykazaty zaburzenia rozmieszczenia i
zwiekszong zawartos¢ Cu i innych pierwiastkébw w watrobie w przypadku oséb cierpigcych na
chorobe Wilsona i proponujg diagnostyke tej choroby w oparciu o analize metodg LA-ICP-MS prébek
z biopsji watroby [110,114,117]. Reifschneider i in. zbadali rozmieszczenie izotopu boru B po
podaniu kontrastu wzbogaconego tym izotopem pacjentowi chorujgcemu na nowotwoér watroby w
celu okreslenia przyswajalnosci i farmakokinetyki zaaplikowanej substancji kontrastowej oraz
potwierdzenia przydatnosci metody LA-ICP-MS w poréwnaniu do bardziej skomplikowanych
technik, jak pozytronowa tomografia emisyjna PET (ang. positron emission tomography) czy
obrazowanie rezonansem magnetycznym, MRI (ang. magnetic resonance imaging) [112]. Zespét
Sanz-Medela analizowat prébki oka ludzkiego w celu okreslenia udziatu biatek zwigzanych z
pierwiastkami (Zn, Fe, Cu) w procesach regeneracyjnych pod wptywem stresu oksydacyjnego i
stanoéw zapalnych [116]. Ponadto, zaproponowali oni takze nowatorska metode normalizacji z
uzyciem pseudo-wzorca wewnetrznego, pokrywajac badang prébke, fragmentu oka, cienkg
warstwag metalicznego ztota [107]. Hare i in. analizowali fragmenty ptuc i weztéw chtonnych
pracownikéw pracujgcych z pierwiastkami promieniotwdrczymi, gdzie wykryte zostaty ogniska
akumulacji pierwiastkéw takich jak Th, U i Pu [106]. Ten sam zespét analizowat fragmenty prostaty
usuniete pacjentom dotknietym gruczolakorakiem pod katem zawartosci Se i innych pierwiastkow
z uzyciem instrumentu z potréjnym kwadrupolem z wykorzystaniem réznych gazéw reakcyjnych
[113]. Dwie prace autorstwa Bonta i in. skupione sg na analizie fragmentow optucnej dotknietej
ztosliwym miedzybtoniakiem pobranej od pacjenta, ktéremu podawano cisplatyne. Mapy zawartosci
Pt wyraznie wskazujg specyficzne obszary, w ktéorych nastgpita akumulacja leku, ktéorym
odpowiadajg okreslone rodzaje tkanek wyrdznione w procesie barwienia HE [36,57]. Metoda LA-
ICP-MS zostata z powodzeniem uzyta do analizy fragmentéw btony sluzowej wyscielajgcej jame

ustng pacjentéw z implantami na bazie tytanu i stopu Ti6Al4V. Mapy zawartosci Ti, Al i V wykazaty
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wysoka niehomogeniczno$é analitdow, objawiajacg sie duzg iloscig sygnatéw o matej powierzchni i
bardzo wysokiej intensywnosci, do czterech rzedéw wielkosci wiekszej niz w grupie kontrolnej.
Odpowiedzialne za generowanie takich sygnatéw sg drobiny metaliczne, znajdujgce sie na
powierzchni prébek i mocno z nimi zwigzane, pochodzace z implantéw i uwolnione podczas zabiegu
implantacji [63,64]. W dwdch kolejnych pracach wykazano wysoki stopien kumulacji pierwiastkéw:
Gd, bedacy sktadnikiem kontrastu w technice MRI, oznaczany w skérze pacjenta z ostrg
niewydolnoscig nerek po podaniu kontrastu oraz Au i Ag potgczonych z antyciatami podanymi
pacjentce z nowotworem piersi w celu pomiaru zawarto$ci i rozmieszczenia biomarkeréw
nowotworowych [105,111]. Metoda LA-ICP-MS okazata sie skuteczna w celu wskazania wptywu Zn,
Ca i Mg na formowanie sie ztogdw miazdzycowych w Swietle naczyn krwionosnych wycietych

pacjentom chorujgcym na niewydolnos$é i niedroznosé naczyn krwionosnych [27].

4.1.2. Tkanki i probki twarde

Badane prébki stanowig gtdwnie zeby i wlosy, ale takze paznokcie i kamienie moczowe,
samoistnie wydalone przez pacjentow. W przypadku wtoséw metoda LA-ICP-MS jest szczegdlnie
atrakcyjna, ze wzgledu na mozliwos¢ analizy pojedynczego wtosa, co jest praktycznie niemozliwe z
uzyciem wstepnej mineralizacji prébki. Obrébka prébek i tkanek twardych jest mniej pracochtonna
i najczesciej polega na przemyciu prébki i umieszczeniu jej na podstawce przy pomocy kleju lub na
tasmie samoprzylepnej. W przypadku prébek zebéw analizowane byty twarde tkanki zeba, zebina i
szkliwo, jednakze czes¢ autorow nie precyzuje, ktéra tkanka byta przedmiotem analizy. Zeby
mleczne wypadaty w sposéb naturalny lub usuwane w gabinecie stomatologicznym i przekazane do
analizy, zeby state byly usuwane chirurgiczne. Cele analizy zebdéw byly zréznicowane: badanie
stopnia dyfuzji Ga i Ag z kanatéw korzenia do zebiny [118,119], oszacowanie ekspozycji na Pb w zyciu
ptodowym i noworodkowym na podstawie analizy szkliwa i zebiny zebéw mlecznych [120,121],
okreslenie przyswajalnosci Mn w zyciu ptodowym przez zeby mleczne [122], opracowanie procedury
analitycznej oznaczania Zn, Sr, Cd i Pb metodg LA-ICP-MS [123], okreslenie wptywu diety matek
karmiacych na zawartosc Sri Ba w zebach mlecznych pobranych od dzieci po uptywie ok. 7 lat [124],
badanie zmian strukturalnych powierzchni zebdw spowodowanej dziataniem mikroorganizméw
[125] i badanie migracji pierwiastkow (Al, Sr, Ba, La) bedacych sktadnikami stomatologicznych
materiatow wypetnieniowych do zebiny i szkliwa zebdw mlecznych i statych [19].

Wtosy byty czesto przedmiotem analizy ze wzgledu na tatwos$¢ pobrania prébki, catkowicie

nieinwazyjne pobieranie i stosunkowo tatwe przygotowanie prébki i analize przy uzyciu metody LA-
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ICP-MS. Badacze napotykali pewne problemy z unieruchamianiem pojedynczych wtoséw, ktére
mogty zostaé zanieczyszczone klejem z tasmy samoprzylepnej, badz ablacji poddawana zostata
podstawka lub tasma moggca zawierac analizowane pierwiastki, a takze niemozno$¢ analizy wtosa
na catej dtugosci ze wzgledu na zmniejszajgcg sie szeroko$é wtosa, ktdra blizej koncéwek staje sie
mniejsza niz Srednica wigzki laserowej [127]. Gdy dostepne liczby prébek byty niewystarczajgce,
stosowano ablacje statyczng z jednym impulsem laserowym w kolejnych miejscach wtosa [128].
Ponadto, analiza wtoséw i paznokci oferuje mozliwos¢ poznania zawartosci analitdow w czasie z
przyblizong precyzjg rowng ok. jednemu dniowi [127]. Pierwszymi pracami, w ktérych analizowano
cate, niezmielone wtosy byty autorstwa Rodushkin i in. i omawiaty mozliwosci metody LA-ICP-MS do
pomiaru ok. 100 izotopdw w prébkach wioséw i paznokci [23,59]. Jednakze watpliwosci budza
uzyskane wartosci LOD, ktére wydajg sie by¢ znacznie zanizone i wg. autoréw znajdujg sie w zakresie
niskich wartosci pg g dla wiekszo$ci analitéw, co jest wartoscig niespotykang przy uzyciu metody
LA-ICP-MS [23]. Analiza wloséw metodg LA-ICP-MS umozliwita, m.in.: poznanie zawartosci i
rozmieszczenia Hg [126], wykazanie odstepu czasowego, w ktérym osoba zatruta sie Hg lub w
ktorym pacjent otrzymat dawke leku cytostatycznego zawierajgcego Pt [127,130], pomiar
zawartosci U we wtosach osdb narazonych na ekspozycje zawodowa [128], wykazanie korelacji
zmiennosci zawartosci pierwiastkédw niezbednych i toksycznych, szczegdlnie U, w zaleznosci od
miejsca przebywania i spozywanej wody [129] a takze opracowanie nowych strategii kalibracji
opartych na rozpylaniu roztworu analitdw oraz sporzadzenie filmu keratynowego
domieszkowanego analitem [22,53].

Kamienie moczowe, mimo iz nie sg organem ani produktem metabolicznym zdrowego
organizmu, zostaty ujete w zestawieniu w tabeli 2, gdyz sg istotnym zagadnieniem medycznym i
pobierane sg od pacjentéw cierpigcych na zaburzenia gospodarki substancji, bedacych sktadnikami
kamieni w organizmie. Zastosowanie metody LA-ICP-MS w badaniu sktadu kamieni moczowych
wydalonych przez pacjentéw, pozwolitoby na szybszg diagnoze zaburzen metabolicznych lub
wykrycie substancji toksycznej, spozytej przez pacjenta. Zespdt Kanicky’ego podijat sie opracowania
procedury analizy kamieni moczowych z uzyciem wzorcéw dopasowanych matrycowo, z pomoca
innych technik analitycznych, takich jak LIBS, SEM i profilometrii optycznej ukazujgc mapy zawartosci
pierwiastkow, bedgcych budulcami kamieni moczowych, takich jak Ca, P, Mg, Na, Sr i Zn, jak rowniez

toksycznych, jak Ba i Pb [131-133].
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4.1.3. Sucha kropla

Metoda LA-ICP-MS moze stanowié alternatywe dla prébek ciektych, o bogatej matrycy, ktéra
przed analiza metodg SN-ICP-MS przewaznie musi by¢ zmineralizowana i rozcieficzona, powodujgc
tym samym spadek czutosci i wydtuzenie czasu procedury i ryzyko zanieczyszczenia probki
odczynnikami uzytymi do mineralizacji. Takie prébki moga by¢ z powodzeniem bezposrednio
analizowane metodg LA-ICP-MS pod postacig suchej kropli o Sscisle okreslonej objetosci,
umieszczone na odpowiedniej podstawce, z ktérej odparowana zostaje woda, pozostawiajgc
zatezong, suchg matryce wraz z analitami. Pierwsza praca, w ktdrej analizowano suche krople krwi
na filtrach papierowych, dotyczyta pomiaru zawartosci i stosunkdédw izotopowych Pb, jednakze
autorzy konkludujg, ze metoda ta moze by¢ potencjalnie zastosowana do oznaczania innych
pierwiastkow toksycznych w szybkich testach przesiewowych duzej liczby préobek ze wzgledu na
wymagang mafg ilo$¢ prébki oraz krétki czas przygotowania i pomiaru prébki [134]. Hsieh i in.
opracowali i zwalidowali procedure oznaczania 13 pierwiastkdw, w tym toksycznych, w suchej kropli
krwi, wskazujgc na ogromny potencjat metody w diagnostyce medycznej [50,65]. Metoda LA-ICP-
MS okazata sie réwniez skuteczna do analizy suchej kropli moczu. Kumtabtim i in. podjeli sie
sprawdzenia kilku rodzajéw bazy dla kropli moczu, od papieru do teflonu, oraz przeprowadzili
pomiar wielu pierwiastkéw w zakresie mas od ’Li do 2°®Pb, wykazujac przydatno$é metody do
szybkiej i tatwej do przeprowadzenia analizy wielu prébek w celu diagnostyki medycznej [48].
Aramendia i in. zastosowali laser femtosekundowy o duzej szybkosci skanowania, przeprowadzajac
catkowitg ablacje suchej kropli, w przeciwienstwie do pojedynczych linii lub punktéw stosowanych
przez pozostatych autoréw, uzyskujac miarodajne wyniki oznaczania pierwiastkéw sladowych i
toksycznych w moczu i krwi, potwierdzone przez analize CRMow [47,49,136]. Alternatywng wersjg
analizy suchej kropli jest analiza suchej pozostatosci krwi w rowkach wypalonych w bloku
polimerowym przy uzyciu techniki LA, pozwalajgc na uzyskanie powtarzalnych ilosci probki na matej

powierzchni, a przez to powtarzalnych pomiaréw zawartosci Pb w badanej prébce [135].
4.2. Anality

W zaleznosci od celu prowadzonych badan, mierzone byly izotopy pierwiastkéw, zaréwno
budulcowych i fizjologicznych, jak réwniez toksycznych i promieniotwdrczych. Pierwiastki
stanowigce gtdéwne sktadniki budulcowe tkanek byty czesto monitorowane, m. in. w celu wykazania
réznic w strukturze analizowanej prébki. W przypadku tkanek miekkich byty to 3C, 3!p i 34S,

natomiast w przypadku prébek twardych: 3S, 42Ca, **Ca i **Ca. Badane tkanki miekkie zwykle
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pochodzity od oséb dotknietych chorobami, mogacymi wptywaé na prawidiowe zawartosci
pierwiastkow fizjologicznych, do ktdrych zalicza sie Na, Mg, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Se. Okreslone
choroby zaburzajg zawartosci charakterystycznych sobie pierwiastkéw, np. Cu i Fe w przypadku
choroby Wilsona, Ca w przypadku miazdzycy, Cu i Zn w przypadku nowotwordw. Toksyczne
pierwiastki byty mierzone nie tylko w przypadkach podejrzenia zatrucia, ale takze w celu
sprawdzenia naturalnego poziomu danego pierwiastka oraz czy nastepuje kumulacja pierwiastkow
w przypadku okreslonej choroby. Wyniki dla pierwiastkéw toksycznych w omawianych pracach
dotycza: (i): Al, Ni, Cd, Sn, Hg, Pb, Th, U, Pu, Am w tkankach miekkich (ii) Al, Ni, Rb, Cd, Sn, Ba, La,
Hg, Tl, Pb, U w prdobkach twardych i (iii) Be, Ni, As, Rb, Cd, Sb, Ba, Tl, Pb, U w suchej kropli. Prébki
pobrane od ofiar zatrucia lub narazenia zawodowego, stanowigce takze materiat postepowaniu
sgdowym, byty badane pod katem substancji podejrzewanych o zatrucie. Mierzonymi izotopami
byty m.in. #2Th, 2°U, 38U, 2Py, 2Py, 2"'Am, *PHg, °'Hg, 202Hg, 2°°Pb, 2°’Pb, 2°%Pb [106,127]. W
tkankach pacjentéw, ktérym podano lek cytostatyczny na bazie Pt, kontrast stosowany do
obrazowania lub substancje podawang podczas terapii wychwytu neutronu, zmierzono sygnaty
izotopdw 1°B, 180Gd, 19%pt, 1%°pt, 1%pt [57,111,112,130].W prdébkach pobranych od pacjentéw
leczonych implantami stomatologicznymi na bazie stopu tytanu obserwowano izotopy
pierwiastkdw, bedacych sktadnikami zastosowanych implantéw, czyli *°Ti, 2’Al, >V [63,64].W
badaniach prébkach zebéw mierzono izotopy pierwiastkéw, bedacych sktadnikami preparatéw
stosowanych przy zabiegach stomatologicznych, takich jak: ¥’Al, ®Ga, "*Ga, 8Sr, 197Ag, 1®Ag, 13%Ba,
13913 [19,118,119]. W pracach, ktérych gtéwnym celem byto opracowanie procedury analitycznej,
oznaczanych byto wiele pierwiastkéw, takie obejmujgcych szeroki zakres mas

[36,48,50,53,132,133].
4.3. Aparatura

Autorzy korzystajg z réznorodnych instrumentédw pomiarowych w badaniu prébek klinicznych.
Pomiary prowadzone s3 najczesciej przy uzyciu systemu ablacji laserowej z laserem Nd:YAG o
dtugosci fali 213 nm i 266 nm i z detektorem ICP-MS wyposazonym w analizator kwadrupolowy, co
jest wystarczajgcg konfiguracjg do wiekszosci celéw omawianych badan. Innym czesto stosowanym
detektorem jest wysokorozdzielczy spektrometr SF-ICP-MS umozliwiajgcy analize jonéw w trzech
trybach rozdzielczosci: niskiej (R=300), sredniej (R=3000-4400) i wysokiej (R=10000). W przypadku
omawianych prac, nie stosowano trybu wysokiej rozdzielczosci ze wzgledu na niskie intensywnosci

sygnatoéw osiggane w tym trybie. W pojedynczych pracach zastosowane zostaty wysokorozdzielcze

42



detektory MC-ICP-MS w przypadku analizy suchej kropli moczu [136] oraz ICP-TOF-MS w analizie
suchej kropli krwi [134]. Rzadziej stosowane systemy ablacji laserowej oparte na laserze
ekscymerowy o A=193 nm [47,113,132] oraz femtosekundowy laser Yb:KGW o wysokiej szybkosci

skanowania z mozliwoscig wyboru dtugos$ci fali wigzki [49,136].
4.4. Aspekty metrologiczne

Oceniajgc aspekty metrologiczne prac zwigzanych z badaniami prébek klinicznych z
zastosowaniem metody LA-ICP-MS mozna stwierdzi¢, ze znaczna wiekszos¢ badaczy jest Swiadoma
istotno$ci parametrow walidacyjnych charakteryzujgcych metode analityczng stosowang we
wtasnych pracach. W tabeli 2 zebrane zostaty prace o charakterze ilosciowym, w ktdrych poruszony
zostat co najmniej jeden z nastepujgcych aspektow: obliczony zostat co najmniej jeden parametr
walidacyjny lub zastosowany zostat CRM lub wzorzec kalibracyjny z ustanowiong spdjnoscia
pomiarowa. Liczba zebranych w tabeli prac, zgodnie z powyzszym zatozeniem, wynosi 52 sposrod
70 publikacji dot. analizy prébek klinicznych metodg LA-ICP-MS, znalezionych w bazie Scopus.
Parametry walidacyjne uwzglednione w zestawieniu to: (i) LOD, jako zawarto$¢ lub masa analitu, (ii)
LOQ, (iii) liniowos¢, (iv) precyzja i (v) odzysk, doktadnos$é/poprawnosé. W nawiasach przedstawiony
jest zapis danego parametru stosowany przez autorow danej publikacji. Rysunek 4 przedstawia

udziat procentowy powyzszych parametrow walidacyjnych w omawianych publikacjach.
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Rysunek 4 Udziat prac, w ktérym wyznaczono dany parametr walidacyjny

Na rysunku 5 przedstawiony jest procentowy udziat prac, w ktérych obliczone zostaty okreslone

liczby parametrow walidacyjnych sposréd omawianych 52 publikacji. W przypadku 4 prac (8%) nie
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obliczono zadnego parametru, a w 24 pracach (46%) obliczono trzy lub wiecej parametrow. Wieksza
liczba parametréw dostarcza petniejszej informacji nt. mozliwosci i ograniczen zastosowanej
procedury analitycznej. W 46% prac obliczono tylko jeden lub dwa parametry, co dostarczyto tylko
czesciowej informacji nt. stosowanej metody. Na rysunku 6 przedstawiono udziat procentowy badan

dot. danego rodzaju prébki, w ktérych obliczono trzy i wiecej parametréw walidacyjnych.
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Rysunek 5 Procentowy udziat prac, w ktérych Rysunek 6 Procentowy udziat prac, w ktérych
obliczona zostata n liczba parametréow obliczcono 3 lub wiecej parametréw

walidacyjnych ze zbioru 52 prac omawianych walidacyjnych w obrebie danej grupy prébek
w tabeli 2.

Z zestawienia literatury Swiatowej wynika, ze do aspektéw metrologicznych nie jest
przyktadana wystarczajgca uwaga, gdyz czesto parametry walidacyjne nie sg obliczane lub brakuje
zachowania spdjnosci pomiarowej. Sg to cechy metody i wyniku pomiaru, ktére sg konieczne aby
uzyska¢ miarodajne wyniki, ktére mozna poréwnywac oraz zeby wyciggna¢ prawidtowe wnioski z
przeprowadzonych badan, co jest szczegdlnie istotne w przypadku prébek klinicznych. Nalezy
zwrdci¢ uwage, ze w wiekszosci probek przeprowadza sie analize $ladowg, gdzie wymagana jest
petna walidacja metody z zapewnieniem i wykazaniem spdjnosci pomiarowej. W przypadku analizy
suchej kropli, ze wzgledu na mate ilosci probki potrzebne do analiz i mozliwos¢ wielokrotnego
powtdrzenia pomiaru, potozono wiekszy nacisk na wyznaczenie parametréw walidacyjnych
zastosowanej procedury analitycznej i obliczono najwiecej parametréw walidacyjnych w stosunku
do wszystkich przeanalizowanych prébek ujetych w ocenianych publikacjach w tabeli 2 [47-
50,65,135]. W celu zapewnienia spdjnosci, w omawianych pracach stosowane bylty CRMy oraz
roztwory jedno- i wielopierwiastkowe, z ktdrych wykonywane byty wzorce do kalibracji. Tego typu
wzorce sg opatrzone certyfikatem poswiadczajgcym stezenie analitu wraz z niepewnoscig oraz
informacje o sposobie zapewnienia spéjnosci pomiarowej. W omawianych pracach CRMy uzywane

byty na dwa sposoby: jako wzorzec kalibracyjny w celu stworzenia jednopunktowej krzywej
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kalibracyjnej lub jako wzorzec stuzagcy do oszacowania doktadnosci/poprawnosci metody. W
przypadku tkanek miekkich, posta¢ w jakiej wystepuja CRMy, czyli suchy proszek, powoduje
trudnosci w odtworzeniu oryginalnej struktury badanej tkanki, ktéra najczesciej jest zwarta i lita
[36,63,64,108]. Pierwszg pracg, w ktdrej uzyto CRMu do wykazania spéjnosci zostata opublikowana
w roku 2000 [118]. Praca ta dotyczyta analizy zebdw, natomiast w celu stworzenia zaleznosci
kalibracyjnej uzyty zostat CRM na bazie szkta — NIST 612 Elements in Glass, jednakze nie jest to
materiat o matrycy zgodnej z matrycg badanej prébki. W roku 2003 zastosowano CRMy - NIST SRM
1400 Bone Ash i NIST SRM 1486 Bone Meal o matrycy zgodnej z badang prdbka, jakg byt rowniez
zab [120]. Natomiast pierwszg pracg, w ktérej uzyty zostat CRM na bazie tkanek miekkich ukazata
sie dopiero w 2013 i uzyty zostat SRM NIST 1577b Bovine Liver w ilosciowej analizie watroby
dotknietej marskoscig [108]. Generalnie, znacznie czesciej stosowano CRMy w przypadku analizy
tkanek twardych, jak zeby i wtosy, czy suchej kropli. W przypadku analizy suchej kropli, w handlu
dostepne sg CRMy na bazie krwi i moczu, ktére, po dodaniu wody, majg cechy i sktad identyczne jak
probka badana, dzieki czemu mozliwe jest przeprowadzenie petnej walidacji i uzyskanie
miarodajnych wynikéw.

Na rysunku 7 przedstawiony jest procentowy udziat prac, w ktérych uzyto CRMu, w obrebie danego
rodzaju probek. Badacze pracujgcy z uzyciem metody LA-ICP-MS przewaznie sg zgodni, ze czesto nie

ma dostepnych komercyjnie CRMéw o matrycy zgodnej z matrycg badanych prébek.
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Rysunek 7 Procentowy udziat prac, w ktorych zastosowano CRM w analizie
probek klinicznych w obrebie danej grupy prébek
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Cel pracy

W niniejszej pracy podjety zostat problem zbadania zawartosci i rozmieszczenia
pierwiastkow we fragmentach btony sluzowej pobranych od pacjentéw leczonych stomatologicznie
po procesie implantacji. Oznaczano pierwiastki zawarte w implantach: Ti, V i Al oraz pierwiastki
fizjologiczne: Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, stosujgc metode LA-ICP-MS. Biorgc pod uwage wiedze
przedstawiong w czesci literaturowe] rozprawy doktorskiej okreslono szczegétowe cele dotyczgce
realizacji badan eksperymentalnych: 1) optymalizacja parametréow instrumentalnych systemu LA i
detekcji ICP-MS; 2) przygotowanie wzorcow statych do oznaczania pierwiastkéw metodg LA-ICP-MS;
3) wybdr odpowiedniego wzorca wewnetrznego w analizach ilosciowych; 4) opracowanie etapu
kalibracji bezposredniej analizy tkanek miekkich ustrojowych; 5) wprowadzenie zasad metrologii w
przeprowadzonych pomiarach chemicznych; 6) zaprojektowanie procedur analitycznych oznaczania
pierwiastkdw w btonie $luzowej majacej kontakt z implantami, pobranej od pacjentéw leczonych
stomatologicznie; 7) prezentacja uzyskanych wynikéw w postaci dwuwymiarowych map zawartosci

i rozmieszczenia analizowanych pierwiastkéw.
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CZESC EKSPERYMENTALNA

Etapy procedur klinicznych przeprowadzono za zgoda Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Wszyscy uczestnicy badania dostarczyli
pisemng zgode na pobranie tkanek.
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5. Aparatura, odczynniki, roztwory, materiat badawczy, materiaty

odniesienia

5.1. Aparatura i sprzet laboratoryjny

system ablacji laserowej wyposazony w laser Nd:YAG emitujgcy wigzke o dtugosci fali
266nm (LSX-500, CETAC Technologies, Omaha, NE, USA);

kwadrupolowy spektrometr mas z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie wyposazony
w dynamiczng komore reakcyjng (Elan DRC II, Perkin Elmer Sciex, Kanada);

System mineralizacji wspomaganej mikrofalami wyposazony w naczynka kwarcowe i bomby
teflonowe ( Ethos One, Milestone, Italy);

skaningowy mikroskop elektronowy (EVO 40 Series, Carl Zeiss AG, Niemcy);

kriomikrotom (Cryostat CM 1850, Leica, Niemcy);

mikroskop optyczny (PZO, Polska);

profilometr optyczny (WYKO NT 1100, Veeco Instruments, NY, USA)

suszarka laboratoryjna (SLW 32 STD INOX/G, Pol-Eko, Polska);

waga analityczna (ABS/ABJ, Kern, Niemcy);

system demineralizacji wody (Smart2Pure, TKA, Niemcy);

mitynek kulowy, wibracyjny (Mini-Mill Pulverisette 23, FRITSCH, Niemcy);

(Atlas Series Manual Hydraulic Press, Specac, UK);

pipety automatyczne Research Plus o réznych zakresach pojemnosci od 0,5 puL do 10000 pL
(Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Niemcy);

mozdzierz z ttuczkiem, agatowy;

szklany sprzet laboratoryjny;

probowki typu Eppendorf 1,5 mL (Sarstedt);

polipropylenowe topatki i tddeczki do wazenia.

5.2. Odczynniki, gazy i materiaty odniesienia

Odczynniki:

kwas azotowy(V) 65%, Suprapur (Merck, Niemcy);
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roztwory wzorcowe jednopierwiastkowe Al, V, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu w formie azotanéw w
2%-3% HNO3 o stezeniu 1000 mg L'* i 10000 mg Lt (Merck, Niemcy);

roztwér wzorcowy Ti w formie (NHa).TiFs w wodzie o stezeniu 1000 mg L'* (Merck, Niemcy);
roztwér do codziennej optymalizacji spektrometru ICP-MS o stezeniu 10 ug L* Bai 1 pg L*?
Mg, Co, Fe, Be, In, Ce, Pb, U, Th w 0,5% HNO3 Smart Tune Solution — Elan DRC Il/plus (Atomic
Spectroscopy Standard, Perkin Elmer Pure);

zelatyna (czysto$¢ zgodna z Farmakopeg, VWR Chemicals);

$rodek powierzchniowo czynny Triton® X-100 (cz.d.a., Merck, Niemcy);

medium chtodzace do kriomikrotomu (OCT Embedding matrix, CellPath);

nadsiarczan amonu (>98%, Sigma Aldrich);

chlorek sodu (99.99%, Merck);

fosforan amonu (>99%, Sigma Aldrich);

metionina (>98%, Sigma Aldrich);

cysteina (>98%, Sigma Aldrich).

Materiaty odniesienia:

Gazy:

certyfikowany materiat odniesienia SRM 610 pierwiastki w szkle (National Institute of
Standards and Technology, USA);

certyfikowany materiat odniesienia ERM-BB184 Bovine Muscle, miesiert wotowy (Institute
for Reference Materials and Measurements, Joint Research Centre, Belgia);

certyfikowany materiat odniesienia ERM-BB422 Fish Muscle, miesien ryby, (Institute for
Reference Materials and Measurements, Joint Research Centre, Belgia);

certyfikowany materiat odniesienia M-4 CormTis, tkanka kormorana (Konsorcjum MODAS,

Polska).

argon sprezony o czystosci >99,999%, (Linde Gaz Polska, Krakéw).

Operacje na danych, obliczenia statystyczne oraz krzywe kalibracyjne wykonywane byty w

programie Microsoft Excel 2010. Dwuwymiarowe mapy zawartosci pierwiastkow w tkankach

wykonane zostaty w programie and OriginLab Pro 2016.
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5.3. Przygotowanie wzorcow statych i roztworow

W celu uzyskania danych ilosciowych zastosowano strategie kalibracji z uzyciem wzorcow

statych o matrycy zblizonej do matrycy badanej prébki z dodatkiem analitéw.
5.3.1. procedura nr 1i 2 - wzorce dopasowane matrycowo w formie tabletki

Jako materiat matrycowy uizyty zostato sproszkowane biatko jaja kurzego. Swieze biatko
umieszczone w szalce szklanej byto suszone w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 36 °C az do
catkowitego odparowania wody. Odwodnione biatko w postaci statej zmielono w mozdzierzu i
odwazono porcje po 200 mg na wadze analitycznej i doktadnie wymieszano ze 150 plL roztworu
analitdw o zmiennym stezeniu oraz z 10 pL Triton® X-100. Przygotowano takie stezenia roztworéw
wzorcowych aby uzyskaé nastepujace zawartosci analitow w gotowych wzorcach statych:
(procedura nr 1) (0, 1, 25, 100, 500) ug g* dla Tii Al'i (0, 1, 10, 50) pg g* dla V, (procedura nr 2)
(0, 1, 5, 25, 100, 500, 1000) pg g* dla Ti, Al i V. Mieszanine ponownie suszono w suszarce
laboratoryjnej do suchej masy, nastepnie zmielono w mtynku wibracyjnym o czestotliwosci 50 Hz w
czasie 10 min. Uzyskany drobny proszek umieszczono w prasie hydraulicznej o nacisku 10 ton w celu

uzyskania tabletek o srednicy ok. 12 mm i grubosci ok. 2 mm, ktére umieszczono na podstawce

dodanie roztworu prasowanie pod

analitéw, ponowne naciskiem 10 ton

suszenie i mielenie

odwazona porcja
wysuszonego biatka
jaja kurzego

uzyskanie drobno uzyskanie serii
zmielonego proszku wzorcow statych

Rysunek 8 Etapy przygotowania wzorcow statych zgodnie z procedurg nr 1i 2 (zrédto: wtasne)
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polipropylenowej za pomocg samoprzylepnej, dwustronnej tasmy. Wzorce wykonano ponownie i
przeznaczono do mineralizacji. Na rysunku 8 etapy przygotowania wzorcéw statych na bazie

sproszkowanego jaja kurzego w procedurze nr 1i 2.
5.3.2. procedura nr 3 - wzorce dopasowane matrycowo w formie cienkich plastréow

Jako materiat matrycowy zastosowano CRM w postaci proszku, MODAS-4 CormTis tkanki
kormorana, do ktérego dodano zelatyne w celu poprawienia wtasnosci mechanicznych wzorcéw. W
celu stworzenia serii wzorcédw doktadnie odwazono 200 mg CRMu i 100 mg suchej zelatyny na wadze
analitycznej. Roztwory analitow przygotowano z jednopierwiastkowych roztworéw wzorcowych (Ti,
Al, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn) oraz 65% HNOs; tak, aby uzyskaé ok. 2,5% stezenie kwasu w kazdym
roztworze. Roztwory analitow dobrano tak, aby uzyska¢ nastepujace zawartosci analitéw w
gotowych wzorcach statych (wartosci podano w pg g%): Ti, Al (5, 20, 50, 100, 400); Mg, Ca (300, 500,
1000, 3000); Fe, Zn (20, 50, 300); Cu, Mn (1, 5, 20, 50, 100, 200). Do odwazonej porcji suchej
zelatyny, umieszczonej w mozdzierzu agatowym, dodano 300 pL roztworu analitéw i wymieszano
dokfadnie ttuczkiem aby cata porcja zelatyny zaabsorbowata roztwér. Po ok. 3 minutach mieszania,
dodano suchg odwazke CRMu i wymieszano doktadnie w celu wytworzenia dobrze
zhomogenizowanej pasty, ktdrg natychmiast zamrozono w temperaturze -18 °C, aby ograniczy¢
straty wody, i przechowano do ciecia kriomikrotomem. Prébke $lepa przygotowano z uzyciem 2,5%
HNOs. Zamrozone wzorce umieszczono w kriomikrotomie za pomocg medium chtodzacego i cieto
na plastry o grubosci 30 um w temperaturze -18 °C. Tak powstate cienkie plastry wzorca
umieszczono na podstawce z poli(tereftalanu etylenu), PET (ang. polyethylene terephthalate),
pozostawiono do wyschniecia na powietrzu w temperaturze pokojowej i przeznaczono do analizy

metoda LA-ICP-MS.
5.3.3. Mineralizacja wzorcow statych

W?zorce state przygotowywane byty zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 5.3.1: dla
procedury nr 1 przygotowanych zostato 5 niezaleznych tabletek na kazdym poziomie zawartosci
analitu. Przed wazeniem i mineralizacja, tabletki poddano ablacji zgodnie z parametrami procedury
nr 1. W przypadku procedury nr 3, bezposrednio po przygotowaniu wzorca zgodnie z opisem
przedstawionym w rozdziale 5.3.2, przed zamrozeniem mieszaniny CRMu i zelatyny odkrojona
zostata porcja materiatu przeznaczona do mineralizacji, a pozostata porcja zostata zamrozona i

przeznaczona do pociecia kriomikrotomem. W celu mineralizacji wzorcéw statych przygotowanych
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zgodnie z procedurami 1 i 3 odwazono porcje przygotowanego wzorca o masie ok. 150-200 mg,
ktdrg przeniesiono do kwarcowego naczynka, dodano 2 mL HNOs o stezeniu 65% i umieszczono w
bombie teflonowej. Program mineralizacji byt przeprowadzony w dwéch krokach: (1) czas wzrostu
temperatury 15 min, (2) czas utrzymania temperatury maksymalnej 15 min, temperatura
maksymalna 150 °C, moc maksymalna 1100 W. Mineralizacje wzorcow statych przeprowadzono w
systemie mineralizacji wysokoci$nieniowej wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym

przedstawionym na rysunku 9.

Rysunek 9 System mineralizacji wysokocisnieniowej wspomaganej
promieniowaniem mikrofalowym (zrédto: wtasne)

Zmineralizowane wzorce przeniesiono ilosciowo do polipropylenowych kolb miarowych o objetosci
25 mL i uzupetniono do kreski wodg demineralizowang. Roztwory uzyskane po mineralizacji
wzorcéw statych wedtug procedury nr 1 o zawartosci 500 pg gt i 100 Ti i Al pg g oraz wzorce
przygotowane wedtug procedury nr 3 o zawartosci analitow w zakresie 100 pg g™ do 3000 pg g*
rozcienczono dodatkowo dziesieciokrotnie. Uzyskane roztwory przeznaczono do analizy metoda
SN-ICP-MS. Przed analizg roztwordw po mineralizacji przygotowano roztwory wzorcowe w celu
wykreslenia krzywej kalibracyjnej. Serie roztwordw wzorcowych sporzadzono poprzez rozcieficzenie
roztworéw jednopierwiastkowych Ti, Al, V, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu i Zn o stezeniu 1000 mg L i 10000
mg L. Zakresy krzywych kalibracyjnych wynosity (1 —500) ug L' dla Ti, Al, V, Fe, Mn, Cu, Zn i (100-
3000) pg Lt dla Cai Mg.
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5.4. Materiat badawczy

Materiat badawczy stanowity fragmenty btony Sluzowej jamy ustnej pokrywajgcg dwuetapowe,
Srubowe, Sréodkostne implanty na bazie tytanu. Wszystkie etapy zwigzane z pobieraniem prébki
wykonywane byty w gabinetach stomatologicznych. Btona $luzowa pobierana byta z wyrostka
zebodotowego szczeki i zuchwy nad wszczepami sSrédkostnymi. Podczas pierwszego zabiegu, w kosci
wiercony jest otwor, w ktéry nastepnie wkrecany jest wszczep srodkostny wraz ze Srubg zamykajgca.
Po 4-6 miesigcach, czyli okresie gojenia tkanek i osseointegracji implantu, procedura odstaniania
implantu zostata przeprowadzona przez wyciecie zagojonej btony sluzowej pokrywajacej platforme

implantu i Srube zamykajaca, co przedstawiono na rysunku 10 .

Rysunek 10 Pobranie fragmentu btony $luzowe] zarastajgcej implant (zrodto: fotografie wykonane
przez Krzysztofa Makucha)

Odstoniecie byto wykonywane ostroznie przy uzyciu skalpela ze stali chirurgicznej, aby
zminimalizowaé zanieczyszczenie materiatu badawczego drobinami metalicznymi, mogacymi

powsta¢ wskutek uszkodzen mechanicznych. Po zabiegu zastosowano gojenie zamkniete,
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polegajgce na doktadnym zaszyciu rany tak aby ograniczy¢ kontakt implantu ze sSrodowiskiem jamy
ustnej. Przed implantacjg, podczas przygotowywania ptata btony $luzowej na grzbiecie wyrostka
zebodotowego, zebrano fragment btony sluzowej planowanego toza wokdt implantu, jak pokazano

na ilustracji (a) na rysunku 11.

Rysunek 11 Schemat umieszczenia implantu jest nastepujacy: (a) w pierwszym etapie (1)
wycinany byt fragment btony sluzowej pokrywajacy wyrostek zebodotowy, co stanowito
grupe kontrolng, (2) nastepnie wiercony byt otwér w kosci, do ktérego wkrecono implant
i (3) umieszczono w nim Srube zamykajacg; (b) po okresie gojenia i osseointegracji
implant obrastat nowg tkanka (Zrodto: wtasne)

Ten skrawek stuzyt jako materiat kontrolny w celu
okreslenia zawartosci Ti, Al i V w tkankach, ktére wczesniej
nie miaty stycznosci z implantem. Prébki btony sluzowej
starannie sptukano woda dejonizowang natychmiast po
pobraniu, aby usung¢ nadmiar krwi i ewentualnych
odtamkéw od wiercenia. Nastepnie, probki tkanek

przechowywano w -20 °C w polipropylenowych

probéwkach Eppendorfa, aby zahamowad rozktad i rozwdj

Rysunek 12 fragment bfony

$luzowej umieszczony w probdéwce
implantacji byty traktowane w ten sam sposdb. Wszystkie  polipropylenowe;j Eppendorfa

(zrodto: wtasne)

mikroorganizméw (rysunek 12). Prébki kontrolne i po

szklane i plastikowe naczynia laboratoryjne doktadnie
przeptukano 1%  kwasem  azotowym i  woda

demineralizowana.

54



System implantologiczny sktada sie ze wszczepu srddkostnego oraz z tymczasowej Sruby
zamykajgcej, umieszczanej we wszczepie na czas gojenia (rysunek 13). Wszczep Srédkostny
wykonany byt z tytanu klasy IV o czystosci ok. 99%, natomiast Sruba zamykajaca, w zaleznosci od
zastosowanego systemu implantologicznego, sktadata sie z czystego tytanu lub ze stopu Ti6Al4V o
sktadzie ok. 90% Ti, 6% Al, 4% V, 0,25% Fe, 0,2% O [73]. Wszczep srddkostny jest bezposrednio
umieszczany w kosci i cechuje sie porowatg strukturg powierzchni w celu poprawy osseointegracji.

Porowatos¢ implantu zwieksza sie przez piaskowanie za pomoca proszku Al,O3 [80,137].
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tymczasowy X
element

podtrzymujacy element taczacy wszczep

wszczep z korong $rédkostny

/V

tymczasowa $ruba
zamykajgca

Rysunek 13 Elementy systemu implantologicznego: wszczep srddkostny i Sruba zamykajaca
(zrodto: wiasne)

Przygotowanie probki do analizy: proceduranr1i2

Przed analizg prébki suszono w piecu laboratoryjnym z wymuszonym obiegiem w
temperaturze 25 ° C przez okoto 60 minut i umieszczono na podstawce polipropylenowej przy
pomocy kropli zelatyny o objetosci 2-10 pL, w zaleznosci od wielkosci tkanki. Wybrano do tego celu
farmakologicznie czysty zelatyne ze wzgledu na niskg zawartosé analizowanych pierwiastkéw. Na
rysunku 14 przedstawiono sposdb, w jaki umieszczono i unieruchomiono prébki btony $luzowej na
podstawce z tworzywa sztucznego, ktérg nastepnie przyklejono do podstawki papierowej. Tak
umieszczone probki sg gotowe do analizy LA-ICP-MS lub do wykonania fotografii przy pomocy

mikroskopu optycznego.
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Przygotowanie probki do analizy: procedura nr 3

Po wyciggnieciu z zamrazalnika, prébki umieszczono w kriomikrotomie przy uzyciu medium
chtodzacego i pocieto na plastry o grubosci 30 um w temperaturze -18 °C, co pokazano na rysunku
15. Plastry prébki wraz z medium chtodzgcym przeniesiono na podstawke z PET i pozostawiono do
wyschniecia na powietrzu w temperaturze pokojowej. Przed analizg LA-ICP-MS plastry prébki byty
fotografowane w powiekszeniu przy pomocy mikroskopu optycznego. Czes¢ prébek zostata

poddana barwieniu HE.

Rysunek 14 Prébki umieszczone na podstawkach Rysunek 15 Prébka cieta
z tworzywa sztucznego wg. procedury nr 1 i 2 kriomikrotomem wg. procedury nr 3
(zrodto: wiasne) (zrodto: wiasne)

5.5. Optymalizacja parametrow aparaturowych

Pomiary wzorcéw statych i fragmentdw btony Sluzowej wykonano przy uzyciu systemu LA
pofaczonego z detektorem ICP-MS, ktére przedstawione sg na rysunku 16. Przed rozpoczeciem
analiz wzorcéw statych i wiasciwych prébek nalezy przeprowadzi¢ optymalizacje ustawien aparatury
pomiarowej, tak aby uzyskaé pozadane wartosci intensywnosci i precyzji sygnatéw, rozdzielczosci

map zawartosci pierwiastkdw i optymalny czas analizy.
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Rysunek 16 System LA i detektor ICP-MS zastosowane w niniejszej pracy (zrédto: wtasne)

5.5.1. Optymalizacja systemu LA

Wybdr parametrow pracy systemu LA wg. procedury nr 1 i 2 polegata na ablacji wzorca na
bazie jaja kurzego z zawarto$cig analitu 25 pg g?, sposobem jednej zmiennej. Zmieniane byty
nastepujgce zakresy parametréw: energia lasera (1,8 mJ - 9,0 mJ, co odpowiada 20% - 100% energii
maksymalnej), szeroko$¢ wigzki (10 um — 150 pm), czestotliwos¢ impulséw (1 Hz — 20 Hz).
Mierzonym izotopem w procesie optymalizacji byt izotop wzorca wewnetrznego — 34S. Wyniki
optymalizacji energii, Srednicy i czestotliwosci impulsdw wigzki laserowej przedstawione s3
odpowiednio na rysunkach 17, 18 i 19. Szybkos¢ skanowania byta ustalona arbitralnie w zaleznosci
od S$rednicy wigzki tak, aby uzyska¢ mapy zawartosci analitdow o odpowiedniej rozdzielczosci w
okreslonym czasie. Ponadto, w przypadku procedury nr 3 istotne byto ustawienie szybkosci
skanowania i czestotliwosci impulséw tak, aby wigzka laserowa nie oddziatywata zbyt mocno na
podktadke, z powodu matej grubosci prébki. Przy wyborze parametrow do dalszych analiz
kierowano sie nastepujgcymi zasadami: (i) wystarczajgca intensywnosc sygnatow, (ii), niska wartosé
precyzji sygnatow, (iii) wystarczajgca rozdzielczos$¢ przestrzenng map zawartosci analitow, (iv) nie
zbyt dtugi catkowity czas analizy jednej probki. Spetnienie wszystkich warunkéw nie byto mozliwe z
technicznego punktu widzenia, stad ostateczny wybdr parametrow systemu LA byt pewnym

kompromisem pomiedzy zadowalajgcym czasem analizy, osiggnieciem odpowiedniej rozdzielczosci
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przestrzennej i wystarczajgcymi intensywnosciami i precyzjg mierzonych sygnatéw. Parametry pracy
systemu LA wedtug procedury nr 3 zostaty wybrane arbitralnie, na podstawie wynikéw pomiaréw
uzyskanych podczas analiz zgodnie z procedurg nr 1i 2, tak aby poprawic rozdzielczos¢ uzyskanych
map zawartosci osiggajgc zadowalajgce intensywnosci sygnatéw i unikajgc nadmiernego wydtuzenia
czasu analizy. W tabeli 3 zebrane sg parametry aparaturowe systemu LA dla trzech procedur

zastosowanych w niniejszej pracy.

Tabela 3 Zestawienie parametréw aparaturowych systemu LA dla procedurynr1,2i3

Parametr Procedura nr 1 Procedura nr 2 Procedura nr3
energia lasera (m)J) 5,4 5,4 5,4
czestotliwos¢ impulséw (Hz) 10 10 10

Srednica wigzki (um) 100 50 25

odlegtos¢ miedzy srodkami linii ablacyjnych (um) 100 50 25

szybko$¢ skanowania (um s) 25 50 100

odstep czasu miedzy liniami (s) 5 5 3

gaz nosny Ar Ar Ar

Na rysunku 17 przedstawiono wyniki optymalizacji energii wigzki laserowej. Optymalizacja
polegata na ablacji wzorca przez 60 s przy réznych energiach wigzki laserowej, od 2,7 mJ do 9,0 mJ,
co stanowi odpowiednio 30% i 100% maksymalnej energii wigzki, ze skokiem o 10%. Inne parametry
pozostaty niezmienne podczas eksperymentu i zostaty ustawione nastepujaco: Srednica wigzki

laserowej 100 um, czestotliwo$¢ impulséw 10 Hz, szybko$é skanowania, 25 pm s,
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Rysunek 17 Zalezno$¢ intensywnosci i CV sygnatu 3*S od energii wigzki laserowe;j
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Na wykresie przedstawiona jest zalezno$¢ uzyskanych intensywnosci sygnatéw 3%S od ustawionej
energii wigzki (wartosci usrednione dla jednej linii ablacyjnej) i odpowiadajgce im wartosci
wspodtczynnika zmiennosci, CV (ang. coefficient of variation). Wybor energii wigzki uzalezniony byt
od uzyskanego poziomu intensywnosci sygnatu, wartosci precyzji i zachowania powierzchni wzorca
poddanego ablacji. Optymalna warto$é energii wigzki laserowej wybrana do dalszych badan to

5,4 mJ, co odpowiada 60% energii maksymalne;j.

Na rysunku 18 przedstawiono wyniki optymalizacji srednicy wigzki laserowej. Ablacji
poddany zostat wzorzec przez 60 s zmieniajgc dla kazdej linii inng srednice wigzki: 10 um, 25 um,
50 um, 100 pm, 150 pum i 200 um. Pozostate parametry pozostaty niezmienne podczas
eksperymentu i zostaty ustawione nastepujaco: energia wigzki 5,4 mJ, czestotliwos$¢ impulséw 10
Hz, szybko$é skanowania, 25 pum s®. Na wykresie przedstawiona jest zalezno$é uzyskanych
intensywnosci sygnatéw S od ustawionej $rednicy wigzki (wartosci usrednione dla jednej linii
ablacyjnej) i odpowiadajgce im wartosci CV. Intensywnos¢ uzyskiwanych sygnatéw rosnie
proporcjonalnie wraz ze wzrostem S$rednicy wigzki, jednakie decydujgcym czynnikiem byta
pozgdana rozdzielczo$¢ map zawartosci analitéw, ktéra zostata arbitralnie ustawiona w zaleznosci
od zastosowanej procedury i wynosita 100 um, 50 um i 25 pm, odpowiednio dla procedury nr 1, 2 i
3. Sygnaty uzyskiwane przy srednicy wigzki 10 um byty zbyt niskie. Natomiast ustawienie srednicy
wigzki na 150 pm lub 200 pm skutkowato mapami zawartosci o zbyt niskiej rozdzielczosci
przestrzennej. Ponadto, wysokie srednice wigzki skutkowaty znacznym kruszeniem sie wzorcéw i

zbyt gteboka penetracja wigzki w gtab prébki.
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Rysunek 18 Zalezno$¢ intensywnosci i CV sygnatu 34S od $rednicy wigzki laserowej

59



Na rysunku 19 przedstawiono wyniki optymalizacji czestotliwosci impulsow wigzki
laserowej. Ablacji poddany zostat wzorzec przez 60 s ustawiajgc kolejno czestotliwosci impulsow:
2 Hz, 5 Hz, 10 Hz i 20 Hz. Pozostate parametry pozostaty niezmienne podczas eksperymentu i zostaty
ustawione nastepujgco: energia wigzki 5,4 mJ, srednica wigzki 100 um, szybkos¢ skanowania,
25 um s, Na wykresie przedstawiona jest zalezno$é uzyskanych intensywnosci sygnatéw S od
ustawionej czestotliwosci impulséw (wartosci usrednione dla jednej linii ablacyjnej) i odpowiadajgce
im wartosci CV. Podobnie jak w przypadku srednicy wigzki, intensywnos$¢ uzyskiwanych sygnatéw
ros$nie proporcjonalnie wraz ze wzrostem czestotliwosci impulséw wigzki.

Czestotliwos¢ impulséw nie ma istotnego wptywu na rozdzielczos¢ map zawartosci analitow,
natomiast wptywa na intensywnosé sygnatow. Przy czestotliwosci 10 Hz zaobserwowano optymalng
zaleznos¢ intensywnosci sygnatéw, precyzji i gtebokosci penetracji wigzki w gtgb prébki. Ponadto,
czestotliwosé 20 Hz skutkowata bardziej poszarpanymi krawedziami Sciezek poablacyjnych i

zwiekszonym kruszeniem wzorcow.
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Rysunek 19 Zalezno$é intensywnosci i CV sygnatu %S od czestotliwosci impulséw
wigzki laserowej

Modyfikacja objetosci komory ablacyjnej byta jednym z krokdéw optymalizacji aparatury
systemu LA w procedurze nr 3. Mata grubos¢ prébki (30 um) powodowata, ze wigzka laserowa w
catosci przenosita prébke do aerozolu wraz z podstawka znajdujacg sie pod probka. W celu
zminimalizowania czasu interakcji wigzki z podstawky zwiekszono szybko$¢ skanowania do
100 pum s*. Natomiast, aby zminimalizowaé efekt ogonowania podjeto prébe zmniejszenia objetosci
komory ablacyjnej. W standardowej komorze ablacyjnej umieszczony zostat dodatkowy krazek

teflonowy co spowodowato podwyiszenie stolika podtrzymujgcego probke podczas ablacji i
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zmniejszenie objetosci komory z 78 mL do 31 mL. Modyfikacja komory spowodowata znaczne
zmniejszenie efektu ogonowania sygnatu i czasu wymywania aerozolu z komory, co jest szczegélnie
zauwazalne podczas ablacji mocno niechomogenicznej probki. Na rysunku 20 zestawiono sygnat Mg
zarejestrowany podczas ablacji CRMu szkta NIST 610 w standardowej komorze ablacyjnej (a) oraz w
komorze zmodyfikowanej, o zmniejszonej objetosci (b). Czas nasycenia komory niezmodyfikowanej
wynosi ok. 8 s, natomiast w komorze o zmniejszonej objetosci czas ten jest znacznie skrocony, do

ok. 1-2s.
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Rysunek 20 Sygnat intensywnosci izotopu 2*Mg zarejestrowany podczas ablacji CRMu NIST 610 w
standardowej komorze ablacyjnej (a) i w komorze o zmniejszonej objetosci (b)
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Na rysunku 21 przedstawiono sygnaty zarejestrowane podczas ablacji tkanek wedtug
procedury nr 2 i 3. Wykresy po lewej stronie rysunku 21 przedstawiajg sygnat fragmentu wybranej,
pojedynczej linii ablacyjnej wykonanej na tkance, co stanowito fragment mapy zawartosci analitow
catej omawianej tkanki. Fragmenty map zawartosci Ti na powierzchni omawianych tkanek
przedstawiono po prawej stronie na rysunku 21. Prezentowane dane zostaty tak wybrane, aby
wigzka laserowa poddata ablacji czastke metaliczng, znajdujgcg sie na tkance, a zmierzone
intensywnosci sygnatu byty zblizone dla obu procedur. Dane przedstawiono w taki sposéb aby
obejmowaty 50 sgsiadujacych zliczen detektora dla obu procedur. W procedurze nr 2 zastosowano
standardowg komore ablacyjng, natomiast w procedurze nr 3 zastosowano komore
zmodyfikowang, o zmniejszonej objetosci. Efektem mniejszej objetosci komory ablacyjnej jest

szybsze wymywanie aerozolu i zmniejszenie efektu ogonowania sygnatu.
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Rysunek 21 Poréwnanie sygnatow dla pojedynczej linii ablacyjnej zmierzonych w tkance (a) zgodnie
z procedurg nr 2 i (b) zgodnie z procedurg nr 3. Fragment sygnatu przedstawiony na wykresie
odpowiada linii ablacyjnej zaznaczonej czerwong, przerywang linig na fotografii po prawej stronie.
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5.5.2. Optymalizacja ICP-MS

Spektrometr optymalizowano codziennie przed analizami poprzez ablacje CRMu szkfa NIST

SRM 610 i odpowiednie ustawienie przeptywu gazu rozpylajgcego, mocy generatora plazmy i

napiecia soczewki jonowej w celu uzyskania maksymalnej intensywnosci sygnatu dla 2*Mg,

115|n 238U
’

oraz do kontroli i otrzymania stosunku tlenkéw 2?Th®0*/?*’Th*<0,2% i jondw natadowanych

podwdjnie **Ca%*/*?Ca*<0,5%. Optymalizacja spektrometru przed analizami roztworéw wzorcéw

statych po mineralizacji polegata na analizie roztworu Smart Tune Solution i

ustaleniu

odpowiedniego przeptywu gazu rozpylajgcego, mocy generatora plazmy i napiecia na soczewce

jonowej tak, aby uzyska¢ maksymalng intensywnos$é sygnatu dla*Mg, *°In, 228U oraz otrzymac

stosunek tlenkéw %°Ce'®0*/*°Ce* <3% i jondw natadowanych podwdjnie *34Ba*'/**¥Ba* <3%.

Tabela 4 Zestawienie parametréw aparaturowych detektora ICP-MS dla procedury nr1,2i3

Parametr

Proceduranr1

Procedura nr 2

Proceduranr 3

moc generatora plazmy (W)

przeptyw gazu rozpylajacego (L mint)
przeptyw gazu pomocniczego (L min?)
przeptyw gazu plazmowego (L min™)

tryb pracy soczewki jonowe;j
tryb detektora

tryb skanowania
monitorowane izotopy

wzorzec wewnetrzny

czas zbierania danych (ms)

liczba przemiatan

1100
1,05-1,10

1,2

16
automatyczny
(autolens)
pulsowy/
analogowy (dual)
peak hopping
27|, 4°Ti, SV
34g

-10 (**s),

-30 (YAl 51v),
- 50 (*Ti)

1050-1100
1,0-1,10

1,2

16
automatyczny
(autolens)
pulsowy/
analogowy (dual)
peak hopping
27|, 49Ti, SV
34g

-10 (**s),

-30 (¥7Al, 51v),
- 50 (*Ti)

1100-1150
1,10-1,15

1,2

16
automatyczny
(autolens)
pulsowy/

analogowy (dual)

peak hopping

34s

-10 (*P),

-20 (3¢, 2°Mg,
55Mn, 53Cu, %6Zn),
-30 (5"Fe),

- 50 (27A1,3%s,%3Ca),
- 100 (#°Ti)

1
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W tabeli 4 zestawiono parametry aparaturowe detektora ICP-MS wybrane dla procedury nr
1, 2 i 3. Przedstawione parametry ustalone byty na podstawie optymalizacji (moc plazmy, napiecie
na soczewce jonowej, przeptyw gazu rozpylajgcego) oraz wybrane arbitralnie (czasy zbierania
danych i liczba przemiatan) tak, aby uzyskaé¢ pozadane intensywnosci sygnatow i czas zliczania
danych dla wszystkich monitorowanych m/z dla pojedynczego punktu pomiarowego, co przektada
sie na zadowalajacg jako$¢ i rozdzielczosé map zawartosci analitow.

Na rysunku 22 przedstawiono zaleznos¢ intensywnosci sygnatu izotopdéw z szerokiego
zakresu mas (**Mg, 1°In i 238U) w zaleznosci od przytozonego napiecia na soczewce jonowej. Podczas
optymalizacji zmieniano napiecie w zakresie od 4 V do 13 V z krokiem co 0,25 V. Na podstawie
optymalizacji napiecia, do dalszych analiz wybrany zostat tryb autolens, polegajacy na dynamicznej
zmianie napiecia na soczewce jonowej w zaleznosci od analizowanego m/z. Optymalizacja soczewki

jonowej byta wykonywana kazdego dnia przed rozpoczeciem wtasciwych analiz.
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Rysunek 22 Wykresy optymalizacji napiecia na soczewce jonowej dla trzech izotopdw z
szerokiego zakresu mas: Mg, 1*°In i 238U

Na rysunku 23 przedstawiono zaleznos$¢ intensywnosci sygnatu wybranych izotopdéw z
szerokiego zakresu mas (¥*Mg, **Ca, °In i 238U) oraz obliczono stosunek intensywnosci sygnatéw
28ThO*/B2Th* i 2!Ca**/*?Ca* oznaczajagcych odpowiednio ilosci tlenkéw i jonéw podwdjnych
tworzacych sie w plazmie przy danej mocy plazmy. Sprawdzenie osiggdw aparatury byto sprawdzane
kazdego dnia przed rozpoczeciem wtasciwych analiz. Optymalizacja mocy plazmy byta wykonywana
w przypadku osiggniecia niezadowalajgcych parametréw intensywnosci sygnatu 2*Mg, **Ca, °In i
238 oraz stosunkdw 2*Th0*/32Th* i 21Ca?*/*?Ca*. W toku wielodniowych analiz, optymalna moc

plazmy wahata sie w zakresie od 1050 W do 1150 W.
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Rysunek 23 Wykresy optymalizacji mocy plazmy dla czterech izotopdw z szerokiego zakresu
mas (2*Mg, **Ca, °In, 238U) oraz dla stosunkdw 2¥ThO*/232Th* i 21Ca%*/**Ca*

Na rysunku 24 przedstawiono wykresy intensywnosci sygnatu wybranych izotopow z
szerokiego zakresu mas (¥*Mg, %*Ca, *°In i 238U) oraz obliczono stosunek intensywnosci sygnatow
28ThO*/B2Th* i 2'Ca?*/*?Ca* w zaleznoéci od szybkosci przeptywu gazu rozpylajgcego probke.
Optymalizacja szybkosci przeptywu gazu rozpylajacego wykonywana byta w przypadku osiggniecia
niezadowalajgcych parametréw intensywnosci sygnatu 2*Mg, *?Ca, *°In i 28U oraz stosunkdw
28ThO*/232Th* | 2!Ca**/**Ca*. Wartosci, szybkosci przeptywu gazu rozpylajgcego miescity sie w

zakresie 1,0 —1,1 L min™.
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Rysunek 24 Wykresy optymalizacji przeptywu gazu rozpylajgcego dla czterech izotopdow z
szerokiego zakresu mas (2*Mg, “?Ca, *°In, 2*8U) oraz dla stosunkéw 2*8ThO*/232Th* i 21Ca?*/**Ca*
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Wyniki i dyskusja

6. Procedury analityczne oznaczania Ti, Al i V w tkankach miekkich

6.1. Wybor izotopu Ti. Interferencje spektralne

Tytan ma pieé trwatych izotopéw o liczbach atomowych 46, 47, 48 ,49 i 50, gdzie “Ti ma
najwyzszg abundancje réwng 73,8%. Jednakze, ze wzgledu na wptyw interferencji izobarycznych
pochodzacych od jonu *Ca* jon *Ti* nie byt monitorowany, gdyz wieksze ilosci Ca w prdbce
wplywaty na wzrost sygnatu *Ti. Efekt ten zostat potwierdzony eksperymentalnie poprzez ablacje
probek zelatyny o niskiej i wysokiej zawartosci Ca a usrednione wyniki przedstawione sg na rysunku
25. Zastosowano odpowiedni dodatek analitdw aby osiggnac¢ nastepujace zawartosci w suchej masie
zelatyny: (a) Ca 10 000 pg g, (b) Ca 10 000 pg g i Ti 50 pg g i (c) bez dodatku analitéw. Czas
zbierania danych w jednym przemiataniu wynosit 10 ms dla “*Ca i *8Ti i 50 ms dla *Ti. W prébce
$lepej (c) intensywnosci dla wszystkich analitow sg na niskim poziomie, jednakze w prdobce (a)
dodatek samego wapnia spowodowat wzrost intensywnosci sygnatu dla *Ti, natomiast sygnat *°Ti
pozostat na poziomie prébki slepej. W dalszych analizach wzorcédw i prébek monitorowany byt

wytacznie izotop *Ti.
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Intensywnos¢ sygnatu [zliczenia]

(a) Ca 10000 pg g™ (b) Ti50ug g+ (c) prébka slepa
Ca 10000 pg g™’

Prébka zelatyny

Rysunek 25 Wptyw zawarto$ci wapnia w prébce na sygnaty odpowiadajace izotopom
3Ca, *Ti, *°Ti. Usrednione sygnaty w prébce zelatyny (a) z dodatkiem Ca, (b) z dodatkiem
CaiTi, (c) bez dodatku
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Przed przystgpieniem do pomiaréw wzorcéw i tkanek wg. procedury nr 3 sprawdzony zostat
wptyw pierwiastkdow, mogacych mie¢ udziat w powstawaniu interferencji wieloatomowych. Ablacji
poddano czyste sole i aminokwasy bogate w C, N, O, Na, P i Cl, tj. nadsiarczan amonu, chlorek sodu,
metionine, fosforan amonu i cysteine. Stezone roztwory wspomnianych substancji umieszczono na
podstawce PET, po odparowaniu wody powstaty krysztaty, ktére poddano ablacji, monitorujac
intensywnosci izotopdéw, bedacych sktadnikami analizowanych substancji, oraz analitéw bedacych
przedmiotem badan: 3Na, 2°Mg, 2’Al, 3P, 3, 43Ca, 5°*Mn, >’Fe, ®3Cu, ®Zn. Czas zbierania danych w

jednym przemiataniu ustawiono na 5 ms dla *Na i 10 ms dla 3*P.
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Rysunek 26 Sygnaty zmierzone podczas ablacji nadsiarczanu amonu, chlorku sodu, metioniny,
fosforanu amonu i cysteiny w celu wykazania wptywu na powstawanie interferencji
wieloatomowych

Wyniki pomiaru, przedstawione na rysunku 26 , wskazuja, ze tylko sygnaty 2’Al i *>Mn zwiekszyty sie
nieznacznie i w sposdb nieregularny, co mogto by¢ spowodowane przez zanieczyszczenia

analizowanych soli i aminokwasdw, natomiast sygnaty pozostatych izotopdw pozostaty na poziomie
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linii bazowej. Sugeruje to, ze interferencje wieloatomowe o m/z réwnym analitom bedgcym
przedmiotem badan, wystepujg na poziomie ponizej mozliwosci wykrycia przez detektor, a przez to

nie majg istotnego wptywu na wyniki pomiaréw.

6.2. Analiza podstawki z tworzywa sztucznego

Do kazdej z trzech omawianych w niniejszej pracy procedur analitycznych kazdorazowo
przygotowano serie wzorcow statych i wykonano krzywe kalibracyjne. Wzorce i prébki
przygotowane zgodnie z procedurg nr 1 i 2 cechowaty sie duzg gruboscia, w zakresie od 0,5 mm do
2 mm, przez co wigzka laserowa oddziatywata wytacznie z powierzchnig wzorcéw i prébek, nie
przebijajac sie na wylot i nie powodujac ablacji podstawki polimerowej. Jednakze, grubos¢ wzorcow
i probek przygotowanych wg. procedury nr 3, a takze parametry aparaturowe systemu LA zostaty
tak dobrane, aby probki i wzorce w catosci zostaty przeniesione do aerozolu, przez co ablacji
poddana zostata czesciowo réwniez podstawka polimerowa. Medium chtodzace zastosowane do
unieruchomienia wzorcéw i prébek w kriomikrotomie zostato umieszczone na podstawce z
tworzywa PET, po uprzednim pocieciu na plastry o grubosci 30 um, i poddane ablacji w celu
sprawdzenia poziomu sygnatéw analizowanych pierwiastkdw. Wyniki analizy wskazujg, ze medium
chtodzace nie powoduje zwiekszenia sygnatéw analitéw w poréwnaniu do sygnatéw pochodzacych
od samej podstawki z tworzywa PET, co przedstawiono na rysunku 27. Podstawki na bazie PET
zawierajg antymon, dzieki czemu mozliwe byto monitorowanie izotopu *2!Sb w celu stwierdzenia czy
probka lub wzorzec zostaty w catoéci poddane ablacji. Czas zbierania danych izotopu 2!Sb ustawiono

na5 ms.
6.3. Kalibracja (aspekty ilosciowe)
6.3.1. Wybor wzorca wewnetrznego

W celu normalizacji sygnatu analitycznego zastosowano wzorzec wewnetrzny. Dlatego, w
ramach procedury nr 1 sprawdzono 4 izotopy (*3C, S, Mg i **Ca), mogace potencjalnie spetniac te
funkcje w analizie wzorcéw i tkanek metodg LA-ICP-MS. W tym celu ablacji poddano tabletki CRMu
ERM-BB184 miesnia wotowego z dodatkiem 10 pL Triton® X-100 na réznych poziomach zawartosci
analitéow: 10, 25, 100, 500 pg g dla Tii Al oraz 4, 10, 50 pg g* dla V. Wykonano 5 linii ablacyjnych o
dtugosci okoto 5 mm, pomiary wykonano w ciggu trzech kolejnych dni, a uzyskane sygnaty dla *Ti,
Z7Al i 5V znormalizowano wzgledem sygnatéw potencjalnych wzorcéw wewnetrznych i obliczono

Cv.
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Rysunek 27 Sygnaty zmierzone po ablacji czystej podstawki PET i warstwy medium
chtodzacego naniesionego na podstawke PET. Sygnat 12!Sb postuzyt jako wskaZnik catkowitej
abacji analizowanej prébki i wzorcow.

Uzyskane dane zestawiono w formie wykresu zaleznosci CV znormalizowanych sygnatéw od dodatku
analitu we wzorcach, ktdre przedstawiono na rysunku 28. Punkty i stupki pionowe oznaczajg wartos¢

Srednig oraz SD uzyskanych wartosci CV dla pojedynczych linii ablacyjnych w ciggu 3 dni na danym

poziomie zawartosci.
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Rysunek 28 Wptyw wzorca wewnetrznego (?*Mg, 34S, #*Ca i 3C) na precyzje pomiardw sygnatu Al,
Ti i V we wzorcach statych na réznych poziomach zawartosci analitéw

Z rysunku 28 wynika, ze izotop Mg ma najwiekszy wptyw na obnizenie wartosci precyzji
znormalizowanych sygnatéw analitéw, jednakie nie zostat wybrany jako wzorzec wewnetrzny
poniewaz nie byt homogenicznie rozmieszczony na powierzchni tkanek. Natomiast izotop S
odznaczat sie wysoka homogenicznos$cig oraz rownie wysokim wptywem na poprawe precyzji
sygnatéw jak 2°Mg, dlatego zostat wybrany jako wzorzec wewnetrzny do dalszych analiz w
procedurach nr 1, 2 i 3. Na rysunku 29 przedstawiono mapy zawartosci pierwiastkdw budulcowych

(13C i %s) i fizjologicznych (**Mg i “*Ca) na powierzchni badanej prébki, zgodnie z procedurg nr 1.
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Rysunek 29 Mapy rozmieszczenia Mg, “*Ca, 3C i 3*S, na powierzchni btony $luzowej jamy
ustnej (procedura nr 1)

W przypadku procedury nr 2 mapy zawartosci Mg, 3%S, 43Ca i 3C na powierzchni btony
Sluzowej jamy ustnej przedstawiono na rysunku 30. Pierwiastki budulcowe wykazujg bardziej
homogeniczne rozmieszczenie niz pierwiastki fizjologiczne, co jest widoczne na przyktadowych

mapach omawianych pierwiastkdw na rysunkach 29 i 30.
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Rysunek 30 Mapy rozmieszczenia 13C, S, Mg i “*Ca na powierzchni btony $luzowej jamy ustnej
(procedura nr 2)

6.3.2. Krzywe kalibracyjne

Wzorce state, stuzace do sporzadzenia krzywych kalibracyjnych, zostaty przygotowane z
materiatdéw o zblizonym sktadzie do matrycy btony sluzowej jamy ustnej, sktadajacej sie gtdéwnie z
biatek —kolagenu i elastyny [138]. Z tego powodu, w procedurze nr 1 i 2 zastosowano sproszkowane
biatko jaja kurzego, cechujace sie wysokg zawartoscig biatka, w celu sporzadzenia serii wzorcow
statych z dodatkiem analitdw o wzrastajgcych zawartosciach. Wzorce zostaty poddane ablacji
zgodnie z parametrami systemu LA i ICP-MS przedstawionych w tabeli 3i 4 . Pierwsze eksperymenty
wykazaty, ze ablacja sprasowanych materiatéw na bazie proszkéw pod postacig tabletki, np. biatka
jaja i CRModw, powoduje tatwe kruszenie sie wzorcéw podczas ablacji i odrywanie duzych
fragmentdéw tabletki, pozostawiajgc bardzo nieregularny krater poablacyjny i charakteryzujacy sie
niska precyzjg sygnatéw. Dodatek srodka powierzchniowo czynnego w procedurze nr 1i 2, Tritonu®
X-100, spowodowato poprawe spdjnosci i twardosci wzorcéw i ograniczyto kruszenie powierzchni
wzorcow podczas ablacji. W celu wizualizacji sygnatéw zmierzonych dla kazdego wzorca
przeprowadzono ablacje wzorcow statych o wzrastajacych stezeniach, zaczynajgc od proébki slepej,

co przedstawiono na rysunku 31.
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Rysunek 31 Znormalizowane sygnaty *Ti, Al i 5V uzyskane po ablacji wzorcéw statych ze
wzrastajgcg zawartoscig analitéw, zgodnie z procedurg nr 1: (a) bez dodatku - prébka slepa, (b) 1
uggtTi, Alilpgg?V,(c)25ugg!Ti, AlilOpgg!V,(d) 100 ug g Ti, Ali50 pgg'Vi(e) 500 pg
glTi, Al

Pomiary powtdrzono pieciokrotnie dla kazdego wzorca, usrednione wartosci dla wszystkich
powtdrzen postuzyty do wykreslenia krzywej kalibracyjnej, ktére dla procedury nr 1 przedstawione
sg na rysunku 32. Krzywe kalibracyjne przedstawiajg zaleznos¢ miedzy sygnatem analitu,
znormalizowanym przez sygnat wzorca wewnetrznego S, a zawartoscig analitu danego wzorca

statego po dodatku roztworu analitu. Stupki btedédw oznaczajg SD pieciu powtdrzen pomiaru wzorca.
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Rysunek 32 Krzywe kalibracyjne dla #°Ti, Al i 5!V w oparciu o sygnaty znormalizowane,
zmierzone we wzorcach statych — procedura nr 1

Homogenicznos$¢ wzorcéw zostata sprawdzona poprzez wykonanie ablacji wzorca o dtugosci
linii ablacyjnej ok. 8 mm. Przyktadowe sygnaty dla izotopdw analizowanych pierwiastkéw, jak
rowniez potencjalnych wzorcéw wewnetrznych, zarejestrowanych podczas ablacji wzorca o
zawartosci 100 ug g™ Ti, Ali 50 ug g V zaprezentowano na rysunku 33. Ponadto, homogeniczno$é
wzorcow zostata dodatkowo sprawdzona wykonujac ablacje trzech linii w réznych miejscach wzorca.
Zastosowanie testu statystycznego t-Studenta nie wskazata statystycznie istotnych rdéznic w

sygnatach zmierzonych dla oddalonych od siebie linii ablacyjnych.
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Rysunek 34 Znormalizowane sygnaty “Ti, Al i 5V uzyskane po ablacji wzorcéw statych ze
wzrastajaca zawartoscia Ti, Al i V, zgodnie z procedurg nr 2: (a) bez dodatku - prébka slepa, (b) 1
Hgg™ (c)5ugg™ (d) 25 pgg™ (e) 100 ug g™ (f) 500 pg g™ i (g) 1000 pg g™
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Na rysunku 34 przedstawiono wizualizacje sygnatéw znormalizowanych przez 34,
zmierzonych dla wzorcéw statych o wzrastajgcych zawartosciach analitdw, zgodnie z procedurg nr
2. Podobnie jak powyzej, w celu wykreslenia krzywych kalibracyjnych w procedurze nr 2
przeprowadzono 5 powtdrzen dla kazdego wzorca i obliczono wartosci $rednie i SD, ktére

przedstawiono na rysunku 35 .
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Rysunek 35 Krzywe kalibracyjne dla *Ti, 2’Al i >V w oparciu o sygnaty znormalizowane, zmierzone
we wzorcach statych — procedura nr 2

Krzywe kalibracyjne sporzadzone w oparciu o procedure nr 1 i 2 odznaczajg sie bardzo dobrg
liniowoscig, R>0,9997 dla wszystkich mierzonych pierwiastkdw oraz niskimi wartosciami SD na
kazdym poziomie zawartosci. Homogenicznos¢ sygnatow dla wzorcédw statych pod postacig tabletki,
sporzadzonych w oparciu o procedure nr 1 i 2 jest wzglednie dobra, a sygnaty sg stabilne w czasie

ablacji pojedynczej linii na danym wzorcu, co jest widoczne na rysunkach 31 i 34. W celu
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potwierdzenia, ze wartos¢ parametru R jest wynikiem istnienia rzeczywistej korelacji zastosowano
test istotnosci stosujac statystyke rozktadu t-Studenta. Obliczong wartosé tr poréwnano z wartoscia
krytyczng tiny: rozktadu Studenta dla poziomu ufnosci 95%. We wszystkich analizowanych
przypadkach korelacja zmiennych byta istotna tr> tie.

Podejscie do kalibracji w procedurze nr 3 byto zblizone do procedury nr 1i 2 pod wzgledem
zastosowania materiatu matrycowego o matrycy zblizonej do matrycy prébki badanej, natomiast
zasadnicza rdznica polegata na przygotowaniu wzorcéw do analizy. Jako materiat matrycowy
zastosowano CRM MODAS-4 CormTis, sproszkowana tkanka kormorana, z dodatkiem roztworu
analitow. W celu polepszenia spojnosci wzorcéw statych, do CRMu dodano sproszkowang zelatyne
petnigcg funkcje srodka wigzgcego i materiatu matrycowego ze wzgledu na fakt, ze gtéwnymi
sktadnikami zelatyny sg biatka zwierzece, kolagen i elastyna. Miesierh kormorana i zelatyna majg
podobny sktad do btony Sluzowej jamy ustnej, co zapewnito podobne zachowanie wzorcéw i tkanki
podczas ablacji. Ponadto, dodanie zelatyny istotnie poprawito wtasciwosci mechaniczne i
zachowanie wzorcéw podczas przygotowywania cienkich plastrow. Na rysunku 36 przedstawiono
fotografie wzorca na bazie CRMu MODAS-4 CormTis bez dodatku i z dodatkiem zelatyny, wykonane

pod mikroskopem optycznym.

Rysunek 36 Poréwnanie wzorcéw na bazie CRM MODAS-4 CormTis tkanka cietych na plastry o
grubosci 30 um: a) bez dodatku zelatyny i b) z dodatkiem zelatyny, zgodnie z procedurg nr 3

Krzywe kalibracyjne w procedurze nr 3 zostaty sporzadzone w oparciu o wartosci srednie i SD

obliczone dla 5 powtdrzen pomiaréw kazdego wzorca i przedstawione na rysunku 37.
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Rysunek 37 Krzywe kalibracyjne dla *°Ti, ’Al, Mg, **Ca, *’Fe, >>Mn, ®3Cu i ®Zn w oparciu o sygnaty
znormalizowane, zmierzone we wzorcach statych — procedura nr 3
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6.4. Analiza sciezek poablacyjnych z uzyciem profilometrii optycznej i SEM

Jednym z warunkéw uzyskania poprawnych wynikéw ilo$ciowych jest zachowanie zblizonych
warunkdw ablacji probki badanej i wzorcéw statych, co jest mozliwe stosujgc wzorce podobne do
badanej prébki pod wzgledem struktury i sktadu. W celu okreslenia objetosci materiatu oderwanego
z powierzchni poddanej ablacji laserowej mozna zastosowac techniki mikroskopowe i profilometrie
[63]. Skaningowy mikroskop elektronowy, SEM (ang. scanning electron microscope), umozliwia
podglad powierzchni préobki w wysokiej rozdzielczosci oraz wykonuje pomiar szerokosci krateru
poablacyjnego. Profilometr, dziatajgcy na zasadzie interferometrii optycznej lub kontaktowy,
wykonuje dwuwymiarowy profil lub trzywymiarowg mape wzglednych réznic wysokosci na matej
powierzchni z dokfadnoscig do kilku nm w pionie. Techniki te umozliwiajg pomiar szerokosci i
gtebokosci kraterdow i Sciezek poablacyjnych we wzorcach i w prébkach badanych, a takze ukazujg
strukture powierzchni probki i dna krateru, co pozwala na ocene twardosci i spdjnosci wykonanych
wzorcéw statych oraz poréwnanie ksztattu i wymiarédw kraterdw i sciezek poablacyjnych w prébce i
we wzorcach [139,140]. W przypadku ablacji sprasowanych materiatdw proszkowych jako wzorcow
istnieje ryzyko, ze wieksza objeto$é materiatu wzorca zostanie oderwana niz w przypadku zwartej
probki badanej. Jednakze, nie oznacza to, ze wieksza ilos¢ aerozolu trafita do plazmy, gdyz materiaty
proszkowe majg tendencje do kruszenia sie i tworzenia wiekszych czastek statych, ktére opadajg
wokot miejsca ablacji i w przewodach transportujgcych. W celu zminimalizowania kruszenia
wzorcow mozna zastosowac srodki wigzgce takie jak tlenek cynku, 2-metoksy-4-(2-propenylo)fenol
i proszek polietylenowy [29,141] lub Zzelatyne w przypadku CRMéw na bazie sproszkowanych tkanek
miekkich [64].

Wyniki analizy z uzyciem profilometru optycznego i SEM wykazaty, ze gtebokos$¢ Sciezek
poablacyjnych jest podobna we wzorcach o dopasowanej matrycy i w badanej tkance, co wskazuje,
ze poréwnywalne ilosci materiatu zostaty pobrane z powierzchni wzorcéw i tkanek i przeniesione do
aerozolu. Wyniki analizy wzorca i tkanki z uzyciem profilometru i SEM, przygotowanych wg.
procedury nr 1, przedstawiono odpowiednio na rysunku 38 i 39. W czesci (a) rysunku 38
przedstawiono wyniki pomiaru w postaci dwuwymiarowego profilu gtebokosci $ciezek
poablacyjnych we wzorcu, natomiast w czesci (b) wyniki pomiaru gtebokosci Sciezki w btonie
$luzowej, ktére w obu prébkach wynoszg ok. 70 um. W czesci (a) rysunku 39 przedstawiono
fotografie SEM powierzchni wzorca, w czesci (b) btony $luzowej, z widocznymi $ciezkami

poablacyjnymi, ktérych szeroko$¢ wynosi ok. 100 um, wg skali zatagczonej na fotografii. Krawedzie
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oraz dno Sciezki poablacyjnej sg bardziej regularne w tkance, ze wzgledu na bardziej zwartg

strukture w poréwnaniu do wzorcéw na bazie sprasowanego materiatu proszkowego.
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Rysunek 38 Profile $ciezek poablacyjnych, zmierzone profilometrem optycznym: (a) na powierzchni

wzorca na bazie jaja kurzego i (b) na powierzchni btony sluzowej jamy ustnej
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Rysunek 39 Fotografie SEM Sciezek poablacyjnych: (a) na powierzchni wzorca na bazie jaja kurzego
i (b) na powierzchni btony sluzowej jamy ustnej
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6.5. Mineralizacja wzorcow

Wzorce state, przygotowane wedtug procedury nr 1 i 3 poddano mineralizacji wspomaganej
promieniowaniem mikrofalowym. Roztwory uzyskane po mineralizacji poddano analizie metoda
referencyjng SN-ICP-MS w celu sprawdzenia zawartosci analitdbw dodanych do materiatu
matrycowego. Wzorce state przygotowane wedtug procedury nr 1 przygotowano w pieciu
powtdrzeniach, z ktérych kazdy zostat poddany ablacji. Wykonano po 3 linie ablacyjne na jeden
wzorzec, uzyskane wartosci usredniono i przedstawiono na osi x na rysunku 40 . Te same wzorce
state, po ablacji poddano mineralizacji zgodnie z opisem w rozdziale 5.3.3, a nastepnie analizie
metodg SN-ICP-MS. Uzyskane wartosci stezen analitdw, przeliczono na suchg mase wzorca statego
uzytego do mineralizacji i przedstawiono na osi y na rysunku 40. Kazdy punkt na wykresie na rysunku
40 przedstawia wynik analizy jednej tabletki wzorca analizowanego dwoma réznymi metodami
analitycznymi. Uzyskane dane wykazujg dobra korelacje, wyrazong przez wspdétczynnik determinacji
R? >0,99. Wyniki uzyskane metodami LA-ICP-MS i SN-ICP-MS wskazujg na prawidfowe wykonanie

wzorcéw statych oraz prawidtowo przeprowadzong kalibracje metody LA-ICP-MS.
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Rysunek 40 Poréwnanie zawartosci analitdw we wzorcach statych uzyskanych metodg LA-ICP-MS i
metoda referencyjng, SN-ICP-MS, po uprzedniej mineralizacji wzorcéw — procedura nr 1

Na rysunku 41 przedstawiono wyniki analizy wzorcow statych, przygotowanych zgodnie z
procedurg nr 3, metodami LA-ICP-MS i SN-ICP-MS. Procedura mineralizacji i analizy uzyskanych
roztwordw zostata opisana w rozdziale 5.3.3 i polegata na przyrzadzeniu porcji wzorca statego i
przeznaczeniu jednej czesSci do mineralizacji a drugiej czesci do ciecia na plastry przy uzyciu
kriomikrotomu. Roztwory uzyskane po mineralizacji poddano analizie metodg SN-ICP-MS,

wykonujgc 5 powtdrzen pomiaru, a uzyskane wyniki przedstawiono na osi y na rysunku 41.
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Rysunek 41 Poréwnanie zawartosci analitdw we wzorcach statych uzyskanych metodg LA-ICP-MS i
metoda referencyjng, SN-ICP-MS, po uprzedniej mineralizacji wzorcéw — procedura nr 3
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Plastry po cieciu kriomikrotomem poddano analizie metodg LA-ICP-MS zgodnie z parametrami
procedury nr 3, uzywajac do tego celu 5 losowo wybranych plastréw dla kazdego wzorca statego.
Wyniki z pieciu pomiaréw dla kazdego wzorca usredniono i przedstawiono na osi x na rysunku 41.
Pionowe i poziome stupki btedéw przedstawiajg wartosci SD pieciu pomiardw danego wzorca
odpowiednio metodg SN-ICP-MS i LA-ICP-MS. Uzyskane dane wykazujg dobrg korelacje, wyrazong

przez wspotczynnik R%>0,98 dla wszystkich analizowanych pierwiastkdw.
6.6. Parametry walidacyjne

Aspekty metrologiczne metody analitycznej oparte sg na trzech filarach, ktére wptywajg na
jakos¢ wynikdw pomiaru: (i) walidacja procedury analitycznej, (ii) zapewnienie spdjnosci
pomiarowej wynikéw pomiaru i (iii) oszacowanie niepewnosci wynikdw pomiaru. Zastosowanie
prawidtowo skalibrowanego instrumentu pomiarowego oraz wdrozenie znormalizowanych
procedur nie gwarantuje, ze uzyskane wyniki pomiaréw sg miarodajne. Niezbedne jest
przeprowadzenie walidacji procedury analitycznej z uwzglednieniem istotnych parametréw metody
analitycznej, w zaleznosci od zatozonego celu stosowania danej procedury, jak réwniez etapu
pobrania i przygotowania probki [142]. Wg. normy ISO/IEC 17025, walidacja jest potwierdzeniem,
przez zbadanie i przedstawienie obiektywnego dowodu, ze zostaty spetnione szczegdlne wymagania
dotyczace konkretnie zamierzonego zastosowania. Celem walidacji nie jest osiggniecie jak
najlepszych parametréw metody analitycznej, tylko wykazanie faktycznie zmierzonych i
wyznaczonych wartosSci parametréow w celu potwierdzenia, ze opracowana i zastosowana metoda
analityczna nadaje sie do zatozonego celu — oznaczania analitow w analizowanych prébkach przy
uzyciu danej procedury i techniki analitycznej. Zaleca sie stosowac¢ jednostki z uktadu Sl lub inne,
ktore zostaty uzgodnione przez zainteresowane strony, ujednolicong terminologie i skroéty oraz
uznane procedury i normy.

W przypadku prébek klinicznych udowodnienie kompetencji laboratorium jest szczegdlnie
istotne, gdyz wyniki pomiaréw wptywajg na decyzje dotyczace badanej osoby podejmowane przez
lekarzy, instytucje sanitarno-epidemiologiczne lub instytucje prawne w przypadku zazycia
nielegalnych substancji lub w kontroli dopingowej w sporcie. Nalezy zwrdci¢ uwage, ktdre
parametry metody analitycznej sg istotne i wymagajg sprawdzenie w szerszym zakresie. Procedura
analityczna jest charakteryzowana przez parametry, ktére podlegajg ocenie w procesie walidacji: (i)
liniowos¢, (ii) granica wykrywalnosci i oznaczalnosci, (iii) poprawnos¢, (iv) precyzja. Powyisze

parametry wyznacza sie na podstawie analizy szeregu wzorcow, probki slepej i CRMow z okreslong
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liczbg powtdrzen oraz w okreslonych interwatach czasowych [143,144]. Parametry walidacyjne
zostaty obliczone dla trzech omawianych procedur analizy tkanek metodg LA-ICP-MS i zestawione
w tabeli 5 dla procedury nr 1, w tabeli 6 dla procedury nr 2 i w tabeli 8 dla procedury nr 3. W
przypadku procedury nr 3 w osobnych tabelach zestawiono wartosci odzysku dodatku analitu do
CRMu (tabela 9) i wartosci poprawnosci zmierzonych zawartosci analitéw wzgledem wartosci
certyfikowanych dla CRMu (tabela 10). Parametry systemu LA i detektora ICP-MS zostaty ustawione
zgodnie z dang procedurg, co zostato przedstawione w tabeli 3 i tabeli 4.

Tabela 5 Parametry walidacyjne metody analitycznej — procedura nr 1

Parametr Al Ti \'/
Zakres krzywej kalibracyjnej (ug g%) 1-500 1-500 1-50
Wspaétczynnik korelacji, R >0,9999 >0,9999 >0,9999
Powtarzalnosé (%) 4,8 4,6 4,4
Precyzja posrednia (%) 4,8 4,6 4,5
IDL (pg g 0,24 0,55 0,10
MDL (pgg?) 1,8 1,5 0,82
Odzysk dodatku analitu (%) 115 80 119
Tabela 6 Parametry walidacyjne metody analitycznej — procedura nr 2
Parametr Al Ti Vv
Zakres krzywej kalibracyjnej (ug g) 5-1000 5-1000 5-1000
Wspotczynnik korelacji, R 0,9999 0,9998 0,9997
Powtarzalnos¢ (%) 8,0 7,3 6,1
Precyzja posrednia (%) 11,6 8,3 7,9
IDL (pg g 2,2 1,1 0,8
MDL (pg g?) 6,9 8,1 4,6
Odzysk dodatku analitu (%) 124 94 81

Tabela 7 Wartosci poprawnosci dla pierwiastkdw o zawartosci certyfikowanej i informacyjnej w

CRMie ERM-BB422 Fish Muscle — proceduranr1i?2

Procedura/CRM Parametr Mg Ca Zn Cu
ERM-BB422 Fish

Wartoé¢ certyfikowana [ugg?]  1370Y 3421 16,0+1,1  1,67+0,16
Muscle

Warto$é zmierzona [pg g 1438489 539+149 19,8+3,1 2,48+0,8
Proceduranr1

Poprawnosc [%] 105 158 124 149

Warto$é zmierzona [pg g 1233198 316148 18,9+3,9 1,74+0,63
Procedura nr 2

Poprawnosc [%] 90 92 118 104

U wartoé¢ informacyjna
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Tabela 8 Parametry walidacyjne metody analitycznej — procedura nr 2

Parametr Dodatek Ti Al Cu Zn Fe Mn Dodatek Mg Ca
walidacyjny analitu analitu
f:::’jf]k"ywe’ 5-400 5-400 1-200 20-300 20-300 1-100 300-3000  500-3000
Réwnanie y=0,004494  y=0,01867+  y=0,00330+  y=0,00055+  y=0,000316+  y=0,01257- y=0,000358-  y=0,0000721
krzywej -0,0111 0,1248 0,0036 0,0033 0,01673 0,0211 0,0228 +0,0124
D . 0,000061 0,00020 0,000097 0,00015 0,000014 0,00034 0,000020 8,1E-7
wspotczynnika a
D
D . 0,0129 0,0373 0,0089 0,0022 0,0025 0,0173 0,0324 0,0015
wspotczynnika b
Wspdtczynnik 0,9996 0,9998 0,9987 0,9993 0,9989 0,9989 0,9968 0,9999
korelacji; R
-1
IDL [kg g7] 14 41 2,4 18 43 1,8 14 450
MDL [ug g] 21 14 6,5 61 98 4,7 419 1174
P"?Wzia __ Spggt 30,9 24,7 33,6 2) 2) 27,1 500 pg gt 21,0 27,4
pojedynczej linii
ablacyjnej [%] 20 pg gt 27,9 18,4 31,5 41,6 35,1 22,8 1000 pg g 21,4 23,7
50 g gt 21,0 16,7 21,2 30,7 26,3 17,1 3000 pg g 21,7 22,7
najwyiszy
waoryect) 18,9 21,8 23,9 26,3 25,4 19,0
F;’;”ta"a'"“c 5puggl 17,9 9,2 16,7 14,5 21,9 16,6 500 pg g 23,4 16,0
0
20 pgg? 13,8 11,1 25,1 19,4 18,5 20,4 1000 pg g 25,2 19,0
50 pg gt 16,9 24,5 21,2 13,0 18,2 18,2 3000 pg g 16,1 12,3
najwyziszy
e yaen) 17,7 18,9 17,6 14,0 14,7 17,7
Pre,cyzla. 5ugg? 14,4 20,1 17,1 14,2 16,9 13,3 500 pg g 23,2 15,7
posrednia [%]
20 pgg? 12,3 19,2 9,6 9,4 10,7 14,7 1000 pg g 20,8 11,2
50 g gt 11,7 13,1 11,0 11,4 10,8 11,1 3000 pg g 17,5 12,3
najwyiszy
Waoreel) 8,7 7,3 9,1 10,2 8,6 8,2

UTi, Al (400 ug g?), Cu (200 pg g'2), Zn, Fe (300 pg g1), Mn (100 ug g?)

2) zbyt maty dodatek wzorca
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Tabela 9 Wartosci odzysku dodatku analitu do wzorcéw dopasowanych matrycowo na bazie CRMu
ERM-BB184 Bovine Muscle. Wzorce zostaty przygotowane wedtug procedury nr 3.

Dodatek . Dodatek

Parametr . Ti Al Cu Zn Fe Mn i Mg Ca
analitu analitu

Zawartosé [ug g] 2) 7,2 7,7 2) 2) 4,5 586 641
5ugg? 500 pg g

Odzysk [%] 2) 144 153 2) 2) 91 117 128

Zawartosc [ug g1] 18,5 18,8 19,4 27,8 2373 183 939 1082
20 pgg? 1000 ug g*

Odzysk [%] 93 94 97 139 2187 91 94 108

Zawartoéé [pg g1] 50,6 50,2 67,3 422 53 41,3 3020 2973
50 pgg? 3000 pg g

Odzysk [%] 101 101 135 84 107 83 101 99

Zawartos¢ [pggl] najwyzszy 413 391 232 298 292 102
Odzysk [%] wzorzecl) 103 98 116 99 97 102

Ui, Al (400 ug g'), Cu (200 pg g?), Zn, Fe (300 pg g*), Mn (100 ug g?)

2) zbyt maty dodatek wzorca

Tabela 10 Wartosci poprawnosci dla pierwiastkdw o zawartosci certyfikowanej i informacyjnej w
CRMie ERM-BB184 Bovine Muscle — procedura nr 3

CRM Parametr Mg Ca Fe Zn Cu
Wartosc certyfikowana [ug g1 1000V 1551 754 14617 2,31+0,09
ERM-BB184
Wartosc zmierzona[ug g1] 8751115 168151 83126 192147 3,2940,41

Bovine Muscle
Poprawnos¢ [%] 87,5 108,5 110,0 131,8 142,3

1) warto$¢ informacyjna

6.6.1.Liniowos¢

Liniowos¢ jest wyznaczana statystycznie na podstawie analizy wzorcéw uzytych do kalibracji i
wyrazana jako wspodtczynnik korelacji R. Zaktada sie, ze krzywa kalibracyjna jest liniowa gdy R>0,999
[144]. Ponadto, z rdwnania regresji krzywej kalibracyjnej odczytuje sie warto$¢ wspotczynnika
kierunkowego i przeciecia z osig y wraz z ich odchyleniami standardowymi, na podstawie ktorych
okresla sie ich istotnosé, przy uzyciu odpowiednich testéw statystycznych (np. test t-studenta) [144].
Dla trzech omawianych procedur liniowos$¢ krzywej kalibracyjnej zostata obliczona na podstawie
znormalizowanych intensywnosci sygnatdw wykonanych w pieciu powtdérzeniach dla kazdego
wzorca i wyrazona jako wspétczynnik korelacji R. Wartosci wspdtczynnikéw korelacji dla procedury
nr 1, 2 i3 przedstawiono odpowiednio w tabeli 5, 6 i 8 . Najlepszg liniowoscig charakteryzowata sie

procedura nr 1 gdzie wartosci parametru R byty wieksze od 0,9999. Réwnie dobre wartosci
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stwierdzono dla procedury nr 2, gdzie wartos$ci parametru R miescity sie w zakresie 0,9997-0,9999.
Liniowos¢ krzywych kalibracyjnych w procedurze nr 3 bytfa nieco gorsza, ale akceptowalna, i miescita

sie w zakresie 0,9968-0,9999 dla wszystkich analizowanych pierwiastkow.

6.6.2. Granica wykrywalnosci

Granica wykrywalnosci LOD (ang. limit of detection) okresla najnizsze stezenie/zawarto$é¢
analitu, ktdra da sygnat analityczny dajgcy sie odrdézni¢ od sygnatu prébki slepej lub linii bazowej z
zatozonym prawdopodobienstwem. Parametr ten okresla najnizszg ilos¢ analitu, ktérg mozna
wykry¢ przy uzyciu danej metody analitycznej. Najczesciej stosowang metodg wyznaczania LOD jest
trzykrotnos¢ odchylenia standardowego zmierzonego dla prébki Slepej i jest uproszczeniem metody
opracowanej przez Miedzynarodowg Unie Chemii Czystej i Stosowanej, IUPAC (ang. International
Union of Pure and Applied Chemistry) z uwzglednieniem teorii testowania hipotez Neymana-
Pearsona [145].

We wszystkich omawianych procedurach parametr LOD zostat dodatkowo podzielony w
zaleznosci od zastosowanej metody oszacowania: instrumentalna granica wykrywalnosci, IDL (ang.
instrumental detection limit) i granica wykrywalnosci metody analitycznej, MDL (ang. method
detection limit). Wartosci IDL obliczono jako 3-krotnos¢ SD sygnatu tta, zmierzonego w pieciu
powtdrzeniach w czasie ok. 60 s przy wytgczonej wigzce laserowej. Warto$ci MDL zostaty obliczone
jako suma usrednionej wartosci sygnatu dla prébki slepej oraz wartosci SD sygnatu, zmierzonych dla
pieciu powtdrzen probki slepej. Wartosci IDL sg oparte wytgcznie na sygnale tta generowanego przez
argon przeptywajacy przez komore ablacyjng do plazmy, podczas gdy parametr MDL uwzglednia
wptyw matrycy i potencjalnych interferencji wywotanych jej sktadnikami. Wptyw skfadnikéw
matrycy skutkuje wyzszymi wartosciami MDL niz IDL w danej procedurze pomiarowej. Jednakze,
poniewaz powyzisze parametry oparte sg na sygnatach rzeczywiscie pochodzacych od analitu
zawartego naturalnie w materiale matrycowym i generowanym przez potencjalne interferencje,
dostarczajg bardziej miarodajnych informacji na temat mozliwosci wykrywania analitéw przez
walidowang metode analityczng. Obliczone wartosci IDL i MDL s3 najnizsze w procedurze nr 1 a
najwieksze w procedurze nr 2. Wynika to z faktu, ze $rednica wigzki lasera byta najwieksza w
procedurze nr 1, mniejsza w procedurze nr 2 i najmniejsza w procedurze nr 3, czestotliwos$¢
impulsow lasera wynosita zawsze 10 Hz. Nastepstwem zmniejszania $rednicy wigzki jest ablacja
coraz mniejszej ilosci materiatu z powierzchni prébki, przez co mniej aerozolu trafia do plazmy i do

detektora, generujgc stabsze sygnaty o gorszej precyzji, co przektada sie na wieksze granice
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wykrywalnosci w danej procedurze. Ponadto, w procedurze nr 3 wzorce i prébki miaty postac
cienkich plastrow, przez co mniej materiatu trafiato do detektora, w poréwnaniu do pozostatych
procedur. Obliczone wartosci IDL i MDL przedstawiono w tabeli 5 (procedura nr 1), tabeli 6

(procedura nr 2) i tabeli 8 (procedura nr 3).
6.6.3. Poprawnos¢

Poprawnos¢ metody analitycznej oznacza zgodnos¢ wartosci Sredniej otrzymanej z serii
pomiaréw z wartoscig ustalong lub spodziewang przypisang do analizowanej probki i
interpretowana jest jako wartos¢ btedu systematycznego metody. Do wyznaczenia doktadnosci
stosuje sie materiaty odniesienia, w tym CRMy, ze znang wartoscig stezenia/zawartosci analitu. W
przypadku braku materiatéw odniesienia lub w celu rozszerzenia zakresu certyfikowanego
analizowanego materiatu stosuje sie dodatek wzorca i wyznacza sie warto$¢ odzysku dodatku
analitu. Ponadto, do badania poprawnosci metody mozna zastosowac inng metode analityczng,
zwang metodg odniesienia. W przypadku metody LA-ICP-MS czesto stosuje sie metode SN-ICP-MS z
wczesniejszg mineralizacjg prébki lub wzorcow statych. O ile dobre wartosci odzysku (bliskie 100%)
nie gwarantujg braku btedéw systematycznych i wysokiej poprawnosci metody analitycznej, to zbyt
odstajgce wartosci odzysku z pewnoscig wskazujg na wystepowanie btedéw systematycznych i
koniecznos¢ sprawdzenia procedury analitycznej [146].

W celu sprawdzenia poprawnosci procedury nr 1 i 3 zastosowano metode odniesienia,
polegajgca na mineralizacji przygotowanych wzorcdéw i analizie uzyskanych roztworéw metodg SN-
ICP-MS. Wyniki doswiadczenia z mineralizacjg wzorcéw zostaty szczegétowo opisane w rozdziale 6.5.
Uzyskano dobrg korelacje wartosci uzyskanych po analizie tych samych wzorcéw statych dwiema
réoznymi metodami analitycznymi. Ponadto, poprawnos¢ sprawdzono réwniez poddajgc ablacji
sprasowane tabletki przygotowane z CRMu z dodatkiem analitu, obliczajgc odzysk dodatku analitu.
Ze wzgledu na brak CRMoéw z certyfikowang lub informacyjng zawartoscig Ti, Al lub V w materiatach
na bazie tkanek miekkich i na poziomach zawartosci mozliwych do wykrycia opracowang procedurg,
oznaczono inne pierwiastki, ktdrych zawartos¢ zostata przedstawiona w certyfikacie CRMu. Do tego
celu wybrano pierwiastki fizjologiczne o masach zblizonych do mas Ti, Al i V, obecne w CRMie na
wystarczajgco wysokim poziomie, aby mozliwe byto ich oznaczenie metodg LA-ICP-MS: Mg, Ca, Cu,
Zn (proceduranr1i2)oraz Mg, Ca, Fe, Mn, Cu, Zn (procedura nr 3). Ponadto, w przypadku procedury
nr 1i2 wyznaczono wartosci odzysku dodatku analitéw do materiatu matrycowego na poziomie: 25

pug gt Ti, Ali 10 pg gt V (procedura nr 1), 25 ug g Ti, Al i V (procedura nr 2). Wartosci odzysku
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dodatku analitéw w procedurze nr 1i 2 przedstawiono odpowiednio w tabeli 5 i 6. W procedurze nr
3 wyznaczono parametry odzysku dodatku analitu na kilku poziomach zawartosci, co zostato
przedstawione w tabeli 9. W procedurze nr 1 i 2 jako materiat matrycowy wzorca stuzgcego do
oszacowania poprawnosci i odzysku zastosowano CRM ERM-BB422 Fish Muscle, natomiast w
procedurze nr 3 zastosowano CRM ERM-BB184 Bovine Muscle. Postuzono sie krzywymi
kalibracyjnymi wykres$lonymi przy uzyciu innego CRMu o matrycy zblizonej do matrycy
analizowanego wzorca: ERM-BB184 Bovine Muscle (procedura nr 1 i 2) i MODAS-4 CormTis
(procedura nr 3). Zmierzone wartosci poprawnosci wzgledem wartosci certyfikowanej lub
informacyjnej zestawiono w tabeli 7 (proceduranr 1i2) i w tabeli 10 (procedura nr 3). Dla wiekszosci

analitéw obliczone wartosci poprawnosci i odzysku mieszczg sie w zakresie 80%-120%.
6.6.4. Precyzja

Precyzja wynikdw pomiaru oznacza rozrzut zmierzonych wartosci wokét wartosci sredniej i
wyrazana jest jako odchylenie standardowe, SD (ang. standard deviation), wzgledne odchylenie
standardowe, RSD (ang. relative standard deviation) lub CV. Wartosci precyzji wyrazajg w sposéb
matematyczny btedy przypadkowe pomiaru przy uzyciu danej metody. W zaleznosci od interwatu
czasowego miedzy pomiarami, precyzje wyraza sie jako: (i) powtarzalnos¢ (ii) precyzje posrednig i
(iii) odtwarzalnosé¢ [144]. Wyznaczanie poprawnosci metody powinno byé przeprowadzane dla
prébek na réznych poziomach stezen/zawartosci. Do wyznaczania precyzji powinno sie uzy¢ probki
typowej, ktéra ma by¢ oznaczana dang metoda, zawierajgcg analit na podobnym poziomie stezen
oraz podobng matryce.

W celu wyznaczenia powtarzalnosci metody zastosowano wzorzec stuzacy do kalibracji w
danej procedurze. Wykonano pieciokrotnie linie ablacyjng o dtugosci ok. 5 mm na kazdym wzorcu i
obliczono wartosci srednie i SD, a nastepnie wartosé CV dla 5 powtdrzen w krétkim odstepie czasu;
pomiary wykonano w ciggu ok. 10 minut. W procedurze nr 1 i 2 zastosowano wzorzec na bazie
sprasowanego biatka jaja kurzego o zawartos$ci odpowiednio 25 pug g Ti, Al, 10 ug g* V (tabela 5)
oraz 100 pg g Ti, Al, 50 pg g V (tabela 6). W procedurze nr 3 zastosowano wzorzec w postaci
cienkiego plastra na bazie CRMu tkanki kormorana na réznych poziomach zawartosci (tabela 8).
Pomiary tego samego wzorca powtarzano przez kolejne trzy dni, obliczono wartosci srednie i CV,
ktore przedstawiono jako precyzje posrednig w tabelach 5, 6 i 8, odpowiednio dla procedury nr 1, 2
i 3. Precyzja posrednia wyraza w sposob matematyczny rozrzut zmierzonych sygnatéw w dtuzszym

okresie czasu. Ponadto, w ramach walidacji procedury nr 3 obliczono precyzje pojedynczej linii
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ablacyjnej, poprzez obliczenie wartosci sredniej, SD i CV danych z punktow pomiarowych zebranych
podczas ok. 60 s ablacji wzorcéw na réznym poziomie zawartosci analitéw (tabela 8). Dane na
poczatku i na koncu ablacji, wygenerowane podczas nasycania i wymywania komory ablacyjnej

zostaty pominiete.

6.7. Wtasciwosci wyniku pomiaru

6.7.1. Spdjnos¢ pomiarowa w badaniu prébek klinicznych metodg LA-ICP-MS

Aby wyniki pomiaréw chemicznych byty miarodajne i poréwnywalne ze sobg, bez wzgledu na
zastosowang metode analityczng czy miejsce przeprowadzenia pomiaru, nalezy zapewni¢ spdjnosé
pomiarowg wyniku z jednostkami S| oraz z odpowiednim wzorcem i materiatem odniesienia.
Miedzynarodowy Stownik Terminéw Metrologicznych, VIM (fr. Vocabulaire international de
Meétrologie) definiuje spdjnos¢ pomiarowg jako wtasciwosé wyniku pomiaru lub wzorca jednostki
miary polegajgca na tym, ze mozna je powigzac z okreslonymi odniesieniami, na ogoét z wzorcami
panstwowymi lub miedzynarodowymi jednostkami miar, za posrednictwem nieprzerwanego
tancucha poréwnan, z ktdrych wszystkie majg okreslone niepewnosci [143,147]. W praktyce,
spojnos¢ pomiarowa wyniku jest zachowana poprzez zwalidowanie procedury analitycznej przy
uzyciu CRMu i uwzglednienie wartosci niepewnosci wartosci certyfikowanej, jak rowniez wszystkich
parametréw wptywajgcych na ostateczny wynik, do catkowitego budzetu niepewnosci. W
przypadku, gdy nie mozna odnie$¢ sie bezposrednio do jednostek uktadu S, stosuje sie ustalong i
powszechnie akceptowang przez wszystkie zainteresowane strony skale, np. skala pH lub liczba
oktanowa, oraz uznane na $wiecie materiaty odniesienia, zgodnie z zaleceniami Komitetu Licznosci
Materii, CCQM (fr. Comité Consultatif pour la Quantité de Matiére).

Poréwnanie wyniku pomiaru dla prébki przy uzyciu metody odniesienia, w ktérej zapewniono
spojnos¢ pomiarowg jest szeroko stosowane w przypadku metody LA-ICP-MS, ze wzgledu na
ograniczong oferte statych materiatéw odniesienia przeznaczonych do bezposredniej analizy. Jest to
szczegdlnie problematyczne w przypadku prébek biologicznych, cechujacych sie zréznicowanymi
matrycami i niehomogeniczng strukturg. Jest to gtdwny problem, przez ktory metoda LA-ICP-MS nie
znalazta jeszcze zastosowania w rutynowych analizach prébek klinicznych, poniewaz prébki tkanek
majg zréznicowang strukture i sktad (biatka, ttuszcze, zmienna zawartos¢ wody), a czesto rowniez
bardzo mate wymiary i mase, co sprawia, ze trudno jest przewidzie¢ wptyw wszystkich czynnikow
na wynik analizy i zapewni¢ odpowiednig powtarzalno$¢ wynikéw. Jednakze, w przypadku analizy

krwi pod katem zawartosci pierwiastkéw metalicznych, zaproponowano szybkg metode, polegajaca
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na ablacji suchej kropli krwi, ktéra zostata zwalidowana przy uzyciu CRMow na bazie krwi z dobrym
rezultatem, co sprawia, ze moze byé uzywana w rutynowym oznaczaniu 13 pierwiastkow [50].

W opracowanych procedurach oznaczania pierwiastkéw w tkankach miekkich spdjnosc
pomiarowaq zapewniono poprzez: (1) walidacje istotnych parametrow metody analitycznej z uzyciem
CRMow; (2) zastosowanie metody odniesienia SN-ICP-MS do analizy wzorcéw statych po
mineralizacji i poréwnanie wynikéw uzyskanych dwiema réznymi metodami, (3) stosowanie metody

dodatku wzorca.

6.7.2. Niepewnos¢

Niepewnosc¢ jest istotng cechg wyniku pomiaru analitycznego, oznaczajgca przedziat wokodt
wartosci Sredniej, w ktérej z okreslonym prawdopodobiefstwem mozna spodziewac sie wystgpienia
wartosci oczekiwanej [144]. Podanie wyniku wraz ze ztozong niepewnoscig, uwzgledniajaca
wszystkie czynniki wptywajgce na wynik, jest konieczne w celu zachowania spdjnosci pomiarowe;.
Niepewnos¢ wyniku, w przypadku analiz metodg LA-ICP-MS, wyrazana jest czesto jako odchylenie
standardowe powtdrzen pomiaru i nazywana jest niepewnoscig standardowg. W niektérych
pracach, niepewnos¢ standardowa przemnozona jest przez czynnik rozszerzenia i podawana jako
niepewnos$¢ rozszerzona z uwzglednieniem zatozonego poziomu ufnosci [47,49]. Podawanie
niepewnosci w przypadku metody LA-ICP-MS jest zasadne podczas analizy CRMéw i prébek
homogenicznych, np. po sprasowaniu, stopieniu lub w przypadku analizy suchej kropli.

Niepewnos¢ wyniku pomiaru w procedurach nr 1, 2 i 3 zostata wyrazona jako niepewnosé
standardowa, czyli jednokrotna wartos¢ SD serii pomiarow wzorcéw statych oraz CRMoéw.
Zaktadajgc normalny rozktad danych, 68% zmierzonych wartosci znajduje sie w odlegtosci
jednokrotnosci SD od wartosci $redniej. W wyniku analiz CRMéw pod postacig sprasowanych
tabletek lub cienkich plastréw uzyskiwano z reguty wieksze niepewnosci dla zmierzonych
pierwiastkow niz niepewnosci odczytane z certyfikatu. Wynika to miedzy innymi z faktu, ze podczas
certyfikacji materiatu odniesienia stosuje sie przewaznie techniki analizujgce roztwory, do
przygotowania ktérych uzywa sie wzglednie duzej odwazki materiatu (100 mg - 500 mg) i stosuje sie
wzglednie dtugi czas integracji danych, natomiast w wyniku ablacji laserowej do detektora, w
przedziale czasu pojedynczego przemiatania m/z, trafiajg ilosci prébki rzedu pg — pg, w zaleznosci

od parametréw pracy systemu LA.
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7. Zastosowanie procedur analitycznych oznaczania Ti, Al i V w prébkach

rzeczywistych — btonie $luzowej jamy ustnej

W kolejnych rozdziatach przedstawione zostang wyniki analizy elementéw systemu
implantologicznego oraz tkanek pobranych od pacjentéw leczonych implantami stomatologicznymi.
Badania przeprowadzono wedtug trzech procedur réznigcych sie ustawieniami systemu LA, takimi
jak szeroko$é wigzki laserowej, szybkos¢ skanowania, oraz sposobem przygotowania wzorcow i
probki do analizy. Szerokosé wigzki laserowej ma duzy wpltyw na rozdzielczos¢ przestrzenng
uzyskanych map zawartosci pierwiastkdw na powierzchni analizowanej préobki. Wieksza szerokos¢
wigzki i wieksza szybkos¢ skanowania generuje mapy o mniejszej rozdzielczosci.

Tytan iinne metale s3 poddane dziataniu korozji elektrochemicznej, zaleznej od pH srodowiska jamy
ustnej. Niskie wartosci pH (<4) a takze obecno$¢ jondw fluorkowych wywierajg wptyw na uwalnianie
metali z implantéow poprzez uszkadzanie powierzchniowej warstwy ochronnej ztozonej z tlenkéw
metali [74]. Kolejnym czynnikiem podejrzewanym o wptyw na procesy korozyjne implantéw jest
korozja z udziatem mikroorganizmow.
Aktywnos$¢ enzymatyczna bakterii moze

przyczyniaé sie do proceséw korozyjnych,
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Btona sluzowa spetnia funkcje czuciowe,  pysunek 42 Schematyczne przedstawienie budowy
ostaniajace i ochronne dla glebiej btony $luzowej jamy ustnej (zrédto: [148])

potozonych tkanek. Blaszka wtasciwa

stuzy jako bariera dla ciat obcych, takich jak czgstki metaliczne i jony pochodzace z implantéw.
Pierwiastki metaliczne obecne w tkankach moga mie¢ forme wolnych jondw, ale czesciej sg
zwigzane z okre$lonymi biatkami, ktore utatwiajg ich identyfikacje przez system immunologiczny i

eliminacje z ustroju [151].
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7.1. Analiza elementow systemu implantologicznego

W celu sprawdzenia skfadu jakosciowego implantu, elementy systemu implantologicznego,
czyli wszczep srédkostny i Srube zamykajgcy, poddano analizie metodg LA-ICP-MS. Do tego celu
uzyto takich samych parametréw pracy systemu LA jak podczas analizy tkanek zgodnie z procedura
nr 3. Wyniki analizy przedstawiono na rysunku 43. Analiza polegata na przeprowadzeniu ablacji w
trzech miejscach: (a) na powierzchni wszczepu s$rddkostnego, (b) na powierzchni elementu
taczacego wszczep i korone implantu i (c) na powierzchni tymczasowej Sruby zamykajacej.

Analiza zostata przeprowadzona w celu sprawdzenia sktadu zastosowanego sytemu
implantologicznego, a uzyskane dane majg charakter jako$ciowy. Wszystkie elementy wykonane
byty z czystego Ti, jednakze wszczep srodkostny zostat dodatkowo poddany piaskowaniu proszkiem
Al,O; w celu zwiekszenia porowatosci wszczepu, poprawy i przyspieszenia osseointegracji w ciele

pacjenta. Intensywnosci sygnatow Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn byty na poziomie tta. Tkanki analizowane
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Rysunek 43 Analiza elementéw implantu metodg LA-ICP-MS: a) wszczep Srodkostny wykonany
z czystego Ti i piaskowany proszkiem Al,0s, b) element tgczacy wszczep Srédkostny i korone
implantu wykonany z czystego Ti i c) Sruba zamykajgca umieszczona we wszczepie srodkostnym
na czas gojenia, wykonana z czystego Ti

94



wedtug procedury 1 i 2 zostaly pobrane od pacjentéw, ktérych leczono systemami
implantologicznymi, ktérych elementy sktadaty sie zaréwno z czystego Ti jak i stopu Ti6Al4V. W
wyniku zabiegu implantacji z implantu mogg zosta¢ uwolnione drobiny metaliczne z kazdego
elementu systemu implantologicznego: ze wszczepu srddkostnego, z elementu taczacego oraz ze

Sruby zamykajacej.

7.2. Analiza btony sluzowej jamy ustnej — procedura nr 1

W celu uzyskania iloSciowej informacji o zawartosci pierwiastkdw bedgcych sktadnikami
implantéw na powierzchni btony sluzowej jamy ustnej, przeprowadzono analize tkanek, pobranych
od pacjentéw leczonych implantami, z uzyciem metody LA-ICP-MS. Pierwiastki wybrane do analizy,
Ti, Al i V, stanowig sktadniki wszczepu srédkostnego i sruby zamykajacej, umieszczonych w kosci
szczeki lub zuchwy pacjenta. Proces gojenia nastepuje przez 4-6 miesiecy, w czasie ktérego implant
i Sruba zamykajgca zarastajg Swiezg btong Sluzows.
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Rysunek 44 Mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni btony $luzowej jamy ustnej pobranej od
pacjentow przed zabiegiem implantacji (grupa kontrolna)
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W procedurze nr 1 analizie poddano tkanki przemyte woda demineralizowang i pozostawiono do
wyschniecia. Tkanki nie byty ciete kriomikrotomem na plastry i pozostaty praktycznie nienaruszone
od momentu pobrania z ciata pacjenta. Na rysunku 44 przedstawiono mapy zawartosci analitéw w
prébce pobranej od pacjenta przed zabiegiem implantacji, stanowigcej grupe kontrolna.

Na rysunkach 45 i 46 a) i b) przedstawiono mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni btony
sluzowej pobranej od pacjenta, u ktérego umieszczono implant ze srubg zamykajgcg wykonang ze
stopu TI6AI4V. W celu poréwnania zmierzonych zawarto$ci analitéw w kolejnych trzech prébkach,
ustawiono jedng skale dla kazdego analizowanego pierwiastka. W wyniku zabiegu implantacji, pod
wptywem dziatania sit mechanicznych, a takze pod wptywem dziatania srodowiska jamy ustnej, z
implantu mogg uwalniac sie drobiny metaliczne oraz jony metali, bedgce sktadnikami implantdw,
ktore przenikajg do okolicznych tkanek. Skutkiem tych proceséw jest podwyiszona zawartosc
analizowanych pierwiastkbw na powierzchni badanych tkanek. Sygnaty sg rozmieszczone
niehomogenicznie, ostre, o wyraznych krawedziach oraz o wysokiej intensywnosci, czesto
przekraczajacej zakres krzywej kalibracyjnej. Sugeruje to, ze sygnaty te mogg by¢ spowodowane
obecnoscig mikroskopijnych drobin metalicznych pochodzacych z zabiegu implantacji. Drobiny
mogty zosta¢ uwolnione podczas wiercenia otworu w kosci i umieszczania w niej wszczepu
srodkostnego, ale takze podczas umieszczania Sruby zamykajacej we wszczepie srédkostnym.
Szeroko$¢ obszardw, na ktdrych wykryto podwyzszone zawartosci analitow jest determinowana
przez szerokos¢ wigzki laserowej uzytej do ablacji prébki, w przypadku procedury nr 1 szerokosc
wigzki wynosita 100 pum. Zawartosé Ti, Al i V w prébce z grupy kontrolnej jest ok. 1-2 rzedéw
wielkosci nizsza niz w prébkach po implantacji, zatem obserwowana w nich podwyzszona zawartosé
analitéw jest niewatpliwie skutkiem zabiegu implantacji przeprowadzonej u pacjenta. W literaturze
znajdujg sie badania przeprowadzone z udziatem metody LA-ICP-MS, ktdre wskazujg, ze pierwiastki
mogg migrowaé¢ z metalowych obiektdw umieszczonych w organizmie zwierzat do okolicznych
tkanek [152,153]. Ponadto, istniejg rowniez badania, w ktorych wykazano, ze czgstki o wymiarach
nano- i mikrometrow, pochodzace z implantdw umieszczonych w ciele pséw mogg przechodzi¢ do

okolicznych tkanek [154].
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Rysunek 45 Mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni btony $luzowej jamy ustnej pobranej od
pacjentéw po zabiegu implantacji z uzyciem wszczepow Srédkostnych wykonanych z czystego Ti i

Sruby zamykajacej ze stopu Ti6Al4V
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Rysunek 46 a) i b) Mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni dwdch fragmentéw btony Sluzowe;j
jamy ustnej pobranej od pacjentéw po zabiegu implantacji z uzyciem wszczepdw $rédkostnych

wykonanych z czystego Ti i Sruby zamykajgcej ze stopu Ti6Al4V
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Rysunek 47 a) i b) Mapy zawartosci Ti, Al i V na
od pacjentéw po zabiegu implantacji z uzyciem

powierzchni btony $luzowej jamy ustnej pobranej
wszczepow srodkostnych wykonanych z czystego

Tiisruby zamykajacej ze stopu Ti6Al4V. Zarejestrowane znacznie zwiekszone zawartosci analitow.
Dane na rysunku b) przedstawione sg w skali logarytmicznej.
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W przypadku dwéch prébek, przedstawionych na rysunku 47 a) i b), zarejestrowano
znacznie wieksze zawartosci Ti niz w innych prébkach w ramach procedury nr 1. Na mapach prébki
b) mozna wskazac obszary, na ktdrych zarejestrowano sygnat dla wszystkich analitéw, co potwierdza
fakt, ze zwiekszona zawartos¢ Ti, Al i V w tych miejscach spowodowana jest wptywem elementdéw
implantu. Zakresy krzywych kalibracyjnych zostaty przekroczone réwniez dla V w prébce na rysunku
47 b).

Na rysunku 48 przedstawiono mapy zawartosci Tl, Al i V na powierzchni tkanki pobranej od
pacjenta, u ktérego zastosowano system implantologiczny wykonany w catosci z czystego Ti. Na
uzyskanych mapach zawartosci wida¢ podwyziszong zawartos¢ Ti, zlokalizowang na matych
obszarach, co mogto by¢ spowodowane obecnoscig drobin metalicznych. Natomiast zmierzone
zawartosci Al i V sg niskie i znajdujg sie na poziomie zarejestrowanym w tkankach z grupy kontrolne;j.
Zawartosci V oscylujg na poziomie granicy wykrywalnoéci metody analitycznej (MDL=0,82 pg g), a

najwyzsze zarejestrowane sygnaty odpowiadaja zawartosci 1,8 pg gt
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Rysunek 48 Mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni btony $luzowej jamy ustnej pobranej od
pacjentéw po zabiegu implantacji z uzyciem wszczepdw $rodkostnych i sruby zamykajacej
wykonanych z czystego Ti

100



7.3. Analiza btony sluzowej jamy ustnej — procedura nr 2

Mapy zarejestrowane w wyniku analiz wedtug procedury nr 1 sugeruja, ze drobiny metaliczne
moga by¢ bardzo liczne na powierzchni tkanek i przez to mogg istotnie wptywac na intensywnos¢
zarejestrowanych sygnatéw. W procedurze nr 2 tkanki i wzorce zostaty przygotowane do analizy w
taki sam sposéb jak w przypadku procedury nr 1, jednakze zastosowano wigzke laserowg o mniejszej
$rednicy (50 um) przez co uzyskane mapy majg lepszg rozdzielczos$¢ przestrzenng. Tkanki wybrane
do analizy wedtug procedury nr 2 zostaty poddane wstepnej ocenie obecnosci drobin metalicznych
na powierzchni, przy zuzyciu mikroskopu optycznego. Zastosowane systemy implantologiczne
sktadaty sie ze wszczepu srodkostnego wykonanego z czystego Ti oraz z tymczasowej Sruby
zamykajgcej wykonanej ze stopu Ti6Al4V lub czystego Ti. Wyniki analiz tkanek po implantacji
zgodnie z procedurg nr 2 zaprezentowano na rysunkach 50 - 55. W celu poréwnania wykonano
analizy i nastepnie mapy zawartosci analitdw na powierzchni tkanki z grupy kontrolnej, przyktadowg
mape przedstawiono na rysunku 49. W przypadku gdy zawartos¢ analitu przekroczyta zakres krzywej
kalibracyjnej (1000 pg g?) dane zostaty uciete i oznaczone kolorem fioletowym, natomiast obok
mapy zawartosci przedstawiono mape z sygnatami znormalizowanymi w skali logarytmicznej, aby
zobrazowad ksztatt i intensywnos¢ uzyskanych sygnatéw, jednoczesnie niskich i wysokich na tej
samej mapie.

Sygnaty zarejestrowane w tkance z grupy kontrolnej (rysunek 49) s3 o wiele nizsze w
poréwnaniu do tkanek po implantacji (réznica 2-4 rzedéw wielkosci) i oscyluja na poziomie LOD.
Wyniki analiz tkanek po implantacji zostaty podzielone ze wzgledu na ksztatty uzyskanych sygnatéw
oraz wynik oceny wizualnej przeprowadzonej przy uzyciu mikroskopu optycznego. Na rysunkach 50
i 51 mozna wyraznie wskazaé czastki metaliczne o wymiarach do ok. 100 um, bedace pozostatosciag
po zabiegu implantacji, na powierzchni badanej prébki. Natomiast na rysunku 53 na fotografii tkanki
widoczny jest obszar o szarym zabarwieniu, pochodzgacym z licznych czastek o bardzo matych
wymiarach (>1 um), na ktéorym nie mozna wyrdzni¢ pojedynczych czgstek metalicznych. Mapy
zawartosci analitow przedstawione na rysunku 50 powstaty po analizie tkanki, w ktérych
zastosowano s$rube zamykajgcg wykonang ze stopu Ti6Al4V. Na mapach mozna wskazaé liczne
sygnaty na tych samych obszarach dla wszystkich analizowanych pierwiastkéw, co sugeruje, ze
drobiny metaliczne w tych miejscach pochodzg ze sruby zamykajgcej wykonanej ze stopu Ti6Al4V.
Strzatkami na fotografii oznaczono drobiny metaliczne pochodzace ze wszczepu Srédkostnego
wykonanego z czystego Ti, co wynika z faktu, ze w tych obszarach zarejestrowano wyfacznie sygnaty

Ti. Dodatkowo, efekt ogonowania sygnatu w kierunku przesuwania wigzki laserowej wzdtuz probki
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wynika z ablacji obszaru o bardzo wysokiej zawartosci analizowanego pierwiastka, co potwierdza ich

metaliczng forme w badanych tkankach.
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Rysunek 49 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni tkanki z grupy kontrolnej — procedura

nr2
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Rysunek 50 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni btony $luzowej pobranej od
pacjenta, u ktdrego zastosowano wszczep Srédkostny wykonany z czystego Ti i Srube zamykajaca
wykonang ze stopu Ti6Al4V — procedura nr 2. WyrazZnie zarysowane sg pojedyncze czgstki
metaliczne na fotografii tkanki.
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Na rysunku 51 przedstawiono mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni btony sluzowe;.
Podobnie jak w przypadku prébki na rysunku 50 zastosowano tu system implantologiczny, w ktérym
Sruba gojaca wykonana byta ze stopu Ti6Al4V, a wszczep wykonany byt z czystego Ti. Na fotografii
tkanki wyraznie wida¢é liczne czgstki metaliczne, ktére na mapach zawartosci analitéw manifestujg

sie jako wysokie sygnaty dla wszystkich mierzonych pierwiastkow.
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Rysunek 51 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni btony $luzowej pobranej od
pacjenta, u ktérego zastosowano wszczep Srédkostny wykonany z czystego Ti i srube zamykajaca
wykonang ze stopu Ti6bAl4V — procedura nr 2. WyraZnie zarysowane sg pojedyncze czastki
metaliczne na fotografii tkanki.

Na rysunku 52 przedstawiono wyniki analizy tkanki majgcej kontakt zaréwno z czystym Ti
jak i ze stopem Ti6Al4V. Podobnie jak w poprzednich przyktadach, widoczne sg liczne sygnaty o
wysokich intensywnosciach dla wszystkich mierzonych pierwiastkéw. Na fotografii tkanki nie mozna
wyrdzni¢ pojedynczych drobin metalicznych na powierzchni, co moze byé spowodowane bardzo
matymi rozmiarami drobin (ponizej zdolnosci rozdzielczej mikroskopu optycznego) lub drobiny

znajduja sie pod powierzchnig tkanki. Nie jest wykluczone, ze drobiny znajdujg sie pod powierzchnig
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tkanki, gdyz od momentu implantacji i uwolnienia drobin do pobrania prébki od pacjenta mija od 4

do 6 miesiecy i w tym czasie nastepuje gojenie, w wyniku czego tworzg sie nowe warstwy btony

Sluzowe;j.
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Rysunek 52 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni btony $luzowej pobranej od
pacjenta, u ktdrego zastosowano wszczep Srédkostny wykonany z czystego Ti i Srube zamykajaca

wykonang ze stopu Ti6Al4V — procedura nr 2. Na fotografii nie ma widocznych czastek
metalicznych na powierzchni tkanki.
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Na rysunku 53 przedstawiono mapy zawartosci analitéw oraz fotografie tkanki, pochodzacej
od pacjenta, ktéremu wszczepiono implant z czystego Ti oraz $rube zamykajacg wykonang ze stopu
Ti6Al4V. Na fotografii tkanki widoczny jest jeden rozlegly obszar o szarym zabarwieniu i kilka
mniejszych z lewej strony tkanki, ktéorym odpowiadajg szerokie sygnaly o bardzo duzej
intensywnosci. Drobiny sg bardzo mate i liczne, dajgc efekt szarego przebarwienia tkanki, a

pojedyncze drobiny sg niedostrzegalne.
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Rysunek 53 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni btony $luzowej pobranej od
pacjenta, u ktérego zastosowano wszczep Srédkostny wykonany z czystego Ti i srube zamykajaca
wykonang ze stopu Ti6Al4V —procedura nr 2. Na fotografii wyraZznie widoczny jest obszar o szarym
zabarwieniu, spowodowany obecnoscig licznych drobin o wymiarach rzedu um i mniejszych,
natomiast nie ma widocznych pojedynczych czastek metalicznych na powierzchni tkanki.

Z kolei na rysunku 54 przedstawiono fotografie i mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni
btony Sluzowej majacej kontakt z systemem implantologicznym, w ktédrym zaréwno wszczep
srodkostny, jak i Sruba zamykajgca wykonana zostata z czystego Ti. Na fotografii wyraznie widoczne

sg czastki metaliczne o ciemnej barwie, ktdrym odpowiadajg wysokie sygnaty Ti, natomiast
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zawartosci Al i V sg bardzo niskie na catej powierzchni tkanki, na poziomie zblizonym do grupy
kontrolnej. W omawianej na rysunku 54 tkance zarejestrowano najwyzszy sygnat Ti ze wszystkich
probek analizowanych w niniejszej pracy. Najbardziej intensywny sygnat Ti pokrywa sie z duzym
ciemnym obszarem na fotografii, bedagcym drobing metaliczng oderwang od implantu. Poprzez
ekstrapolacje krzywej kalibracyjnej orientacyjnie oszacowano zawartos¢ Ti w najwyzszym
zmierzonym punkcie na mapie intensywnosci sygnatu znormalizowanego, po prawej stronie na

rysunku 54 , ktéra miesci sie w zakresie dziesigtek %.

zawartosé
(keg’]

1000
900
800

700
600
500
400
300

200
100
0

zawartosé
kgl

33
lso
27

23

7
3
0
zawartosé
Meg'l —20-
82 £
I7‘a é
Lo
6,6 @
58 €
49 ?1-0‘
41
33
25
16 - T T T T T T T
08 1,0 2,0 3,0 40
6 wymiar [mm]

Rysunek 54 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni btony sluzowej pobranej od
pacjenta, u ktérego zastosowano wszczep srodkostny i Srube zamykajacg wykonane z czystego Ti
— procedura nr 2. Na fotografii wyraznie widoczne sg drobiny metaliczne na powierzchni tkanki.
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Podobnie jak w powyzszym przyktadzie, na rysunku 55 przedstawiono wyniki analizy tkanki
majacej kontakt z elementami systemu implantologicznego wykonanych z czystego Ti. Na mapach
zawartosci widoczne sg liczne, wyraznie zarysowane sygnaty Ti, ktére ze wzgledu na mate rozmiary
nie sg widoczne na fotografii, poza ciemnym obszarem w gérnej czesci tkanki, gdzie zarejestrowany
najwyzszy sygnat Ti. Sygnaty V sg na niskim poziomie, podobnie jak w grupie kontrolnej,
zarejestrowano nieliczne sygnaty o podwyzszonej intensywnosci dla Al.
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Rysunek 55 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al i V na powierzchni btony $luzowej pobranej od
pacjenta, po zastosowaniu wszczepu Srodkostnego i sSruby zamykajacej z czystego Ti — procedura
nr 2
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Na rysunku 55 mozna dostrzec niepozgdany efekt ogonowania sygnatu Ti w kierunku
przesuwania wigzki laserowej spowodowane miedzy innymi wydtuzonym czasem wymywania
aerozolu z komory ablacyjnej. Jednakze, ten niepozadany efekt jest spowodowany przede wszystkim
obecnoscia ogromnych réznic zawartosci analizowanego pierwiastka w kolejnych porcjach
materiatu poddawanego ablacji, co jest mozliwe w przypadku obecnosci czastek metalicznych. Ze
wzgledu na mikroskopijny rozmiar czastek, ich licznos¢ i gtebokie osadzenie w tkankach (takze
ponizej powierzchni tkanki) nie jest mozliwe ich usuniecie przez ptukanie wodg. Czgsteczki pozostajg
w miekkich tkankach ciata pacjenta podczas i po okresie gojenia, w dalszym ciggu uwalniajac jony
do otaczajacych tkanek. W badanych tkankach, takze po dtugotrwatym ptukaniu wodg, w dalszym
ciggu pozostawaty czastki metaliczne. We wszystkich analizowanych prébkach zawartosé Ti
przekroczyta zakres krzywej kalibracyjnej. Wérdd analizowanych pierwiastkébw w tkankach po
zastosowaniu systemoéw implantologicznych ze stopem Ti6Al4V najwieksze wartosci sygnatow
zarejestrowano dla Ti, nizsze dla Al, podczas gdy najnizsze dla V. Wynika to z uzycia czystego Ti jako
materiatu najwiekszego elementu implantu, wszczepu Srédkostnego, i wysokiej zawartosci Ti w
stopie Ti6AI4V (okoto 90%). Zmierzone poziomy zawartosci Ti, Al i V sg w przyblizeniu zgodne z
sktadem stopu Ti6Al4V. Na powyziszg obserwacje wptywa réwniez fakt, ze najwiecej elementdéw
systemu implantologicznego (wszczep, tgcznik i Sruba) ma w swoim sktadzie Ti. Sygnaty Al mozna
zarejestrowac w drobinach moggacych pochodzi¢ ze wszczepu Srédkostnego, ktéry zostat poddany
piaskowaniu proszkiem Al,0s, oraz pochodzacych ze stopu Ti6Al4V. Natomiast jedynym Zrédtem V

jest Sruba gojgca wykonana ze stopu Ti6Al4V.
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7.4. Analiza btony sluzowej jamy ustnej — procedura nr 3

W procedurze nr 3 tkanki zostaty pociete za pomocg kriomikrotomu na plastry o grubosci 30
KUm, pozostawione na podstawce z tworzywa PET do wyschniecia i analizowane metodg LA-ICP-MS.
Taki sposéb przygotowania prébki do analizy zapewnia przeniesienie catej masy analizowanej prébki
do aerozolu pod wptywem dziatania lasera. Szerokos¢ wiazki laserowej zostata zmniejszona w
stosunku do poprzednio omawianych procedur (25 um) przez co poprawita sie rozdzielczosé
przestrzenna uzyskanych map. Analizie zostata poddana tkanka z grupy kontrolnej oraz 4 tkanki
pobrane od pacjentdw po implantacji. Zastosowane systemy implantologiczne sktadaty sie z
elementéw wykonanych z czystego Ti, dlatego V nie byt oznaczany w tej czesci pracy. Poza
pierwiastkami pochodzacymi z implantdw oznaczono réwniez pierwiastki fizjologiczne: Ca, Mg, Fe,
Mn, Cu i Zn. Ponadto, przedstawiono jakosciowe mapy rozmieszczenia pierwiastkéw budulcowych,
C, Si P, w jednostkach surowych zliczenn detektora. Cienkie odcinki btony Sluzowej jamy ustnej
barwiono metodg HE, co pozwolito na zobrazowanie histopatologicznej struktury analizowanej
tkanki. Fragmenty tkanek, ktdre byty barwione metodg HE, nie byty analizowane metoda LA-ICP-MS
i postuzyty wytgcznie do wykonania fotografii, stad nie zawsze fragment zabarwiony i analizowany
majg taki sam ksztatt, ale zawsze pochodzg z tej samej prébki. W celu lepszego zobrazowania
sygnatéw niskich i wysokich na jednej mapie, czyli gdy zakres zmierzonych intensywnosci byt bardzo

duzy, zastosowano skale logarytmiczna.

Na rysunkach 56 i 57 przedstawiono fotografie i mapy zawartosci analitéw w tkankach z grupy
kontrolnej. Zawartosci pierwiastkow pochodzacych od implantdéw, Ti i Al, sg nizsze o ok. 1-3 rzedy
wielkosci w poréwnaniu do tkanek majgcych kontakt z implantami. Zawartosci pierwiastkdw

fizjologicznych sg na zblizonym poziomie zawartosci we wszystkich analizowanych tkankach.
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Rysunek 56 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn i mapy rozmieszczenia C, S
i P na powierzchni tkanki z grupy kontrolnej — procedura nr 3
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Rysunek 57 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn i mapy rozmieszczenia C, S
i P na powierzchni tkanki z grupy kontrolnej — procedura nr 3. Zaprezentowano fotografie tkanki
po barwieniu metodg HE
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Na rysunkach 58 - 61 przedstawiono wyniki analiz fragmentéw tkanek, majacych kontakt z
implantami, pobranych od pacjentéw. Podobnie jak przy poprzednich procedurach, mapy
zawartosci Ti i Al w bfonie $luzowej jamy ustnej u pacjentéw po implantacji wykazaty podwyzszong
zawartos¢ analitdw, zwykle na krawedziach analizowanego fragmentu tkanki. Zmierzone sygnaty
charakteryzujg sie wysoka intensywnoscig i znajdujg sie w miejscach o matym obszarze, czesto o
szerokosci pojedynczej linii ablacyjnej. Obserwuje sie efekt ogonowania w kierunku skanowania
wigzki lasera, ktéry powstaje wskutek szybkiej zmiany zawartosci analitéw na bardzo matych
powierzchniach. Wyjasnieniem powyzszych efektéw, podobnie jak to byto w powyiej
prezentowanych wynikach, jest obecnos¢ czastek metalicznych pochodzacych z implantéw i
uwalnianych podczas zabiegu umieszczania implantu w ciele pacjenta, a takze w wyniku korozji
elektrochemicznej. Wysoka zawartos¢ Al w analizowanych prébkach jest spowodowana obecnoscig
mikroskopijnych ziaren Al,0s3, stosowanych do piaskowania wszczepu sréddkostnego. Al,0s3 pozostaje
w porach i szczelinach implantu o wymiarach um i mniejszych, i moze by¢ uwalniany do tkanek
podczas implantacji wraz z drobinami tytanu.

Na rysunkach 58 i 59 wyraznie widoczne sg drobiny metaliczne, zaprezentowane dodatkowo
w powiekszeniu na zdjeciach wykonanych z uzyciem mikroskopu optycznego. Pozycje drobin na
fotografii (oznaczone czarnymi prostokgtami) dobrze korelujg ze zmierzonymi sygnatami Ti
(zaznaczonymi na mapie biatymi prostokgtami). Rozmieszczenie pierwiastkow budulcowych (C, S, P)
na mapach jest w przyblizeniu homogeniczne we wszystkich analizowanych prébkach, natomiast
rozktad pierwiastkdw fizjologicznych (Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn) jest zmienny. Przyczyng powyzszej
obserwacji moze by¢ pochodzenie prébek od rézinych pacjentéw, miejsce pobrania (gtebokosé
naciecia tkanki) oraz stopien keratynizacji tkanki. Na rysunkach 58 i 59 w analizowanych prébkach
btony sluzowej jamy ustnej zarejestrowano lokalnie wysokie sygnaty Ca, Mg i P o bardzo ostrych
krawedziach i nieregularnym ksztatcie. Obszary o podwyzszonej zawartosci Ca i P (i w mniejszym
stopniu Mg) majg szerokosé rzedu od dziesigtek do setek um i znajdujg sie zwykle na krawedziach
tkanki. Sygnaty te zostaty zmierzone wytgcznie w prébkach pobranych od pacjentéw po implantacji.
Przyczyng powyzszych sygnatéw mogg by¢ mikroskopijnej wielkosci fragmenty i odtamki kosci,
pozostate w ciele pacjenta po wierceniu otworu pod implant. Podwyzszona zawarto$¢ Mg zostata
zmierzona réwnoczes$nie z Ca i P, ktore sg obecne w duzych ilosciach w tkance kostnej. Ponadto,
podwyzszone ilosci Zn zostaty zaobserwowane w tych samych obszarach co Ca, P i Mg. Dla
porownania, zawartosci P, Ca, Mg i Zn w kosciach, wedtug danych literaturowych, wynosza

odpowiednio 79,7 g kg, 183 g kg, 2137 mg kg i 90 mg kg [155].
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Rysunek 58 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn i mapy rozmieszczenia C, S i
P na powierzchni btony sluzowej pobranej od pacjenta, u ktérego zastosowano wszczep srédkostny
i Srube zamykajgca wykonane z czystego Ti — procedura nr 3. Zaprezentowano fotografie tkanki po
barwieniu metoda HE oraz powiekszone fragmenty fotografii, na ktérych znajdujg sie drobiny
metaliczne. Na mapach P, Ca, Mg i Zn zaobserwowano sygnaty mogace pochodzi¢ od fragmentéw
kosci
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Rysunek 59 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn i mapy rozmieszczenia C, S i
P na powierzchni btony sluzowej pobranej od pacjenta, u ktérego zastosowano wszczep srodkostny
i Srube zamykajgca wykonane z czystego Ti — procedura nr 3. Zaprezentowano fotografie tkanki po
barwieniu metodg HE oraz powiekszone fragmenty fotografii, na ktérych znajdujg sie drobiny
metaliczne. Na mapach P, Ca, Mg i Zn zaobserwowano sygnaty mogace pochodzié¢ od fragmentow
kosci
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Rysunek 60 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn i mapy rozmieszczenia C, S i
P na powierzchni btony sluzowej pobranej od pacjenta, u ktdrego zastosowano wszczep srédkostny
i Srube zamykajgcg wykonane z czystego Ti — procedura nr 3. Zaprezentowano fotografie tkanki po
barwieniu metodg HE.
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Rysunek 61 Fotografia i mapy zawartosci Ti, Al, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn i mapy rozmieszczenia C, S
i P na powierzchni btony $luzowej pobranej od pacjenta, u ktérego zastosowano wszczep
srodkostny i srube zamykajgcg wykonane z czystego Ti — procedura nr 3
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8. Podsumowanie i wnioski

Warunkiem prawidtowego funkcjonowania organizmu jest zachowanie homeostazy. Dotyczy to
rowniez usuwania substancji obcych, ksenobiotykdw, ktére mogg oddziatywaé toksycznie na
organizm. Btony $luzowe wyscielajg wiele organdw i stanowig pierwszg bariere ochronng przed
ksenobiotykami i urazami mechanicznymi dla gtebiej potozonych tkanek i narzadéw. Ich warstwowa
budowa i szybkie tempo regeneracji umozliwia sprawne pozbywanie sie wiekszosci substancji
niepozadanych w organizmie. Btona $luzowa jamy ustnej jest szczegblnie narazona na obecnos¢
rozmaitych substancji obcych w wyniku kontaktu z réznorodnymi produktami spozywanymi na co
dzien oraz stosowanymi w leczeniu stomatologicznym, jak wypetnienia czy implanty.

Implanty stomatologiczne stosowane sg w celu leczenia ubytkéw w uzebieniu. Najczesciej
stosuje sie implanty tytanowe ze wzgledu na dobre wtasciwosci mechaniczne, wysokg odpornosc na
korozje i dobrg biokompatybilnos¢. Jednakze, implanty mogg ulegaé powolnej degradacji w wyniku
dziatania sit mechanicznych i kontaktu ze $Srodowiskiem jamy ustnej, uwalniajgc jony i czastki
metaliczne do okolicznych tkanek. Zwiekszona zawarto$¢ pierwiastkéw metalicznych w organizmie
pacjenta moze by¢ przyczyng niepozgdanych reakcji, takich jak alergie, stany zapalne, zatrucia czy
odrzucenie implantu.

Aby zbadad jaki wptyw na okoliczne tkanki wywierajg implanty konieczne moze by¢ nie tylko
ilosSciowe okreslenie w nich zawartosci pierwiastkdéw pochodzacych z implantu, ale takze poznanie
przestrzennego rozmieszczenia analitdbw na powierzchni tkanki oraz stwierdzenie formy
wystepowania pierwiastkow. Ponadto otrzymywane wyniki powinny byé miarodajne i musza
opierac sie na prawidtowo opracowanej procedurze przygotowania i pomiardw probki i wzorcéw, z
uwzglednieniem zasad metrologii chemicznej oraz z zastosowaniem zwalidowanych metod opartych
na analizie CRMoOw zapewniajgcymi spdjnos¢é pomiarowa wynikdw pomiaréw prébki badanej. Do
takich metod nalezy zastosowana w przedstawionych badaniach w pracy doktorskiej zaawansowana
technika analityczna ablacja laserowa z detekcjg ICP-MS. Pozwala ona na wizualizacje
rozmieszczenia analitbw na powierzchni badanej préobki, poprzez mapowanie pierwiastkow w
sposéb ilosciowy. W niniejszej dysertacji przedstawiono najwazniejsze wyniki badan, a takze
osiggniecia z uwzglednieniem tych, ktére zawieraty elementy nowosci naukowej. Uzyskane wyniki

podsumowano w punktach wyszczegdlnionych ponizej:
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Ustalono warunki fizykochemiczne ablacji laserowej w celu uzyskania stabilnych w czasie
sygnatdw o duzej intensywnosci i niskich wartosciach odchylenia standardowego w
analizie klinicznych tkanek miekkich. Efekty optymalizacji zostaty zweryfikowane poprzez
optycznej. Zmodyfikowana zostata standardowa komora ablacyjna, dzieki czemu
usprawniono czasy wymywania aerozolu prébki z komory, co poprawito jakosc
uzyskiwanych map;

Opracowano nowe homogeniczne i dopasowane matrycowo wzorce state w postaci
tabletek i cienkich plastréw wykorzystujgc: (a) sprasowany certyfikowany materiat
odniesienia, wzbogacony roztworem wzorcowym oznaczanych analitdow; matryce
stanowifa mieszanina CRMu i zelatyny (ii) staty materiat dopasowany matrycowo do
analizowanych prébek, wzbogacony roztworem wzorcowym - sproszkowane biatko jaja
kurzego z dodatkiem srodka powierzchniowo czynnego. Zgodnie z literaturg naukowsa,
powyzsze mieszaniny materiatdw matrycowych zostaty po raz pierwszy uzyte w celu
stworzenia wzorcow dopasowanych matrycowo w analizie metodg LA-ICP-MS;
Zaproponowano strategie kalibracji, wyznaczono krzywe kalibracyjne oznaczania in situ
pierwiastkdéw w tkankach miekkich ustrojowych (btona sluzowa jamy ustnej). Efektem
tych prac byto uzyskanie stabilnych sygnatéw analitycznych oznaczanych pierwiastkéw i
wysoka precyzja oznaczen. Jest to pierwsza praca, w ktérej oznaczone byty jednoczesnie
trzy pierwiastki pochodzace z implantéw (Ti, Al, V) oraz fizjologiczne (Ca, Mg, Fe, Mn,
Cu, Zn) na powierzchni btony sluzowej jamy ustnej;

W celu kompensacji interferencji niespektralnych podczas oznaczania pierwiastkéw in
situ w tkankach miekkich sprawdzono przydatnosé czterech izotopéw potencjalnych
wzorcdw wewnetrznych — 13C, Mg, 34S i *Ca. Zastosowano wzorzec wewnetrzny, izotop
343, ktdry odznaczat sie homogenicznym rozmieszczeniem w prébce i poprawiat precyzje
sygnatow mierzonych pierwiastkdw. Zgodnie z literaturg naukows, jest to pierwsza
praca, w ktérej do analizy miekkich tkanek klinicznych uzyty zostat izotop siarki jako
wzorzec wewnetrzny;

Wazinym etapem badan byto zapewnienie jakosci wynikéw analitycznych poprzez
wprowadzenie zasad metrologii. Procedury analityczne zostaty zwalidowane poprzez
wyznaczenie parametréw metody: liniowo$¢ krzywych kalibracyjnych, granice

wykrywalnosci, precyzja, poprawnos$¢ i odzyski dodatku analitu. Spdjnosé¢ wynikéw
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pomiardw z wzorcami wyzszego rzedu zostata ustalona stosujgc CRMy i dodatek
roztworu analitéw, opatrzonych certyfikatem zapewniajagcym spdjnosé pomiarowg, oraz
poprzez analize metodg odniesienia (SN-ICP-MS) wzorcéw statych, po przeksztatceniu
ich do postaci roztworu na drodze mineralizacji;

Zaprojektowano i przygotowano trzy nowe procedury analityczne umozliwiajgce
oznaczanie zawartosci pierwiastkow in situ na powierzchni prébki statej w catosci, czyli
w postaci, w jakiej zostata pobrana od pacjenta, oraz po cieciu kriomikrotomem na
cienkie plastry. Ponadto, kazda z procedur rdézni sie zastosowanymi parametrami
systemu ablacji laserowej i detekcji ICP-MS, oferujgc rézne wartosci parametréw metody
analitycznej oraz generujac obrazy o okreslonej rozdzielczosci, w zaleznosci od wybrane;j
procedury;

Uzyskano mapy rozmieszczenia i zawartosci analizowanych pierwiastkéw pochodzgcych
z implantéw i fizjologicznych na powierzchni tkanek majacych kontakt z implantami.
Analizie poddano 20 tkanek, w tym 4 tkanki pobrane przed implantacjg, stanowigce
grupe kontrolng. We wszystkich tkankach po implantacji stwierdzono zwiekszong
zawartos¢ tytanu, stanowigcego gtdwny sktadnik implantéw, oraz zwiekszong zawartosc
glinu i wanadu, jezeli w implantach zastosowano stop Ti6Al4V. Na powierzchni tkanek
stwierdzono obecnos¢ duzej ilosci drobin metalicznych, co potwierdzono dodatkowo
stosujgc mikroskop optyczny, bedacych pozostatoscig po zabiegu implantacji lub
mogacych uwalniac sie z implantu w wyniku uzytkowania i kontaktu ze srodowiskiem

jamy ustnej.

Podsumowujac, badania podstawowe i interdyscyplinarne przedstawione w rozprawie

doktorskiej zwigzane byty z rozwojem nowej zaawansowanej metody analitycznej, LA-ICP-MS, a

poprzez wspotprace ze stomatologami mozliwe byto praktyczne zastosowanie zaprojektowanych

metod do wizualizacji rozmieszczenia i zawartosci pierwiastkdw znajdujgcych sie na powierzchni

tkanek miekkich pobranych od pacjentdéw. Badania nad opracowaniem i wdrozeniem procedur

analitycznych w niniejszej dysertacji, przeprowadzone zgodnie z zasadami metrologii w chemii,

uzupetniajg luke i wzbogacajg wiedze dotyczgcg mozliwosci uzyskania miarodajnych wynikéw, co

jest niezwykle istotne w badaniach zwigzanym ze zdrowiem ludzi. Ze wzgledu na interdyscyplinarny

charakter pracy dostarcza ona wiedzy wartosciowej zarowno dla chemikéw analitykow, jak réwniez

dla naukowcéw z dziedziny stomatologii.
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Streszczenie

W rozprawie doktorskiej przedstawiono podsumowanie wynikéw badan prowadzonych w
okresie 2014 — 2017 w ramach studium doktoranckiego. Prowadzone badania miaty na celu
opracowanie nowych procedur analitycznych pozwalajgcych na ilo$ciowa analize i wizualizacje
rozmieszczenia pierwiastkdw, bedacych sktadnikami implantéw stomatologicznych, na powierzchni
btony sluzowej jamy ustnej, przy uzyciu metody LA-ICP-MS.

Intensywny rozwdj technik analitycznych umozliwia uzyskanie coraz wiekszej ilosci informacji z
badanego obiektu. Zasadniczo, w celu okres$lenia zawartosci pierwiastkdw, szczegdlnie na poziomie
Sladowym, prébke statg najpierw sie mineralizuje, a nastepnie analizuje powstaty roztwér
technikami spektroskopowymi, jak np. SN-ICP-MS, ICP-OES czy AAS. Procedura mineralizacji
prowadzi do utraty informacji o przestrzennym rozmieszczeniu i formie wystepowania pierwiastkow
w prébce, zapewniajac jedynie usredniong zawartos¢ analitu w catej masie prébki. Zastosowanie
metody LA-ICP-MS pozwala na pomiar zawartosci pierwiastkéw na powierzchni prébki statej bez
potrzeby mineralizacji probki, generujgc przestrzenne mapy rozmieszczenia i zawartosci analitéw o
rozdzielczosci do 10 um. Metoda LA-ICP-MS umozliwia analize prébek o matych wymiarach, rzedu
kilku mm i wadze kilku miligraméw, takich jak prébki kliniczne. Metoda charakteryzuje sie
dwuwymiarowag analizg powierzchni lub profilu gtebokosci prébki statej in-situ, zwykle minimalnym
przygotowaniem prébki przed analiza, dziataniem mikroniszczacym na prébke oraz dobrymi
wartos$ciami czutosci, precyzji i granicy wykrywalnosci. LA-ICP-MS jest metodg poréwnawecza, ktdra
opiera sie na pomiarze sygnatéw serii wzorcOw i ustaleniu zaleznosci kalibracyjnej przed analiza
wiasciwej probki. Ze wzgledu na brak wzorcéw i CRMoéw dedykowanych do analizy tkanek metoda
LA-ICP-MS nalezy opracowywad i stosowad alternatywne strategie kalibracji, tak aby warunki
fizykochemiczne ablacji wzorcow i badanej prébki byty zblizone, umozliwiajac poprawng analize
iloSciowq prébek.

Przeprowadzone studia literaturowe majgce na celu pogtebienie posiadanej wiedzy na temat
bezposredniej analizy préobek klinicznych metodg LA-ICP-MS ukazaty szerokie mozliwosci
zastosowania tej nowej zaawansowanej metody analitycznej w mapowaniu pierwiastkéw we
fragmentach organéw, badaniu mechanizméw chorobowych, oddziatywaniu materiatéw
protetycznych z otaczajgcg tkanka, transportem i miejscem dziatania lekéw. Jednoczesnie pozwolity
zidentyfikowac problemy pojawiajace sie podczas kreowania nowych procedur analitycznych, takie

jak: opracowanie odpowiedniej strategii kalibracji tak, aby zapewnié¢ zgodnos¢ wzorcow i prébki
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badanej, optymalizacja parametréw aparatury w celu uzyskania intensywnych sygnatéw w
okreslonym czasie generujgc mapy zawartosci analitdw o pozgdanej rozdzielczosci przestrzennej,
zapewnienie jakosci wynikéw pomiaréw, co wymaga stosowania zwalidowanych procedur i
zapewnienia spdjnosci pomiarowej przy jednoczesnym braku odpowiednich CRMéw i wzorcow,
dedykowanych metodzie LA-ICP-MS. W czesci literaturowej oméwiono nastepujace zagadnienia: (i)
podstawy fizykochemiczne metody LA-ICP-MS oraz mozliwosci i ograniczenia w analizie prébek
statych, takie jak interferencje, frakcjonowanie, konieczno$¢é opracowania indywidualnego podejscia
do kalibracji, (ii) wybrane strategie kalibracji, (iii) aspekty analizy prébek klinicznych, (iv) przeglad
literatury naukowej, w ktérej do badan nad prébkami klinicznymi metoda LA-ICP-MS wdrozono
zasady metrologii. W literaturze naukowej czesto brakuje elementdw metrologii chemicznej w
pomiarach lub catkowicie jest ona pomijana. Wprowadzenie metrologii w pomiarach chemicznych
stanowi istotne i nieodtgczne narzedzie umozliwiajgce uzyskanie miarodajnych i poréwnywalnych
wynikéw analiz, ktérych osiggniecie jest mozliwe poprzez przeprowadzenie walidacji procedury
analitycznej, zapewnienie spdjnosci pomiarowej do wzorca wyzszego rzedu i jednostek uktadu Sl
oraz przedstawianie wyniku pomiaru wraz z niepewnoscia.

W czesci eksperymentalnej przedstawiono sposéb opracowania trzech procedur analitycznych
w celu uzyskania informacji o rozmieszczeniu i zawartosci analizowanych pierwiastkow na
powierzchni badanych probek metoda bezposredniej analizy prébki statej, LA-ICP-MS. Procedury
roznity sie sposobem przygotowania prébek i wzorcédw, zastosowanym materiatem matrycowym
wzorcOw oraz parametrami wigzki laserowej. Do przygotowania wzorcéw uzyto materiatu
matrycowego o skfadzie zblizonym do badanych préobek btony sluzowej — sproszkowanego biatka
jaja kurzego oraz CRMu bedacego sproszkowang tkanka kormorana. Po dodaniu roztworu analitu
uzyskano serie wzorcow, ktére postuzyty do wykreslenia krzywych kalibracyjnych. Aparatura
pomiarowa zostata zoptymalizowana pod katem uzyskania sygnatdbw o wystarczajgcej
intensywnosci, dobrej precyzji i umozliwiajgcej stworzenie map zawartosci analitdw na powierzchni
probki o zadowalajgce]j rozdzielczosci. Przeprowadzono walidacje istotnych parametréw metody
analitycznej, takich jak liniowos¢, granice wykrywalnosci, precyzje i poprawnos¢, stosujgc CRMy na
bazie miesni ryb i wotowych. We wszystkich pomiarach zapewniono i wykazano spdjnosc
pomiarowg poprzez zastosowanie CRMoéw i roztwordw wzorcowych opatrzonych certyfikatem
zapewniajgcym zachowanie spdjnosci z wzorcami wyzszego rzedu oraz analize wzorcéw metoda

odniesienia SN-ICP-MS, po poprzedniej mineralizacji.
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Opracowang i zwalidowana procedure analityczng zastosowano do analizy fragmentéw btony
Sluzowej jamy ustnej majacej kontakt z implantami na bazie tytanu i stopu TI6AI4V. Uzyskane
dwuwymiarowe mapy zawartosci pierwiastkéw bedacych sktadnikami elementéw implantu (Ti, Al,
V) wskazujg jednoznacznie na obecnos¢ duzej ilosci tych pierwiastkéw na powierzchni badanych
tkanek. Zastosowanie procedur z wigzkg laserowg o zmniejszonej sSrednicy pozwolito na poprawe
rozdzielczosci uzyskiwanych map, a zastosowanie mikroskopii optycznej umozliwito wykonanie
fotografii powierzchni tkanek. Wymienione narzedzia wskazaty, ze gtédwnym Zrédtem wysokich
sygnatéw analizowanych pierwiastkéw sg liczne drobiny metaliczne o wymiarach do ok. 100 um.
Drobiny te sg pozostatoscig po zabiegu implantacji lub uwalniajg sie podczas uzytkowania implantu

oraz w wyniku korozji implantu w zmiennym srodowisku jamy ustnej.
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Summary

The doctoral dissertation summarizes the results of research conducted in the period 2014 -
2017 within the framework of the doctoral study. The research was aimed at the development of
new analytical procedures allowing the quantitative analysis and visualization of the elements of
dental implants on the surface of the oral mucosa by the LA-ICP-MS.

The intensive development of analytical techniques allows for obtaining increasing amounts of
information from the examined object. Generally, in order to determine the contents of the
elements, particularly at trace level, the solid sample is firstly digested and the resulting solution is
then analyzed by spectroscopic techniques, such as SN-ICP-MS, ICP-OES, or AAS. Digestion
procedure leads to the loss of information about the spatial distribution and form of the elements
in the sample, providing only an average content of the analytes in the entire mass of the sample.
Applying the LA-ICP-MS allows the measurement of the content of elements on the surface of a
solid sample without the need for the digestion of the sample, generating a spatial map of the
distribution and content of the analytes to a resolution of 10 um. The LA-ICP-MS method allows for
the analysis of samples with small dimensions, of the order of several mm and a weight of a few
milligrams, such as clinical samples. The method is characterized by a two-dimensional analysis of
the surface or depth profile of the solid sample in-situ, usually minimal sample pretreatment,
microdestructive effect on the sample and good values of sensitivity, precision and detection limits.
LA-ICP-MS is a comparative method that is based on the measurement of signals for a series of solid
standards and determining a calibration relationship between measured signals and content of
elements in standards prior to the analysis of the actual sample. Due to the lack of standards and
CRMs dedicated to the tissue analysis by LA-ICP-MS, alternative calibration strategies should be
developed and applied to ensure that the physicochemical conditions of ablation of the sample and
standards were similar, allowing for the correct quantitative analysis of samples.

The literature studies, aimed at deepening the knowledge on the direct analysis of clinical
samples using LA-ICP-MS, showed broad application of this new advanced analytical method in the
mapping of elements in the parts of human organs, the study of mechanisms of disease, impact of
prosthetic materials on the surrounding tissue, transport and effect of drugs. As the result, they
identified problems arising from the creation of new analytical procedures, such as: (i) the

development of an appropriate calibration strategy to ensure that standards and samples are
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matched, (ii) the optimization of instrumental parameters to achieve intense signals at a given time
of data acquisition, (iii) generating maps of the content of analytes with the desired spatial
resolution, (iv) ensuring the quality of measurement results, which require applying validated
procedures and establishing the traceability of the results of measurement, while lacking
appropriate CRMs and standards dedicated to the LA-ICP-MS method.

The following topics are discussed in the literature part of the dissertation: (i) physicochemical
bases of the LA-ICP-MS ,possibilities and limitations in solid sample analysis such as interferences,
fractionation, the need to develop an individual calibration approach, (ii) selected calibration
strategies, (iii) aspects of clinical specimen analysis, (iv) review of scientific literature in which the
principles of metrology were applied to clinical samples analysis using LA-ICP-MS. In scientific
literature, the elements of chemical metrology in measurements are often missing or they are
completely ignored. Introduction of metrology in chemical measurement is an important and
indispensable tool for obtaining reliable and comparable results of analyzes that are achievable by
validating an analytical procedure, establishing the traceability of the measurement results to the
standards of the higher order and to the Sl units, and reporting measurement results with stated
uncertainty.

In the experimental part, three analytical procedures were developed to obtain information on
the distribution and content of the analyzed elements on the surface of the tested samples by direct
analysis of the solid sample by the LA-ICP-MS method. The described procedures differed in the way
in which samples and standards were prepared, what matrix material was used for preparing the
standards, and the selection of laser beam parameters. For the preparation of the solid standards,
a matrix material with a composition similar to the oral mucosa samples was used, which was
powdered egg white and CRM — powdered cormorant tissue. After addition of analyte solution, a
series of standards was obtained which was used to plot the calibration curves. The measuring
instrument has been optimized to obtain a signal of sufficient intensity, good precision and the
ability to map the content of analytes on a sample surface with the satisfactory resolution.
Validation of relevant analytical parameters, such as linearity, detection limits, precision and
trueness were performed by using the CRMs based on fish and bovine muscle. In all measurements
the traceability was established through the use of standard solutions and CRMs which are traceable
to the patterns of higher order and by the analysis of the standards by the reference method, SN-

ICP-MS, after the previous mineralization.
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The developed and validated analytical procedure was applied in order to analyze fragments of
the oral mucosa that were in contact with implants based on titanium and Ti6Al4V alloy. The
resulting two-dimensional maps of the content of elements which are constituents of the implant
components (Ti, Al, V) clearly show the presence of large amounts of these elements on the surface
of the examined tissue. The procedure which involved the laser beam with a reduced diameter has
improved the resolution of obtained maps and the use of light microscopy allowed to take images
of the zoomed sections of the surface of tissues. These tools showed that the main source of the
high signals of the analyzed elements on the surface of oral mucosa are numerous metallic particles
to a size of up to about 100 um. These particles are the remnants of implantation procedure, are
released during the use of the implant or as a result of corrosion of the implant in a variable

environment of the oral cavity.
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probkowania laserowego z detekcja ICP-MS” , Wydziat Chemii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

studia magisterskie, specjalnos¢: chemia srodowiska, Wydziat Chemii
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

tytut licencjata chemii, temat pracy licencjackiej: ,Techniki
spektrometrii mas” , Woydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu

studia licencjackie, specjalnos¢: synteza i analiza chemiczna, Wydziat
Chemii Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Liceum profilowane o profilu Ksztattowanie Srodowiska w Zespole
Szkét Ponadgimnazjalnych nr 2 w Gryfinie
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