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publikacji:

H1. Hané A., Baralkiewicz D., Piechalak A., Tomaszewska B., Wagner B., Bulska E., An
analysis of long-distance root-to-leaf transport of lead in Pisum sativum plants by laser
ablation—ICP-MS. International J. Environmental Analytical Chemistry. 89 (2009) 651-659.

IF2009=1.703; MNiSW=15pkt; cyt. WoS/Scopus=14/14

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformufowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu
badan, uczestniczeniu w wykonywaniu pomiardw, interpretacji uzyskanych wynikéw oraz
napisaniu manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 70%.

H2. Hané A., Komorowicz |., Iskra M., Majewski W., Baratkiewicz D.(2011) Application of
spectroscopic techniques: ICP-OES, LA-ICP-MS and chemometric methods for studying the
relationships between trace elements in clinical samples from patients with atherosclerosis
obliterans. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 399 (2011) 3221-3231.

IF(2011)=3.578; MNiSW=40pkt; cyt. WoS/Scopus=11/13

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu badan, doborze metod, wykonaniu
analiz metodami LA-ICP-MS i ICP-OES, analizie danych metodami chemometrycznymi,
interpretacji uzyskanych wynikéw oraz napisaniu manuskryptu. Moj udziat procenfowy szacuje
na 80%.

H3. Hané A., Olszewska A., Baratkiewicz D. Quantitative analysis of elements migration in
human teeth with and without filling using LA-ICP-MS. Microchemical Journal 110 (2013) 61—
69.

IF(2013=3.583; MNiSW=30pkt; cyt. WoS/Scopus=8/12

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu procedury pomiarowej, zaplanowaniu
i wykonaniu analiz metodg LA-ICP-MS, interpretacji i opracowaniu uzyskanych wynikow oraz
napisaniu manuskryptu. Mdj udziat procentowy szacuje na 70%.

H4. Hané A., Piechalak A., Tomaszewska B., Baratkiewicz D. Laser Ablation Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry in quantitative analysis and imaging of plant's thin
sections. International Journal of Mass Spectrometry, 363 (2014) 16-22.

IF(2014=1.972; MNiSW=25pkt; cyt. WoS/Scopus=8/9

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na przygotowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu
eksperymentu, wykonaniu analiz metodami LA-ICP-MS oraz SN-ICP-MS, analizie danych,
interpretacji uzyskanych wynikéw oraz napisaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy w catosci
pracy szacuje na 80%.

H5. Hané A., Matecka A., Kutrowska A., Bagniewska-Zadworna A., Tomaszewska B.,
Baratkiewicz D. Direct analysis of elemental biodistribution in pea seedlings by LA-ICP-MS,
EDX and confocal microscopy: Imaging and quantification. Microchemical Journal,
128 (2016) 305-311.

IF(2016=3.034; MNiSW=35pkt; cyt. WoS/Scopus=0/0

Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat sformutowaniu koncepcji badan, przygotowaniu planu
badan, doborze metod pomiarowych, wykonaniu pomiaréw metodg LA-ICP-MS i uczestniczeniu
w analizach metodg EDX, opracowaniu i interpretacji uzyskanych wynikbw oraz napisaniu
manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 70%.
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H6. Sajndg A., Hané A., Makuch K., Koczorowski R., Baratkiewicz D., Study on quantitative
analysis of Ti, Al and V in clinical soft tissues after placing the dental implants by laser
ablation inductively coupled plasma mass spectrometry. Spectrochimica Acta Part B. Atomic
Spectroscopy, 125 (2016) 1-10.

IF(2016=3.241; MNiSW=35pkt; cyt. WoS/Scopus=1/2

Mé6j wktad w powstanie tej pracy obejmuje pomoc w sformufowaniu hipotez badawczych,
zaplanowaniu badan, interpretacji wynikbw badari oraz korygowanie ostatecznej wersji
manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 40%.

H7. Hané A., Zduniak P., Erciyaz-Yavuz K., Sajndg A., Baratkiewicz D. Laser ablation-ICP-
MS in search of element pattern in feathers. Microchemical Journal, 134, 2017, 1-8.

IF(2016=3.034; MNiSW=35pkt; cyt. WoS/Scopus=0/0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w sformufowaniu hipotez badawczych,
opracowaniu procedury pomiarowej, przygotowaniu materiatu do badan, przeprowadzeniu
analiz metodami LA-ICP-MS oraz SN-ICP-MS, dokonaniu interpretacji wynikéw pod katem
rozmieszczenia pierwiastkow oraz napisaniu manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na
80%.

Za osiggniecie:
tgczna wartos¢ wskaznika IF: 20,145;
taczna warto$¢ punktacji MNiSW: 215;
cytowania na podstawie bazy Web of Science: 42

cytowania na podstawie bazy Scopus: 50

WPROWDZENIE

Najbardziej rozpowszechnionym sposobem wprowadzania prébki do plazmy jest
rozpylanie roztworéw, co w przypadku prébek statych wigze sie z ich rozpuszczeniem,
roztwarzaniem lub mineralizacjg. Ominiecie etapu przygotowania prébki (przeprowadzenia
prébki do roztworu) stato sie mozliwe dzieki potgczeniu uktadu detekcji (AAS, ICP-OES, ICP-
MS) z uktadem ablacji laserowej (LA). Pierwsze potgczenie ablacji laserowej z ICP-MS
zostato opisane przez Gray'a w 1985 roku [Gray 1985]. Wyniki uzyskiwane przy
zastosowaniu laseréw z zakresu podczerwieni zalezaty od sktadu matrycy probki [Gunther
2002]. Dopiero w latach 90-tych odkryto, ze zastosowanie lasera emitujgcego fale z zakresu
promieniowania UV zmniejsza zaleznos¢ procesu ablacji laserowej od sktadu matrycy i od
tego czasu obserwuje sie znaczny rozwdj tej techniki. Laser impulsowy dziatajgcy przy
diugoéci fali 266 nm emituje promieniowanie, ktére zostaje zogniskowane na matej
powierzchni badanej prébki. W czasie 10 ns laser emituje promieniowanie o mocy okoto 10°
W cm™, za$ osiggana szybko$¢ ogrzewania to 10° K s™'. Absorpcja tak duzej porciji energii
przez matg powierzchnie probki prowadzi do zmiany, poprzez konwersje wewnetrzng, w
energie oscylacyjng i kinetyczna, co powoduje zerwanie wigzah chemicznych i stopniowe
oderwanie z powierzchni probki statej materii w postaci czgsteczek, atomédw, jondw,
elektronow i klasterow. Proces ten nazywa sie ablacjg termiczng [Johnstone i Rose 2001;
Russo 2002a,b]. Ablacja laserowa jest ztozonym procesem fizykochemicznym, ktérego
mechanizm wcigz jest badany [Russo 2002a,b; Hattendorf and Gunther 2014]. Usunieta z
powierzchni probki materia jest transportowana do plazmy w postaci aerozolu przy pomocy
gazu nosnego, najczesciej argonu. Badany materiat ulega jonizacji w plazmie, nastepnie jony
ulegajg rozdzieleniu (masa/tadunek) w analizatorze mas i ostatecznie detekcji, co pozwala
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na uzyskanie informacji na temat skfadu pierwiastkdw i ich rozmieszczenia w badanej
prébce statej (Rysunek 1).
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Rysunek 1. Schemat potgczenia aparatury LA-ICP-MS
(Zroédto: Inductively Coupled Plasma Spectrometry and Its Applications, S.J. Hill., 2007)

System do ablacji sktada sie z lasera, komory ablacyjnej oraz przewodow, ktorymi
powstaly aerozol jest transportowany do ukfadu ICP-MS. Ze wzgledu na rézne rodzaje
osrodkow aktywnych oraz systemdéw pompujgcych rozrézniamy wiele rodzajow laserow,
m.in. lasery neodymowe, tytanowe czy tez ekscymerowe. Roznica miedzy laserami wynika
miedzy innymi z dtugosci fali promieniowania laserowego. Najcze$ciej obecnie stosowanymi
laserami sg te, ktoére emitujg promieniowanie o diugosci fali 266nm, 213nm albo 193nm
[Becker 2007], jednak rosnie réwniez zainteresowanie laserami femtosekundowymi [Wiltsche
i Gunther 2011]. Skupiona wigzka promieniowania laserowego kierowana jest na probke
znajdujaca sie w komorze ablacyjnej. Cylindryczna komora ablacyjna o objetosci od 20 cm®
do 80 cm® jest ograniczona od géry okienkiem kwarcowym przepuszczalnym dla
promieniowania laserowego. Prébka umieszczana jest na ruchomym stoliku umozliwiajgcym
przemieszczanie sie prébki wzgledem wigzki promieniowania (x, y), a takze odpowiednie
zogniskowanie wigzki na jej powierzchni (z). Energia potrzebna do usunigcia czgstek z
powierzchni badanego materiatu zalezna jest od jego wiasciwosci fizykochemicznych, takich
jak: sktad chemiczny, barwa, temperatura topnienia i wrzenia. Procesy elektronowe i
termiczne zachodzgce w materiale pod wptywem promieniowania lasera, zalezg od stopnia
absorpcji, wspotczynnika rozpraszania swiatta oraz pojemnosci i przewodnictwa cieplnego,
ktére majg znaczacy wptyw na przebieg procesu ablacji a w tym, miedzy innymi, na rozmiary
powstajacych czgsteczek, morfologie krateru poablacyjnego czy wydajnos¢ samego juz
procesu ablacji [Niemax 2001; Sylvester 2008].

W celu uzyskania miarodajnych wynikéw oznaczen z wykorzystaniem ablacji
laserowej konieczna jest miedzy innymi odpowiednia optymalizacja parametréw pracy lasera
w zaleznosci od wiasciwosci fizykochemicznych probki oraz opracowanie procedury
pomiarowej dostosowanej do celu badan oraz rodzaju analizowanej probki [Garcia i in.2009].
Ablacja laserowa prébki pozwala zaréwno na prowadzenie pomiaréw in situ w analizowanym
materiale, jak réwniez takich, ktére mogg by¢ prowadzone bezposrednio in vivo w materiale
statym. Do niedawna, w celu poznania zawartosci pierwiastkbw w probkach statych,
szczegolnie na poziomie Sladowym, badang probke nalezato wstepnie zmineralizowac lub
spopielic w celu uzyskania roztworu. Zabieg ten powodowat utrate informacji o
przestrzennym ich rozmieszczeniu oraz formie wystepowania pierwiastkbw w badanej
prébce, dajgc jedynie usredniong zawartosé w catej masie prébki. Ponadto, prébki o matej
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masie/rozmiarach takie jak probki kliniczne czesto nie sg reprezentatywne a dane uzyskane
po ich mineralizacji niemiarodajne, skutkiem czego mogg by¢ generowane artefakty w
badaniach naukowych. Zastosowanie metody LA-ICP-MS pozwala natomiast na poznanie
zawartosci pierwiastkbw na powierzchni probek statych bez koniecznosci mineralizacji
badanych probek. Metoda LA-ICP-MS umozliwia réwniez poznanie przestrzennego
rozmieszczenia pierwiastkow w probkach o niewielkich wymiarach, rzedu kilku milimetrow i
masie kilku miligraméw na powierzchni, co jest przydatne podczas badania jednorodnosci
prébek czy tez identyfikowania ich skladu chemicznego. Mozliwy jest takze pomiar profilu
ciggtego, co daje mozliwos¢ obserwacji zmiennosci sktadu chemicznego w gigb ciata statego
[Thomas 2002]. Stosowanie tej metody wigze sie czesto z minimalnym przygotowaniem
prébki przed analizg, mikroniszczagcym dziataniem wobec prébki, analizg wielopierwiastkowa,
wysokag czutoscig i niskimi warto$ciami granicy wykrywalnosci. Metoda ta daje réowniez
mozliwos¢ mapowania powierzchni analizowanych probek statych czyli przedstawienia
danych w postaci dwuwymiarowych map zawartosci pierwiastkbw 2z rozdzielczoscig
przestrzenng siegajgca 10 um [Becker 2013; Jurowski i in. 2015].

Niestety metoda LA-ICP-MS ma takze pewne ograniczenia wynikajgce miedzy innymi
z wtasciwosci samego zrodta energii lasera, roznorodnosci analizowanych materiatow, czy
tez niewielkiej liczby handlowo dostepnych statych substancji wzorcowych o identycznym
sktadzie jak badane prébki [Adams i in., 2002]. Ablacja laserowa jest procesem
wielowymiarowym a mechanizmy zachodzace w trakcie jej trwania, takie jak kolimacja,
nukleacja, kondensacja czy tez aglomeracja, wcigz podlegajg badaniom [Hattendorf and
Gunther, 2014, Luo i in. 2015]. Podczas procesu ablacji laserowej mamy czesto do czynienia
ze zjawiskiem zwanym frakcjonowaniem, ktére powoduje, ze sktad aerozolu docierajgcego
do plazmy nie odzwierciedla oryginalnego sktadu badanej probki [Sylvester 2008; Luo i in.
2015]. Wszystkie etapy, poczawszy od procesu wytworzenia aerozolu, poprzez jego jonizacje
w plazmie az do detekcji w spektrometrze mas, wptywajg znaczgco na jako$¢ uzyskiwanych
wynikdw. W celu ograniczenia niekorzystnych zjawisk nalezy opracowaé: procedure
pomiarowg poprzez staranny dobdr parametréw pracy systemu do ablacji laserowej oraz
kalibracje urzadzenia pomiarowego. Parametry pracy lasera, takie jak: dtugosc¢ fali lasera,
moc wigzki laserowej, czas trwania pulsu laserowego czy szerokosé wigzki, majg istotny
wplyw na proces ablacji, gdyz wptywajg na ilos¢ materiatu ulegajgcego ablacji. Czestotliwos$é
uderzen lasera oraz energia promieniowania warunkuje gtebokos¢ i profil powstajgcego po
ablacji krateru, determinujgc w ten sposéb intensywnos¢ sygnatu analitycznego mierzonych
izotopdw wybranych pierwiastkow. Parametry lasera wplywajg réwniez na temperature
materiatlu wokot obszaru oddziatywania wigzki promieniowania i na szybkos¢ rozproszenia
energii doprowadzonej do powierzchni. Optymalizacja tych parametrow w znacznym stopniu
wptywa na jakos¢ uzyskiwanych wynikéw. Natomiast aby wizualizacja rozmieszczenia
pierwiastkow jak najwierniej odwzorowywata ich rzeczywistg zawartos¢ w prébce statej,
przygotowanie i analiza wzorcow do przygotowania krzywej kalibracyjnej musi byc¢
przeprowadzona starannie, z uwzglednieniem charakteru, struktury i skfadu probeki.
Niewatpliwie LA-ICP-MS jest metodg analityczng, ktéra moze by¢ z powodzeniem
zastosowana do wielopierwiastkowej analizy ilosciowej probek statych bez potrzeby ich
wczesniejszego przygotowania, jednak nalezy wczesniej starannie dobrac/przygotowac
material wzorcowy, zadbaé o kompensacje interferencji spektralnych oraz przeprowadzic¢
optymalizacje parametrow pracy lasera w zaleznosci od charakteru badanej probki. Ten
sposob analizy probek statych stat sie bardzo uzyteczny w takich dziedzinach jak:
kryminalistyka, geologia, archeometria czy materiatoznawstwo [Gratuze i in. 2001; Falcone i
in. 2006; Regnery i in. 2010; Resano i in. 2010; Szynkowska M i in. 2010; Wagner i in. 2012].
Zauwazajgc luke w swiatowe;j literaturze, w swoich badaniach zajetam sie badaniem in situ
pierwiastkow w tkankach miekkich i twardych metodg LA-ICP-MS.



Zatgcznik nr 3: Autoreferat

HIPOTEZY BADAWCZE ROZPRAWY HABILITACYJNEJ

Celem podjecia niniejszych badan, zebranych jako jednotematyczne osiggniecie
naukowe H1 — H7 w ramach rozprawy habilitacyjnej, byto badanie in situ pierwiastkéw w
prébkach statych tkanek migkkich (rosliny, prébki kliniczne) i twardych (zeby, piéra) metodg
LA-ICP-MS zwracajgc szczegdlng uwage na: (i) warunki fizykochemiczne procesu ablacji; (ii)
wzorcowanie uktadu pomiarowego LA-ICP-MS; (iii) przygotowanie nowych procedur
analitycznych; (iv) wprowadzenie zasad metrologii do prowadzonych pomiaréw poprzez
wyznaczenie parametrow walidacyjnych metody oraz zapewnienie spdéjnosci pomiarowej
wyniku pomiaru; (v) praktyczne zastosowanie opracowanych procedur pomiarowych do
analizy in situ pierwiastkbw w probkach rzeczywistych w realizowanych badaniach
interdyscyplinarnych z dziedziny biologii, biochemii, medycyny oraz stomatologii.

1. Analiza in vivo tkanek miekkich:
a) probki biologiczne — tkanki roslinne

Wiele badahn dostarcza informacji o zawartosci pierwiastkow w poszczegoéinych
czesciach roslin po ich wczeéniejszej mineralizacji i nastepnie oznaczaniu metodami takimi
jak AAS, ICP-OES Ilub ICP-MS. Znacznie mniej wiadomo na temat rozmieszczenia
pierwiastkow w réznych komaorkach i tkankach roslin, zwtaszcza in vivo. Ablacja laserowa z
detekcjg ICP-MS jest doskonatym sposobem bezposredniego oznaczania in vivo
rozmieszczenia pierwiastkow w tkankach roslin. W zaleznosci od celu prowadzonych badan
a przede wszystkim od materiatu jaki poddajemy analizie nalezy starannie dobra¢ warunki
pomiarowe. Optymalizacja uktadu do ablacji laserowej polega na doborze nastepujgcych
parametrow: i) sposob prowadzenia ablacji, ktory jest determinowany przez cel analizy; ii)
czestotliwos¢ impulséw; iii) energia wigzki lasera; iv) szeroko$¢ wigzki promieniowania; v)
czas trwania procesu ablacji. W toku prowadzonych analiz optymalizacja uktadu
pomiarowego zawsze odbywata sie w dwdch krokach. W pierwszym sprawdzano warunki
pomiarowe urzadzenia wedtug zalecen producenta urzadzenia pomiarowego. Drugi krok
procedury doboru warunkéw fizykochemicznych pomiaru byt Scisle zwigzany z analizowang
prébka i z celem analizy a odbywat sie na drodze eksperymentalnej. W przypadku analizy
tkanek miekkich roslin optymalizacja dziatania wigzki laserowej na powierzchnie prébki jest
niezwykle wazna ze wzgledu na specyfike materiatu (delikatno$¢). W pracy H1 opisano
eksperymentalne podejscie do optymalizacji wigzki laserowej stosujgc metode jednej
zmiennej. Optymalizujgc poszczegdlne parametry pracy lasera rejestrowano intensywnosé
sygnatu analitycznego wegla ("°C) podczas analizy nasady blaszki lisciowej probki
rzeczywistej grochu po jej 96h hodowli. Ta czes¢ rosliny jest najbardziej delikatna i wrazliwa
na dziatanie wigzki lasera, dlatego zostata wybrana do ustalenia parametrow analizy roslin
metodg LA-ICP-MS [Hoffmann i in. 2000]. Gtéwnym celem analizy ro$lin grochu byto
poznanie szlaku migracji Pb z korzenia do pedu. Badania byty prowadzone we wspotpracy z
dr Anetg Piechalak i prof. Barbarg Tomaszewskg z Zakfadu Biochemii Wydziat Biologii UAM.
Materiat badawczy stanowity ro$liny grochu (Pisum sativum L., odmiana Kwestor), ktére
przez biologow traktowane sg jako rosliny modelowe. Siewki grochu hodowano
hydroponicznie w fitotronach w kontrolowanych warunkach wilgotnosci, temperatury i
naswietlenia [Piechalak i in. 2002, 2003]. Do pomiaréw metodg LA-ICP-MS wykorzystano
rosliny grochu traktowane przez 96h 0,5 mM roztwérem Pb(NQOj), oraz rosliny bez czynnika
stresowego, ktére traktowano jako probke kontrolng. Bezposrednio przed badaniem rosliny
grochu podzielono wedtug schematu przedstawionego na rys. 2. Analizie in vivo poddano
kolejno: (1) merystem wierzchotkowy korzenia okryty czapeczka, (2) przekrdj poprzeczny
przez strefe wtosnikowg korzenia, (3) przekrdj poprzeczny przez todyge, (4) blaszke liscia. W
celu zbadania todygi i strefy wtosnikowej korzenia, z tych miejsc w roslinie wycieto ok. 3 mm
segmenty, ktére poddano analizie w przekroju poprzecznym.
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blaszka liscia
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Rysunek 2. Schemat miejsc pobierania materiatu badawczego z siewki grochu do analizy metodg LA-ICP-MS.

Analizy roslin grochu przedstawione w pracy H1 byty prowadzone w celu poznania szlaku
migracji Pb w roslinach. Zastosowanie metody LA-ICP-MS w badaniach roslin grochu
traktowanych przez 96 godzin 0,5 mM Pb(NO;), umozliwito doktadng lokalizacje Pb w
tkankach ro$linnych. Dzieki zastosowaniu ablacji laserowej szczegotowo zbadano migracije i
akumulacje pobranego Pb, a takze okreslono poziom Pb przetransportowanego do czesci
nadziemnych roslin. Réznice w ilosci zakumulowanego Pb w wybranych czesciach rosliny
grochu wyrazono jako intensywnos¢ sygnatu dla oznaczanego pierwiastka. Przeprowadzone
badania pokazaty, ze ponad 90% pobranego przez groch Pb jest akumulowane w tkankach
korzenia, natomiast zaledwie kilka procent zostato zdeponowane w czesciach nadziemnych
(niecaty 1% w lisciach). Dzieki zastosowaniu ablacji laserowej z czutym uktadem detekcji,
ICP-MS mozliwe byto wskazanie doktadnych miejsc kumulacji Pb w tkankach grochu, miedzy
innymi wykazano/potwierdzono efektywnos¢ dziatania czapeczki korzenia (wierzchotek
korzenia zbudowany z tkanki merystematycznej) jako bariery ochronnej przed wnikaniem Pb.
Na Rysunku 3 przedstawiono intensywnos¢ sygnatu analitycznego dla Pb oraz dla wzorca
wewnetrznego wegla C, w tle zaprezentowano zdjecie merystemu wierzchotkowego
korzenia grochu chronionego przez komérki tworzgce czapeczke korzenia.
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Rysunek 3. Profil akumulacji otowiu w przekroju podtuznym wierzchotka korzenia (czapeczki, strefy
merystematycznej i podziatdw komoérkowych korzenia). <->Strzatkg zaznaczono komorki czapeczki korzenia,
ktére chronig komoérki merystematyczne korzenia przed wnikaniem Pb do tkanek rosliny, jako tto wykresu
przedstawiono wierzchotek korzenia wraz z sladem po ablacji laserowej (H1).
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Bardzo niska intensywnos¢ sygnatu Pb w obrebie wierzchotka korzenia grochu
potwierdzita efektywnos$¢ czapeczki jako bariery ochronnej przed wnikaniem Pb. W
wiekszosci prezentowanych do tej pory prac poziom Pb w poszczegolnych tkankach roslin
byt okreslany przy uzyciu technik histochemicznych [Seregin 2005]. Zaproponowana
procedura analityczna moze byé pomocna w okresleniu zdolnosci roslin do pobierania,
transportu i akumulowania pierwiastkow w swoich tkankach. Badania byly finansowane z
grantu KBN 1 TO9D 057 30, w ktorym bytam wykonawca.

Wahania w zawartosci mikro- i makropierwiastkéw, obserwowane w czasie adaptacji
do warunkow stresowych, czyli dziatanie pierwiastkow toksycznych m.in. Cd i Pb oraz w
wyzszych ilosciach Cu i Zn, mogg znaczgco wptywac na rozwdj roslin. Dlatego oznaczanie in
vivo miejsc kumulacji i migracji pierwiastkbw w badanych roslinach staje sie istotnym
elementem badan. Jednak ze wzgledu na ziozony charakter fizykochemiczny ablacji
laserowej zastosowanie tej metody do bezposredniej analizy ilosciowej pierwiastkéw w
statych probkach rodlin wigze sie z przeprowadzeniem ztozonego wzorcowania uktadu
pomiarowego. W metodzie LA-ICP-MS kalibracja jest trudniejsza niz w metodach opartych
na wykorzystaniu roztworow wodnych. Znaczgce trudnosci sg spowodowane miedzy innymi
potencjalng niezgodnoscig matrycy wzorca i probki oraz zmianami masy odparowywane;j
probki. Trudnosci te wymuszajg miedzy innymi dobér odpowiednich wzorcow wewnetrznych
w prowadzonych analizach oraz poszukiwania nowych strategii kalibracji.

Celem dalszych badan tkanek miekkich roslin, ktére podjeto w pracach H4 i H5 byto
ilosciowe zobrazowanie rozmieszczenia i akumulacji Cd, Cu, Pb i Zn w przekroju
poprzecznym korzeni i todyg grochu. Siewki grochu podobnie jak w badaniach opisanych w
pracy H1 byty hodowane hydroponicznie na pozywce Hoaglanda przez 96 godzin. Po tym
czasie rosliny przeniesiono do 100-krotnie rozcienczonej pozywki Hoaglanda, do ktorej
dodano roztwor o stezeniu 50 uM pierwiastkéw w postaci soli: Pb(NO3),, CuSO,4, CdCl,,
ZnS0O,. Materiat roslinny do analiz metodg LA-ICP-MS przygotowano dwiema metodami: i)
3mm segmenty korzenia i fodygi zostaly wyciete z roslin i poddane w przekroju poprzecznym
analizie in vivo metodg LA-ICP-MS; ii) korzenie i todygi zostaty wysuszone, zmielone,
przesiane i podzielona na rowne porcje o masie 200 mg i sprasowane pod cisnieniem w
tabletki o Srednicy 12 mm i grubosci 2 mm. Jednym z najwazniejszych aspektéw pracy H4
byto przygotowanie procedury analitycznej oznaczania Pb, Cd, Zn i Cu w réznych czesciach
roslin. Analiza ilosciowa metodg LA-ICP-MS wigze sie z opracowaniem wiasciwej strategii
wzorcowania, ze wzgledu na brak komercyjnie dostepnych wzorcow statych, ktére
spetniatyby warunki do zastosowania w analizie in vivo ro$lin [Hare i in. 2012]. W celu
opracowania procedury analitycznej oznaczania pierwiastkéw $ladowych, takich jak Cd, Cu,
Pb i Zn w tkankach roslin metodg LA-ICP-MS przeprowadzono serie eksperymentow
zwigzanych z poréwnaniem trzech strategii kalibracji szczegdtowo opisanych w
manuskrypcie H4. Pierwsza strategia kalibracji opierata sie na certyfikowanych materiatach
odniesienia roslin (CRM, ang. certified reference material) (IC-INCT-OBTL-5 Oriental Basma
Tobacco Leaves (IChTJ, Polska) i NIST SRM 1515 Apple Leaves (USA)), ktére po
sprasowaniu zastosowano do przygotowania dwupunktowej krzywej kalibracyjnej. Druga
strategia kalibracji to metoda dodatku wzorca. Wzorce state przygotowano poprzez
sprasowanie certyfikowanego materiatu odniesienia NIST SRM 1515 Apple Leaves o masie
200mg, ktére wzbogacono odpowiednig objetoscig roztworu wzorcowego Cd, Cu, Pb i Zn o
wzrastajgcych stezeniach tak aby korncowe zawartosci wynosity 1, 5, 50 i 100 pg/g dla Cd,
Cu, Pb i 10, 50, 100, 500 pg/g dla Zn. Do jednej czesci odwazonej probki zostata dodana
woda destylowana i postuzyta jako probka $lepa. Tak przygotowane probki wysuszono i
zhomogenizowano w mtynie agatowym (SPEX SamplePrep LLC, New Jersey) przez 5 min.
Nastepnie probki skompresowano w tabletki za pomocg prasy hydraulicznej (Pye Unicam,
England). Konstrukcja trzeciej strategii kalibracji polegata na przygotowaniu wzorcéw statych
dopasowanych matrycowo do analizowanych préobek. Rosliny grochu (Pisum sativum L.)
wyhodowano w kontrolowanych warunkach. Nastepnie materiat roslinny wysuszono,
zmielono, przesiano oraz podzielono na odwazki o masie 200mg. Dalsze postepowanie byto
podobne jak w przypadku Strategii Il. Korncowe zawartosci przygotowanych wzorcéw byty w
zakresie 1-100 ug/g dla Cd, Cu, Pb i 10-500 ug/g dla Zn. W pracy H4 duzo uwagi
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poswiecono na dobdér odpowiedniego wzorca wewnetrznego. Powszechnym i niepozgdanym
Zjawiskiem podczas ablacji laserowej jest frakcjonowanie, czyli niestechiometryczne
przeprowadzenie pierwiastkow z probki statej do plazmy [Becker i in. 2007; Koch i in. 2008;
Garcia i in. 2009]. W celu zminimalizowania tego zjawiska czesto stosuje sie korekcje
sygnatu analitu w oparciu o sygnat wzorca wewnetrznego. Dlatego wzorzec wewnetrzny
powinien zachowywaé sie podobnie do oznaczanego analitu podczas procesu ablacji oraz
po wprowadzeniu do plazmy, a takze byé homogenicznie rozmieszczony w probce. Dla
prébek statych wzorcem wewnetrznym jest najczesciej substancja naturalnie w nich
wystepujaca, w stosunkowo duzej ilosci. W przypadku analizy prébek biologicznych w tym
prébek roslinnych najczesciej stosowanym wzorcem wewnetrznym jest izotop wegla *C [H1,
Hoffman i in. 2000, Becker i in. 2008, Wu i in. 2009]. Jednak badania fizykochemiczne
procesu ablacji laserowej pokazuja, ze =zastosowanie izotopu wegla jako wzorca
wewnetrznego moze byé obarczone duzym btedem, z powodu bliskoéci masy "°C z szeroko
rozpowszechnionym izotopem azotu o masie "*N a takze z powodu duzego rozpraszania sie
(strat) wegla podczas ablacji laserowej probek o bogatych matrycach weglowych.
Dodatkowo podczas analizy metodg LA-ICP-MS prébek, ktérych matryca zawiera wegiel
dochodzi do powstania dwoch oddzielnych faz: fazy gazowej zawierajgcej wegiel, CCGS
(ang. carbon-containing gaseous species) oraz czastek statych zawierajgcych wegiel, CCP
(ang. carbon-containing particle). Zachowanie tych dwoch faz w plazmie jest odmienne,
CCGS ulega atomizacji i jonizacji, z kolei CCP ulega dodatkowo odparowaniu, czego
skutkiem jest dominacja intensywnosci sygnatu wegla pochodzgcego z CCGS [Frick and
Gunther 2012]. Pomimo wielu przeciwskazan do stosowania wegla jako wzorca
wewnetrznego wykazano, ze jezeli sygnat analityczny pochodzacy od probki stanowi co
najmniej 6% catkowitego sygnatu wegla, wegiel moze byé zastosowany jako wzorzec
wewnetrzny w analizie tkanek miekkich [Austin i in. 2011]. Wybdr odpowiedniego wzorca
wewnetrznego w analizie prébek biologicznych (roslin) jest ograniczona ze wzgledu na
trudnosci w wyborze naturalnie wystepujacych pierwiastkédw w matrycy prébki. Zawartosc i
rozmieszczenie pierwiastkédw w probkach biologicznych jest rozna w réznych tkankach, a w
przypadku roslin jest zalezna gtownie od czynnikow Srodowiskowych, takich jak swiatto
stoneczne, temperatura czy dostepnos¢ mikroelementow. W manuskrypcie H4 po raz
pierwszy w literaturze zaproponowano izotop siarki **S jako wzorzec wewnetrzny w analizie
roslin. Siarka jest pierwiastkiem roéwnomiernie rozmieszczonym w roslinach i jej
rozmieszczenie nie ulega wptywom Srodowiska zewnetrznego. W pracy H4 przeprowadzono
analizy, w ktorych porownywano zachowanie siarki jako proponowanego wzorca
wewnetrznego i wegla jako najczesciej stosowanego wzorca wewnetrznego. Precyzja
pomiaru uzyskana dla **S jako wzorca wewnetrznego byta od 0,5% do 2,5% lepsza niz w
przypadku stosowania '*C jako wzorca wewnetrznego, co przedstawiono na Rysunku 4.
Analiza in vivo ro$lin zwigzana jest z analizg probek statych, ktére zawierajg wode.
Wczes$niejsze badania pokazujg, ze wzorzec **S podobnie jak "°C jest zalezny od zawartosci
wody w analizowanej probce i moze przechodzi¢ do fazy gazowej podczas ablacji [Frick and
Gunther 2012].
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Rysunek 4. Precyzja pomiaru wybranych pierwiastkéw w zaleznosci od zastosowanego wzorca wewnetrznego w
przygotowanej probce NIST SRM 1515 Apple Leaves (n = 5) (H4).
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Dlatego przed przystgpieniem do analizy roslin in vivo, zbadano wplyw wody na
intensywnos¢ jondw badanych pierwiastkow podczas analizy metodg LA-ICP-MS. Analizie
poddano probki materiatu roslinnego (NIST SRM 1515), ktore réznity sie zawartoscig wody.
Uzyskane wyniki przedstawiono na Rysunku 5.
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Rysunek 5. Zalezno$¢ natezenia sygnatéw analitycznych s | BC w zaleznosci od zawartosci wody
w przygotowanej probce materiatu roslinnego (Apple Leaves NIST SRM 1515 (n = 3) (H4).

Przygotowane strategie kalibracji porownano wyznaczajgc wzgledny wspoétczynnik czutosci,
RSF (ang. relative sensitivity fakctor) (Rysunek 6). Dzieki uzyskanym wynikom
zweryfikowano réznice w tworzeniu jondw, transporcie oraz oznaczaniu Cd, Cu, Pb i Zn w
probkach roslin metodg LA-ICP-MS. Do poréwnan oprécz izotopéw S i °*C jako badanych
wzorcow wewnetrznych dodano réwniez izotop *Mg. Magnez jest opisywany w literaturze
jako pierwiastek, ktory nie ulega frakcjonowaniu podczas procesu ablacji, dzieki czemu
mozliwa byta kontrola ewentualnych efektéw frakcjonowania.
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Rysunek 6. Wzgledny wspodtczynnik czutosci dla Cd, Cu, Pb i Zn w zaleznosci od stosowanej strategii kalibrac;ji i
wzorca wewnetrznego (H4).

Z trzech poréwnywanych w manuskrypcie H4 strategii kalibracji do oznaczania Cd, Cu, Pb i
Zn w tkankach ros$lin wybrano metode dodatku wzorca (strategia Il) oraz dodatkowo izotop
3 jak wzorzec wewnetrzny. Wybrana krzywa kalibracyjna charakteryzowata sie najlepszymi
wspotczynnikami korelacji dla Cd, Pb, Zn R=0.999 i dla Cu R=0.99. Dodatkowo stosujgc
strategie kalibracji Il a jako wzorzec wewnetrzny izotop siarki **S uzyskano RSF bliski 1.
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Siarka ma wiasciwe cechy wzorca wewnetrznego takie jak: mozliwo$¢ zastosowania do
konkretnej metody, brak dodatkowych reakcji z innymi sktadnikami oznaczanej probki,
réwnomierne rozmieszczenie w badanej probce. W pracy H4 udowodniono, ze moze by¢
ona stosowana jako wzorzec wewnetrzny w badaniu tkanek miekkich roslin. Doktadnosc¢
opracowanej procedury pomiarowej sprawdzono przy uzyciu certyfikowanego materiatu
odniesienia NIST SRM 1570a Trace Elements in Spinach Leaves. Wyznaczone parametry
walidacyjne procedury analitycznej oznaczania Cd, Cu, Pb i Zn metodg LA-ICP-MS zebrano
w Tabeli 1.

Tabela 1. Parametry walidacyjne oznaczania Cd, Cu, Pb i Zn metodg LA-ICP-MS (n=10) (H4).

Validation parameters of the analytical procedure

Single laboratory Within-laboratory
Element precision (CV) reproducibility
Concentration range Relative LOD LOQ Short-term Long-term
(no/9) standard (no/9) (ng/g) variability variability
deviation (%) (%) (%)
Cd 1-100 1.2 0.06 0.20 1.8 3.5
Cu 1-100 2.7 0.10 0.33 2.9 3.6
Pb 1-100 1.7 0.05 0.17 1.7 2.9
Zn 10-500 2.3 0.25 0.83 3.2 5.3

Opracowang i opisang w manuskrypcie H4 procedure analityczng ilosciowego
oznaczania in vivo pierwiastkbw w tkankach miekkich roslin zastosowano do zobrazowania
rozmieszczenia i kumulacji pierwiastkdw w tkankach korzenia i todygi grochu w przekroju
poprzecznym metodg LA-ICP-MS. Zdolno$¢ roslin grochu do kumulowania i transportu
pierwiastkow takich jak Cd, Cu, Pb i Zn z korzenia do todygi przedstawiono na Rysunku 7.
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Rysunek 7. Zobrazowanie ilosciowego rozmieszczenia Cd, Cu, Pb i Zn w tkankach: (a) korzenia i (b) todygi
rosliny grochu Pisum sativum L. metodg LA-ICP-MS (H4).

Badania wskazujg, ze korzenie grochu zgromadzity okoto dwukrotnie wigkszg ilo§¢ Cu oraz
Zn w zewnetrznych czeéciach rodliny - epiderma i egzoderma - niz w wewnetrznych —
miekisz kory, endoderma i tkanki naczyniowe. Zawartos¢ Cd byta poréwnywalna we
wszystkich analizowanych tkankach, co tym samym potwierdza jego wysokg mobilnos¢.
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Stosunkowo wysoka zawartos¢ Pb zostata oznaczona w warstwie epidermy i egzodermy,
niewielkie ilosci Pb zostaly przetransportowane do endodermy i dalej do ksylemu a tylko
nieznaczna jego ilosc jest transportowana do czesci nadziemnych roslin. W tkankach fodyg
Pb jest obecny tylko na powierzchni, jego niska zawartos¢ w tkankach naczyniowych
wskazuje na ograniczony transport z korzenia do todygi. Endoderma niewatpliwie ogranicza
transport Pb w roslinach, ale pozwala na migracje Cd, Cu i Zn. Najwyzsze sygnaty
analityczne dla tych pierwiastkow zostaty zarejestrowane w tkankach naczyniowych. Dane
literaturowe potwierdzajg uzyskane wyniki badan [Baratkiewicz i in. 2009]. W dostepnych
pracach wykazano, ze Pb wigze sie z duzymi kompleksami biatkowymi o masie 50kDa,
przez co jest mniej mobilny niz Cd, ktory tworzy kompleksy biatkowe o masie okoto 10kDa.
Pierwiastki fizjologicznie potrzebne dla roslin takie jak Cu i Zn byly obecne réwniez w innych
tkankach todygi, gdzie zawartos¢ Cd byt znikoma.

W ostatnich latach dokonano znacznego postepu naukowego w zrozumieniu
mechanizmow fizjologicznych podstawowego wychwytu i transportu pierwiastkédw w
roslinach [Yang i in. 2005; Kopittke i in. 2009; Donner i in. 2012]. Udowodniono, ze duza
cze$¢ pierwiastkbw po pobraniu przez rosliny jest gromadzona w korzeniach. Czesé
pierwiastkow jest transportowana z korzeni do pedéw przez ksylem [H1; H4; H5; Metzner i
in., 2010; Sokotowska i in., 2012; Kutrowska i in., 2014]. W komdrkach roslinnych pierwiastki
mogg wigzac¢ sie z aminokwasami, peptydami, biatkami, kwasami organicznymi i czesto
osadzanymi w wakuolach i Scianach komérkowych [Kutrowska i in. 2014]. Wiele badan
dostarcza informacji na zawartosci pierwiastkow w poszczegdlnych czesciach roslin po ich
wczesniejszej mineralizacji i nastepnie oznaczaniu metodami takimi jak AAS, ICP-OES lub
ICP-MS. Znacznie mniej wiadomo na temat rozmieszczenia pierwiastkbw w réznych
komérkach i tkankach roslin, zwlaszcza in vivo. Ablacja laserowa potgczona z ICP-MS jest
doskonatym sposobem bezposredniego oznaczania in vivo rozmieszczenia pierwiastkow w
tkankach roslin. W badaniach przedstawionych w pracach H4 i H5 zastosowano ablacje
laserowg do okres$lenia zawarto$ci Cd, Cu, Pb i Zn w poszczegdlnych tkankach rosliny
modelowe] jakg jest groch oraz okreslenia ich drogi transportu. Do o0znaczenia
rozmieszczenia Cd, Cu, Pb i Zn metodg LA-ICP-MS w tkankach korzenia roslin grochu
zastosowano procedure analityczng opracowang i zwalidowang w pracy H4. Sposréd
czterech oznaczanych pierwiastkéw, Cu i Zn sg niezbedne do prawidtowego wzrostu i
rozwoju roslin, natomiast Cd i Pb sg dla nich pierwiastkami toksycznymi. Jony pierwiastkow
wnikajg do roslin gtdéwnie przez korzenie, ktére sg pierwszg barierg ochronng roslin. Znaczna
czesc¢ pierwiastkdw jest wigzana w scianie komorkowej korzenia tworzgc nierozpuszczalne
osady. Cze$¢ jondéw pierwiastkdw przechodzi do apoplastycznej czesci korzeni (jest
rozproszona pasywnie, az do nastepnej bariery w postaci endodermy), a mniejsza czesé
jonéw pierwiastkdw jest transportowana symplastycznie do pedu [Ke i in. 2007; Krzestowska
i in. 2011]. W naszych badaniach (H5) stwierdzono, ze zewnetrzne czesci korzeni grochu,
takie jak naskorek i egzoderma, gromadzg okoto dwa razy wiecej Cu i Zn w poréwnaniu z
obszarem wewnetrznym korzeni (migzsz kory, endoderma i tkanki naczyniowe). Stosunkowo
duza mobilno$¢ Cd, ktéry tworzy kompleksy biatkowe o masie ponizej 10kDa, zostata
potwierdzona przez jego réwnomierny rozktad we wszystkich warstwach analizowanej tkanki.
Natomiast najwieksze ilosci Pb oznaczono w epidermie i egzodermie. Warstwa endodermy
zgromadzita stosunkowo mniejszg iloS¢ Pb ograniczajgc jego transport do tkanki
naczyniowej. Nie stwierdzono gromadzenia sie Cu w warstwie endodermy, ktoéra jest
pierwiastkiem istotnym dla rozwoju roslin. Obserwacje przedstawione w pracy H5
potwierdzajg, ze endoderma ogranicza translokacje Pb w roslinach, chociaz umozliwia
przemieszczanie Cd, Cu, Zn. Aby potwierdzi¢, wyniki uzyskane przy uzyciu metodg LA-ICP-
MS przeprowadzono dodatkowe analizy metodg ICP-MS. Probki korzeni roslin hodowanych
w pozywce wzbogaconej oraz prébki korzeni roslin kontrolnych wysuszono, zwazono i
zmineralizowano. Uzyskane wyniki (Rysunek 7) dla metody LA-ICP-MS oraz ICP-MS byty
porownywalne w granicach btedu statystycznego.
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Rysunek 7. Poréwnanie zawartosci Cd, Cu, Pb i Zn w korzeniach i fodygach roslin oznaczone metodg ICP-MS
i metodg LA-ICP-MS (n = 5) (H4).

W celu potwierdzenia wynikow analiz uzyskanych metodg LA-ICP-MS na temat wychwytu i
translokacji pierwiastkbw w roslinach oraz wskazania doktadnej lokalizacji metali w
ultrastrukturze komoérkowej wykonano analizy technikg mikroskopii elektronowej z
przystawkg do mikroanalizy rentgenowskiej (EDX). Analizy metodg EDX przeprowadzono w
Laboratorium Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN w Warszawie. Uzyskane obrazy po mikroanalizie rentgenowskiej przekrojéw
korzeniowych strefy merystematycznej roslin traktowanych Pb, Cu, Cd i Zn przez 72 h
wykazaty, ze komorki ulegty zniszczeniu w poréwnaniu z komérkami roslin kontrolnych. Na
widmach promieniowania elektromagnetycznego oraz na obrazach elektronowo-
mikroskopowych (Rysunek 8) obserwowaliSmy ztogi metali w Scianie komorkowej, btonie
komodrkowej, wakuolach, cytoplazmie i organellach, takich jak: mitochondria i peroksysomy.
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Rysunek 8. Widma promieniowania elektromagnetycznego (A) uzyskanego z analizy miejsc w komorkach
korzeni grochu hodowanego w obecnosci metali: Pb, Cu, Cd i Zn (B) obrazy wykonane metodg mikroskopii
elektronowej z przystawkg do mikroanalizy rentgenowskiej (EDX) (strzatkami zaznaczono miejsca kumulagiji
oznaczanych metali) (H5).
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Adsorpcja pierwiastkdw sladowych w scianach komdrkowych jest jednym z mechanizméw
obronnych roslin, przeciwko toksycznemu dziataniu pierwiastkbw co obserwowalismy
réwniez podczas analizy metodg LA-ICP-MS (H4, H5). Prowadzone badania pokazuja, ze
konsekwencjg dziatania nadmiaru pierwiastkbw na rosline jest wystepowanie stresu
oksydacyjnego, przejawiajgcego sie wzmozong produkcjg reaktywnych form tlenu, RFT (ang.
reactive oxigen species) takich jak: anionorodnik ponadtlenkowy (O,"), nadtlenek wodoru
(H20,), rodnik hydroksylowy (OH®) oraz powstawanie fitochelatyn [Pote¢-Pawlak i in. 2007;
Baratkiewicz i in. 2008; Baratkiewicz i in. 2009; Matecka i in. 2012]. W pracy H5, w celu
Zlokalizowania miejsc generowania RFT w obrebie komérek roslin grochu hodowanych z
dodatkiem oznaczanych pierwiastkow (Cd, Cu, Pb, Zn), przeprowadzono analizy z
wykorzystaniem techniki mikroskopii konfokalnej. Badania wykonata dr Arleta Matecka z
Zaktadu Biochemii i Biotechnologii UAM. W celu wykrycia RFT w komérkach roslinnych
stosowano inkubacje tkanek korzeni grochu ze znacznikami fluorescencyjnymi, takimi jak:
2'7'-dichlorofluoresceina i dihydroetydium. W czasie analizy zaobserwowano zwigkszone
wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego O,* i nadtlenku wodoru H,O, w komodrkach
korzeni grochu. Anionorodnik O, i H,O, byly widoczne gtéwnie w epidermie, korze
pierwotnej i w endodermie (Rysunek 9), co potwierdza, Zze sg to tkanki korzeniowe
odpowiedzialne za gromadzenie pierwiastkéw sladowych przenikajgcych do korzeni.

A B C D E

Rysunek 9. Wykrywanie in situ anionorodnika ponadtlenkowego O2* (u géry) i nadtlenku wodoru (u dotu)
technikg mikroskopii konfokalnej z wykorzystaniem znacznikéw fluoroscencyjnych w przekrojach poprzecznych
korzeni grochu roslin kontrolnych (A,B) oraz traktowanych metalami Pb, Cu, Cd and Zn o stezeniu 50 ymol przez
24 godziny. W gérnym rzedzie znacznikiem fluorescencyjnym byta dihydroetydyna (B) Pb(NO3), (C) CuSO4 (D)
CdCl; (E) ZnSO4 w dolnym rzedzie znacznikiem fluorescencyjnym byta 2’,7’ dichlorofluorosceina (G) Pb(NOs3)2
(H) CuSO04 (1) CdCl2 (J) ZnSO4 (H5).

Prawie rownomierne rozmieszczenie Cd, jak wykazaty analizy metodg LA-ICP-MS, zostato
potwierdzone intensywng fluorescencjg dla prébek korzeni grochu inkubowanych jonami Cd.
W mniejszym stopniu intensywna fluorescencja obserwowana byta dla roslin inkubowanych
jonami Cu, podczas gdy RFT w przypadku roslin wystawionych na dziatanie odpowiednio Pb
i Zn byty zlokalizowane w Scisle okreslonych strefach korzenia (epiderma i endoderma)
grochu. Wynikiem badan przeprowadzonych w pracy H5 byto poznanie ilo$ciowego
rozmieszczenia pierwiastkow (Cu, Zn, Cd, Pb) w tkankach korzeni grochu metodg LA-ICP-
MS i EDX, na poziomie tkanek i organelli komérkowych w odniesieniu do negatywnego
wptywu tych pierwiastkdw, co potwierdzono oznaczajgc RFT technikg mikroskopii
konfokalne;j.

16



Zatgcznik nr 3: Autoreferat

b) Probki medyczne

Ablacja laserowa to doskonate narzedzie w analizie prébek medycznych ze wzgledu
na zwykle niewielkg ilos¢ materialu wymagang do badan oraz fakt, ze w wiekszosci
przypadkéw jedynie niewielkie ilosci materiatu dostepne sg do analiz. Ablacja laserowa z
detekcjg ICP-MS znalazta zastosowanie w bezposredniej analizie tkanek migkkich takich jak
tetnice i zyly oraz btona Sluzowa, co zostato opisane w manuskryptach odpowiednio H2 i H6.

- tetnice i zyly

Z fizjologicznego punktu widzenia wyr6znic mozna dwie grupy pierwiastkow: (i)
niezbedne do przebiegu proceséw metabolicznych i zyciowych (tj. Ca, Cu, Mn, Zn, Mg, Cr);
(i) toksyczne, szkodliwe dla zdrowia (tj. Pb, As, Cd, Al, Tl). Wsrod pierwiastkéw sladowych,
istotnych dla cztowieka, Cu i Zn odgrywajg szczegolng role w ukladach biologicznych.
Zachwianie rownowagi stezen pierwiastkow Sladowych w organizmie cziowieka budzi
zainteresowanie jako mozliwy czynnik ryzyka choréb, miedzy innymi uktadu sercowo-
naczyniowego [raport WHO, 1972]. Jony Cu i Zn wchodzg w sktad metaloenzymow
umozliwiajgc ich funkcje katalityczng w reakcjach utleniania lub redukcji substratu,
hydrolityczng oraz stabilizujgcg strukture biatka enzymatycznego. Nie zostatly dotad poznane
wspotzaleznosci stezen Cu i Zn oraz metaloprotein odpowiedzialnych za ich metabolizm i
transport w surowicy krwi i $cianie tetniczej. Szczegolne znaczenie w funkcjonowaniu Sciany
naczyniowej majg rowniez gtowne makropierwiastki Ca i Mg, ktére sg niezbedne w szeregu
procesow metabolicznych i dziataniu enzymoéw [Iskra i in. 2002]. W badaniach
przedstawionych w pracy H2 skoncentrowano sie na problemie rozmieszczenia i
gromadzenia niezbednych makro i mikropierwiastkdw w $cianie tetniczej w miazdzycy tetnic,
co stanowito nowe podejscie do zagadnienia udziatu jondw metali w patogenezie choréb
naczyh. W $cianie naczyniowej odbywa sie szereg reakcji prowadzgcych do zmian
patologicznych, w tym peroksydacja lipidow, gromadzenie produktow tego procesu,
tworzenie komorek piankowatych, naciekéw lipidowych, blaszki miazdzycowej, wioknienie i
zwapnienie. W $cianie tetniczej natomiast powstajg zlogi lipidowe ulegajgce zwapnieniu w
wyniku tworzenia sie trudno rozpuszczalnych soli wapnia i magnezu, gtéwnie weglanéw i
szczawiandw. W zwigzku z tym, w wyniku okluzji i wymiany jonowej mogg pojawiaC sie
réwniez inne kationy w tym pierwiastkéw, ktore docierajg do sciany naczyniowej z krwig.

Bezposrednim celem pracy H2 byto: (i) zbadanie stezen pierwiastkéw Ca, Mg, Cu i
Zn w surowicy krwi i Scianie tetniczej w miazdzycy tetnic (AO, ang. artherosclerosis
obliterans) u ludzi; (ii) okreslenie wptywu miazdzycy tetnic konczyn dolnych na lokalizacje,
miejsce gromadzenia skfadnikbw mineralnych oraz pierwiastkéw sladowych w $cianie
tetniczej; (iii) okreslenie zaleznosci pomiedzy pierwiastkami za pomocg metod
chemometrycznych. Probki tkanek miekkich oraz prébki krwi pochodzity od dwdch grup
chorych: pierwsza grupa od ktérej pobierane byty prébki tetnic to chorzy na przewlektg
miazdzycowg niedroznosc tetnic koriczyn dolnych (PMNT), natomiast drugg grupe, od ktorej
pobierano prébki $cian zylnych, stanowili chorzy na przewlektg niewydolnosé zylng (PNZ).
Probki tkanek oraz krew zostaty pobrane przez Prof. W. Majewskiego podczas zabiegow
operacyjnych przeprowadzonych w Klinice Chirurgii Ogodlnej i Naczyn Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. W celu analizy metodg LA-ICP-MS z
probek tkanek wyodrebniono wycinki btony: wewnetrznej fac. tunica intima, srodkowej fac.
tunica media i zewnetrznej fac. tunica adventitia o powierzchni 5x5 mm oraz blaszki
miazdzycowe, ktdére umieszczono na szkietku mikroskopowym. Po przygotowaniu procedury
pomiarowej analizy prébek tkanek migkkich metodg LA-ICP-MS (H2) prébki poddano
analizie jakosciowej. Badano rozmieszczenia wybranych pierwiastkbw po stronie
zewnetrznej i po stronie wewnetrznej w scianie tetnicy aorty brzusznej (Rysunek 10).
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Rysunek 10. Rozmieszczenie Ca, Mg i Zn po stronie zewnetrznej i wewnetrznej w $cianie tetniczej aorty
brzusznej pobranej od chorych na miazdzyce tetnic. Analizy przeprowadzono metodg LA-ICP-MS (H2).

Miazdzyca tetnic rozwija sie w btonie wewnetrznej, dlatego strone zewnetrzng tetnic
analizowano w celach poréwnawczych. W S$cianie tetnicy po stronie zewnetrznej
zarejestrowano znacznie nizsze intensywnosci sygnatéw analitycznych pierwiastkow w
poréwnaniu ze strong wewnetrzng. Intensywnos¢ sygnatu analitycznego dla Ca, ktéry
odgrywa znaczgcq role w patogenezie miazdzycy zarejestrowano okoto 3-krotnie wiekszg po
stronie wewnetrznej sSciany niz po jej stronie zewnetrznej. Podobne rozmieszczenie
zaobserwowano dla Mg. Takie rozmieszczenie Ca i Mg potwierdza odktadanie sie tych
pierwiastkow w Scianie tetniczej. Ca i Mg odktadajg sie w postaci soli nieorganicznych. Ztogi
tworzagce sie w ludzkiej Scianie tetniczej zawierajg gtownie sole fosforanu wapnia oraz
weglanu magnezu [Tomazic i in. 1994]. Pierwiastki te (Ca, Mg, Zn, Cu) zostaly oznaczone
rowniez w wyodrebnionej ze Sciany blaszce miazdzycowej i tutaj intensywnos¢ sygnatu
zarowno dla Ca jak i dla Mg byta okoto 8-krotnie wyzsza niz po stronie wewnetrznej Sciany
tetnicy. W procesie biomineralizacji sciany tetniczej i blaszki miazdzycowej biorg réwniez
udziat niektére pierwiastki Sladowe. Stwierdzono, ze wyzsze stezenie Cu w blaszce
miazdzycowej w poréwnaniu ze $ciang tetniczg spowodowane jest adsorpcjg biatek
zawierajgcych Cu na powierzchni hydroksyapatytu, co moze zapobiegaé przemieszczaniu
sie Cu do sciany tetniczej. W prébkach $cian sygnat analityczny Cu byt niewykrywalny. W
przypadku czesci probek Sciany tetniczej chorych mozliwe byto wyodrebnienie widocznych
blaszek miazdzycowych od otaczajgcej je tkanki. Srednie stezenie analizowanych
pierwiastkow okazato sie znacznie wyzsze niz w otaczajgcej tkance. Najwieksze réznice
stwierdzono w przypadku Ca oraz Mg, ktorych stezenia byly wyzsze niz w tkankach.
Ciekawy jest natomiast fakt, iz w blaszce miazdzycowej zarejestrowano sygnat analityczny
pochodzacy od Pb. Mozna przypuszczaé, iz w ztogach (blaszce miazdzycowej) kumulowane
sg pierwiastki nie petnigce zadnej funkcji w organizmie cziowieka a wrecz pierwiastki
toksyczne dla organizmow zywych.

Przeprowadzono réwniez analizy ilosciowe probek klinicznych metodg ICP-OES po
ich wczesniejszej mineralizacji. Wyniki oznaczen Ca, Mg, Zn i Cu w surowicy krwi i w $cianie
tetniczej wskazujg na roéznice stezen miedzy badanymi grupami. Srednie stezenia Zn i Cu w
surowicy krwi sg wyzsze anizeli w grupie kontrolnej, natomiast stezenie Ca jest nizsze niz w
probce kontrolnej. Stezenie magnezu zaréwno w probce kontrolnej jak i w probkach surowicy
krwi byto porownywalne. Uzyskane wyniki poddano analizie chemometrycznej korzystajgc z
programu Statistica (wersja 8.0). W celu zbadania réznic w stezeniach pierwiastkdéw
pomiedzy grupg chorych na AO a zdrowg grupg uzyto metod chemometrycznych, takich jak:
analiza gtownych sktadowych (PCA) (Rysunek 11a) i wykresy sekwencyjne 3W danych
surowych (ang. discrete row data plot) (Rysunek 11b).
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Rysunek. 11a i b. Roznice w stezeniach pierwiastkow w osoczu krwi (a) i w tkankach (b) pomiedzy grupg chorych na choroby
miazdzycowe (1) a grupg kontrolng (2 lub H) przedstawione za pomocg metod chemometrycznych: (a) metoda gtéwnych
sktadowych; b) wykres danych surowych (H2).

W pracy H2 okreslono rozmieszczenia w tkankach naczyniowych Ca i Mg, istotnych w
procesie mineralizacji blaszki miazdzycowej, oraz pierwiastkéw Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Se, V,
Zn, ktoére petnig wazne role w procesach enzymatycznych. Stezenie Ca, Mg, Cu, Zn w
surowicy i $cianie tetniczej w badanych grupach oraz w réznych czesciach Sciany tetniczej w
PMNT wskazuje na przemieszczanie sie tych pierwiastkow z surowicy do sciany tetniczej i
ich gromadzenie w btonie wewnetrznej oraz blaszce miazdzycowej w przypadku jej
utworzenia.

- blona sluzowa jamy ustnej

Drugim rodzajem tkanek miekkich, ktére poddano analizie metodg LA-ICP-MS byty tkanki
btony sSluzowej jamy ustnej pobrane przed i po zabiegu implantacji. Uscislajgc badania
opisane w pracy H6 dotyczyty wptywu implantéw metalowych na bazie tytanu i jego stopu na
tkanki miekkie cztowieka. Aby uzyska¢ miarodajne dane iloSciowe, opracowano i
zwalidowano metode analityczng w oparciu o wzorce dopasowane matrycowo oraz
wykonano analize certyfikowanego materiatlu odniesienia. W pracy po raz pierwszy
zaproponowano zastosowanie wzorcéw statych dopasowanych matrycowo przygotowanych
na bazie biatka jaja kurzego jako matrycy. Opracowang procedure pomiarowg sprawdzono
przy uzyciu CRM ERM-BB422 Fish muscle. Wyznaczone parametry procedury analitycznej
oznaczania Ti, Al i V metodg LA-ICP-MS zebrano w Tabeli 2.

Tabela 2. Parametry walidacyjne procedury analitycznej oznaczania Al, Ti i V metodg LA-ICP-MS (H6).

Element
Validation par;rrgggzruorfethe analytical Strategy | Strategy Il
Al Ti Vv Al Ti Vv
Concentration range (ug g7) 10-500 10-500 4-50 1-500 1-500 1-50
Single laboratory precision — CV (%) 5.0 4.6 4.1 4.8 4.6 4.4
Within-laboratory reproducibility (%) 5.4 5.1 4.6 4.8 4.6 4.5
IDL (ug g™ 0.83 0.78 0.24 0.24 0.55 0.10
IQL (ug g™) 2.5 2.4 0.73 0.72 1.7 0.30
MDL (ug g™ 4.8 0.84  0.58 1.8 15 0.82
MQL (ug g 14 25 1.8 5.3 4.4 25
Recovery (%) 87 95 95 100 104 104
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W celu zobrazowania rozmieszczenia pierwiastkéw pochodzgcych z implantu na powierzchni
fragmentéw btony $luzowej jamy ustnej wykonane zostaty mapy zawartosci Ti, Al i V przy
uzyciu metody LA-ICP-MS. Pierwszy raz w literaturze (H6) przedstawiono wyniki ilosciowe
wskazujgce, ze analizowane pierwiastki wystepujg na powierzchni tkanek w duzych ilosciach
na bardzo matych obszarach. Odpowiedzialna za to jest obecnos¢ drobin metalicznych o
wymiarach rzedu nm i ym uwalnianych podczas zabiegu implantacji lub z implantu w wyniku
dziatania sit mechanicznych lub korozji elektrochemicznej wystepujacych podczas
uzytkowania implantu i kontaktu ze srodowiskiem jamy ustnej i ptyndw ustrojowych. Niniejsza
praca, poprzez zastosowanie techniki ablacji laserowej, pozwolita na stworzenie map
zawartosci pierwiastkow na powierzchni badanych tkanek bez koniecznosci poddawania ich
mineralizacji (Rysunek 12).

(a) Real sample (b) Control sample
Sample 1 Sample 2 Sample 3

content (ug g*) content (ug g?)
6863 24

22
20
18 EY

»

distance (mm)

n

15 20 25 10 35 40 4
distance {mm)

content (ug )
584

528
a87
- 409

distance (mm)

distance (mm) distance (mm)

distance (mm)
“

3 +
distance (mm)

v 20 28
distance (mm)

Rysunek 12. Mapy ilosciowego rozmieszczenia Ti, Al i V na powierzchni btony sluzowej jamy ustanej pobranej od
pacjentow po zabiegu implantacji stomatologicznej (a) oraz prébka kontrolna pobrana przed zabiegiem (b) (H6).

Mineralizacja jest najczesciej spotykanym sposobem przygotowania probek statych
majgcych kontakt z implantami, jednakze w jej wyniku nastepuje bezpowrotna utrata
informacji o przestrzennym rozmieszczeniu analitéw i uzyskiwana jest wylgcznie wartosé
usredniona dla catej prébki. Opisane wyniki badan pozwolity na wyciggnigcie wniosku, ze
najwiekszy wptyw na ogolng zawartos¢ pierwiastkbw w tkankach miekkich ma obecnos¢
drobin metalicznych, w przeciwienstwie do wiekszosci badah o zblizonej tematyce, ktére
zwiekszony poziom metali w tkance tlumaczg uwalnianiem jonéw w wyniku korozji
elektrochemicznej. Badania w kierunku interakcji implantéw z organizmem cztowieka sag
istotne ze wzgledu na potencjalne skutki zdrowotne dla uzytkownika implantu [Matusiewicz i
in. 2014]. Dalsze badania mogg przyczyni¢ sie do poprawy wiasciwosci mechanicznych i
biokompatybilnosci implantéw, co wptynie na poprawe jakosci zycia pacjentow.
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2) Analiza in situ tkanek twardych:
- probki medyczne (zeby) i prébki biologiczne (piéra)

Wykorzystanie ablacji laserowej stanowi bardzo efektywny sposob prowadzenia
bezposrednich pomiaréw in situ w niemal wszystkich materiatach statych. Nalezy jednak
pamietaé, ze wiarygodnos¢ wynikow uzyskanych dzieki zastosowaniu metody LA-ICP-MS
zalezy od optymalizaciji i kalibracji catego uktadu pomiarowego. W pracach H3 i H7 giéwnym
celem byto przygotowanie procedury analitycznej iloSciowego oznaczania pierwiastkéw in
situ w badanych préobkach tkanek twardych.

Ustalenie warunkéw fizykochemicznych procesu ablacji lasera jest bardzo waznym
etapem w analizie ilosciowej gdyz determinuje istotne parametry procedury pomiarowej tj.
czutosé i doktadnos$¢ pomiardéw analitycznych. Parametry lasera w pracach H3 i H7 byly
optymalizowane metodg jednej zmiennej wg. schematu zamieszczonego na Rysunku 13.
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Rysunek 13. Schemat parametrow pracy lasera poddanych optymalizacji w celu analizy tkanek twardych (H3).

W celu weryfikacji poprawnosci/jakosci prowadzonego procesu ablacji zastosowano
technike skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) do oceny ksztatftu krateru powstatego
po ablacji zarébwno po analizie wzorcow jak i prébek rzeczywistych. Przyktadowe zdjecie
krateru przedstawiono na Rysunku 14 (H3).

Rysunek 14. Zdjecia krateru po ablacji: (a) probki rzeczywistej zeba, (b) przygotowanego wzorca statego
uzyskane po zastosowaniu skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) (H3).
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Analizy ilosciowe metodg LA-ICP-MS wymagajg statych wzorcéw odniesienia potrzebnych
do sporzadzenia krzywych kalibracyjnych. Materiaty odniesienia, dostepne komercyjnie
zostaty najczesciej wytworzone z myslg o innych technikach analitycznych, dlatego ich
zastosowanie w metodzie LA-ICP-MS nie zawsze jest mozliwe ze wzgledu na brak
homogenicznosci probki albo niedopasowanie matrycy prébki. Dlatego w celu prowadzenia
analiz ilosciowych metodg LA-ICP-MS zaréwno prébek zebéw (H3) jak i probek pior (H7)
nalezato przygotowac i zwalidowaé nowe procedury analityczne oznaczania wybranych
pierwiastkobw w ww. tkankach twardych. Informacja o zawartosci pierwiastka jest scisle
zwigzana z miejscem ablacji i nie reprezentuje sktadu catej prébki. Jednakze w przypadku
tworzenia wzorcow, pozadana jest jak najwieksza homogenicznos¢ i réwnomierny rozktad
analitu. Obecnie na rynku niedostepne sg certyfikowane materiaty odniesienia przeznaczone
do analizy tkanek twardych metodg LA-ICP-MS. Konieczne jest zatem zastosowanie
alternatywnych strategii wzorcowania. Takie wzorce powinny odtwarza¢ skfad matrycy
prébki, uwzgledniajgc czynniki przeszkadzajgce, tak aby powstaty w czasie ablacji aerozol
byt jak najbardziej zblizony sktadem do aerozolu wytworzonego w czasie analizy prébki. W
literaturze mozna znalez¢ niewiele opracowanych procedur kalibracji na potrzeby analizy
pierwiastkowej tkanek twardych przy uzyciu metody LA-ICP-MS [Miliszkiewicz i in. 2015]. W
pracach tych kierowano sie przed wszystkim zasadg, aby skfad pierwiastkowy wzorcéw
odpowiadat sktadowi badanych prébek oraz aby wzorce byty homogeniczne. Niejednokrotnie
nie brano pod uwage matrycy prébki, co w przypadku analizy ilosciowej ma znaczenie
priorytetowe. W opublikowanych pracach badawczych najczesciej zwracano uwage na
jakosciowy skfad pierwiastkowy, natomiast w celu analizy iloSciowej wykonywano
mineralizacje prébki, przez co utracono wazne informacje dotyczgce rozmieszczenia
pierwiastkbw w probce statej [Ek i in. 2004; Castro i in. 2010]. Etap zwigzany z
przygotowaniem krzywej kalibracyjnej, zarobwno w przypadku analizy pierwiastkowej zebdw
(H3) jak i piér (H7), polegat na przygotowaniu krzywej kalibracyjnej przy uzyciu wzorcow
dopasowanych matrycowo (ang. ,in-house” matrix-matched solid standard). W przypadku
analizy zebdw, wzorce przygotowano z rzeczywistych probek zebow statych nie leczonych
stomatologicznie, ktére poddano zmieleniu i przesianiu. Do okreSlania wielkosci ziarna
zmielonych zebdw zastosowano dyfraktometr proszkowy, XRD (Bruker Corporation,
Niemcy), gdzie okreslono Srednig wielko$¢ otrzymanych czastek w zakresie od 1nm do
2,7nm. Wielkos¢ ziaren w przypadku analizy metodg LA-ICP-MS jest istotnym parametrem,
gdyz poprawia precyzje pomiaréw i spéjno$¢ czgstek podczas formowania granulatu bez
koniecznosci stosowania srodkow wigzgcych [H3; Arroyo i in. 2009]. Do ilosciowego
oznaczania pierwiastkéw przygotowang matryce probki (sproszkowane zeby) podzielono na
odwazki (0,2g) i wzbogacono doswiadczalnie dobranymi objetosciami roztworéw
wzorcowych (Al, Ba, Sr, La) o wzrastajgcych stezeniach, nastepnie prébki wysuszono i
sprasowano pod cisnieniem, tak otrzymane tabletki postuzyly za wzorce state. Kohcowa
zawartos¢ przygotowanych wzorcéw statych wynosita 1, 5, 50 ug/g dla Al, La oraz 1, 5, 50,
500 ug/g dla Ba, Sr. Jedna porcja prébki nie zostata wzbogacona i byta stosowana jako $lepa
prébka. Zanim przygotowane wzorce zastosowano do sporzgdzenia krzywej kalibracyjnej
przeprowadzono szereg doswiadczen sprawdzajgc ich wihasciwosci fizykochemiczne
podczas procesu ablacji. Miedzy innymi sprawdzano homogenicznos¢ przygotowanych
wzorcow, co przedstawiono na Rysunku 15. Jako wzorzec wewnetrzny wybrano izotop
wapnia *Ca, ktérego réwnomierne rozmieszczenie zostalo zarejestrowane w
przygotowanych wzorcach.
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Rysunek 15. Stabilno$¢ i homogenicznosé przygotowanych wzorcéw statych. Analizie poddano tabletke o
stezeniu 50 pg/g, szybkos¢ skanowania 50 ym/s i dtugos¢ drogi ablacyjnej 6 mm (n=5) (H3).

Tak przygotowane wzorce state postuzyty do przygotowania krzywych kalibracyjnych, ktére
przedstawiono na rysunku 16.
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Rysunek 16. Krzywe kalibracji otrzymane dla serii przygotowanych wzorcéw statych dopasowanych matrycowo.
Wzorcem wewnetrznym, zastosowany do normalizacji uzyskanych sygnatéw analitycznych byt izotop wapnia “ca
(n =5) (H3).

Przygotowang procedure analityczng zweryfikowano poprzez zastosowanie certyfikowanego
materiatu odniesienia (CRM Bone Ash 1400, NIST), ktory, podobnie jak wzorce state, przed
analizg sprasowano pod ci$nieniem. W CRM zawarto$¢ pierwiastkéw jest potwierdzona
certyfikatem a oznaczana matryca zgodna z matrycg prébki. Pozwolito to na zweryfikowanie,
czy zastosowana technika optymalizacji aparatury oraz przygotowana procedura pomiarowa
sg prawidtowe, skutkujg miarodajnymi warto$ciami pomiaréw i nadajg sie do zatozonego
celu. Stosujgc CRM wyznaczono takie parametry walidacyjne jak: LOD, LOQ, precyzje,
odzysk. Opracowang procedure analityczng zastosowano do ilosciowego zbadania
rozmieszczenia wybranych pierwiastkow w prébkach zebow statych (szkliwo, zebina). W
przygotowanych probkach zebéw oznaczano pierwiastki bedgce sktadnikami materiatéw
dentystycznych uzytych do wypetniania ubytkdw w zebach (materiaty szkto-jonomerowe i
kompozytowe). Oznaczanymi pierwiastkami byty ’Al, Sr*®, "**Ba i "La. Pierwiastki te nie
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uczestniczg w szlaku metabolicznym organizmu ludzkiego, ponadto mogg odznaczac sie
dziataniem szkodliwym lub toksycznym na organizm ludzki. W wyniku poréwnania prébek
zebdéw z wypetnieniami z probkami zeboéw z grupy kontrolnej oszacowano stopienn zmiany
zawartosci danego pierwiastka w obrebie poszczegdlnych tkanek zeba. Uzyskane wyniki
przedstawiono na przyktadzie zaprezentowanym na Rysunku 17. Analiza uzyskanych
danych metodg LA-ICP-MS pozwolita na stwierdzenie, ze w zebach leczonych
stomatologiczne ma miejsce migracja jonow pierwiastkéw wchodzgcych w sktad materiatow
dentystycznych do zebiny i dalej do szkliwa.

it
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Jaser ablation direction -

Signal intensity of Ca [cps]
Signal intensity of Ba, St [cps]

Distance [mm]

a) b)

Signal intensity of Ca, La, St [cps]
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Rysunek 17 a, b, ¢, d. Obrazowanie migracji Al, Ba, La, Sr w przekroju podiuznym zeba (a) w zaleznosci od
stosowanego wypetnienia: szkio-jonomerowym (c) i kompozytowym (d). Na rysunku (b) zaprezentowano
rozmieszczenie pierwiastkdbw w prébce kontrolnej (H3).

W pracy H7 badania skupity sie na przygotowaniu procedury oznaczania pior metodg LA-
ICP-MS. Analizie poddano pidra (dwie steréwki) pobrane od muchotéwki matej (fac. Ficedula
parva) z rzedu wroblowatych, w celu okreslenia iloSciowego rozmieszczenia pierwiastkow w
zaleznosci od koloru piéra a takze miejsca analizy (dudka, stosina, wierzchotek). W tym celu
konieczne byto opracowanie nowej procedury analitycznej ze szczegolnym uwzglednieniem
etapu kalibracji, ktory wigzat sie przede wszystkim z przygotowaniem wzorcéw
dopasowanych matrycowo oraz dobraniem odpowiedniego wzorca wewnetrznego.
Dotychczas nie opracowano procedury oznaczania pierwiastkdw w piérach metodg LA-ICP-
MS. Metoda ta zostata jedynie zastosowana do analiz jako$ciowych [Ek i in. 2004]. Badanie
eksperymentalne rozpoczeto od poszukiwania materiatu, ktéry postuzytby za matryce
wzorcow. W tym celu zastosowano odpowiednio dobrang ilosciowo mieszanine glutationu
oraz handlowo dostepnych aminokwaséw takich jak: glicyna, cysteina, leucyna i izoleucyna.
Aminokwasy budujg keratyne, ktéora w 79% stanowi gtéwny budulec piér. Przygotowang
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mieszanine poddano homogenizacji i podzielono na odwazki, ktére wzbogacono mieszaning
wielopierwiastkowych roztworéw wzorcowych takich pierwiastkow jak: Al, Ba, Ca, Cu, Mg,
Mn, Pb, Sr, Zn. Wzorce przygotowano podobnie jak w opisie podanym w pracy H3.
Zawartos¢ pierwiastkow w przygotowanych wzorcach statych miedcita sie w zakresie od 1 ug
g’ do 500 pg g”. Uzyskane wzorce zweryfikowano pod wzgledem zawarto$ci poprzez ich
mineralizacje i oznaczanie metodg SN-ICP-MS (SN, ang. solution nebulization) a takze
oznaczono ich homogeniczno$¢ i trwatos¢. Regresje krzywej kalibracyjnej wyznaczono
metodg najmniejszych kwadratéw a w celu uzyskania jak najlepszego dopasowania krzywej
uzyskane wyniki rzeczywiste poréwnano z wynikami po normalizacji. Do normalizacji
zastosowano wzorzec wewnetrzny siarki **S. Uzyskane wyniki pokazaly, ze lepsze
dopasowanie (R=0,99 i R=0,999) uzyskano dla krzywej kalibracyjnej po uwzglednieniu
normalizacji, dlatego izotop **S stosowano jako wzorzec wewnetrzny w catej analizie.
Uzyskanie miarodajnych wynikow, ktore odzwierciedlajg rzeczywistg zawartos¢ analitow w
probkach rzeczywistych jest niezwykle wazng kwestig w chemii analitycznej. Dlatego w pracy
H7, podobnie jak w pozostatych pracach, réwniez zadbano o okreslenie parametrow
walidacyjnych metody: liniowosci, granicy wykrywalnosci (LOD), granica oznaczalnosci
(LOQ), precyzji, odtwarzalnosci i doktadnosci. Spojno$¢ pomiarowa wynikéw pomiarow
zostata zapewniona i wykazana przy uzyciu certyfikowanego materiatu odniesienia wiosow
ludzkich NCS ZC 81002b (China National Analysis Center for Iron and Steel, China).
Okreslone parametry analityczne przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Parametry walidacyjne opracowanej procedury analitycznej (H7).

Validation parameter Element
of the analytical procedure g vy e, v T S wg TG 5,
Concentration range [ug g 5-500 5-500 5-500 1-50 5-500 5-500 1-50 5-500 1-50
Single laboratory precision — CV [%)] 5.0 5.2 4.6 4.1 4.8 4.6 4.4 4.5 3.6
Within-laboratory reproducibility [%6] 5.4 5.5 5.1 4.6 4.8 5.0 4.5 4.3 4.0
LOD [ug g™ 3.1 4.8 2.1 0.58 1.8 15 0.82 2.7 0.55
LOQ [ug g 9.3 14 6.3 1.8 5.3 4.4 25 5.4 1.65
Recovery [%] 91 87 95 95 100 104 104 93 96

Wiekszos¢ dostepnych danych literaturowych dotyczgcych zawartosci podstawowych
i sladowych pierwiastkow w pidrach matych ptakow dotyczy ich zawartosci po mineralizacji
[Ek i in. 2004; Adout i in. 2007; Perez-Lopez i in. 2008], gdzie traci sie znaczng czes¢
informacji. W pracy H7 zastosowano opracowang procedure oznaczania pierwiastkéw w
pidrach, co umozliwito ich zbadanie w dwdch aspektach. Z jednej strony przeprowadzono
ilosciowg analize pierwiastkowg wzdtuz piorka badajgc rozmieszczenie pierwiastkow w
zaleznosci od analizowanej czesci piérka. A z drugiej strony podjeto probe okreslenia
rozktadu pierwiastkbw w kontekscie zmian w pigmentacji pior. Parametry pracy lasera
zostaty tak dobrane i zoptymalizowane aby analiza byta prowadzona bez zatrzymywania
lasera. Rozmieszczenie pierwiastkdw przedstawiono na Rysunku 18. Nie zawsze mozliwe
byto przeprowadzenie ablacji laserowej do konca piéra, poniewaz w pewnym momencie
wigzka lasera byta wieksza niz stosina piora (<50 ym), wtedy laser byt zatrzymywany, stad
rozbieznosci pomiedzy diugoscig pidra a dtugoscig analizy.
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Rysunek 18. Rozmieszczenie pierwiastkow w stosinie pidra w zaleznosci od miejsca prowadzenia ablacji
laserowej. Na zdjeciu sterdwka pidra muchotéwki matej oraz zaznaczony kierunek ablacji laserowej (H7).
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W pracy H7, po raz pierwszy w literaturze, opisano ilosciowe rozmieszczenie pierwiastkow w
piorach metodg LA-ICP-MS. Metoda ta pozwolita na zaobserwowanie rozmieszczenia
pierwiastkbw w zaleznosci od koloru stosiny piéra i miejsca analizy, co byto dotychczas
niemozliwe przy uzyciu metod, w ktorych prébki musiaty by¢ przeprowadzone do roztworu.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze istnieje zwigzek miedzy zawartoscig pierwiastka i czescig
pidra, a takze pigmentacjg analizowanych piér. Stosujgc analizy statystyczne takie jak
uogdlnione liniowe modele mieszane, GLMM (ang. generalized linear mixed models)
sprawdzono, czy istnieje zwigzek miedzy zawartoscig pierwiastkow w pidrze a kolorem/strefg
stosiny, jednoczesnie kontrolujgc efekt zmiennosci pomiedzy  analizowanymi
probkami/osobnikami. Wszystkie otrzymane wyniki byly istotne statystycznie na poziomie
mniejszym niz 0,0001 (Rysunek 19)
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Rysunek 19. Zawartosci pierwiastkdw w zaleznosci od miejsca prowadzenia pomiaru i koloru stosiny (1-dudka, 2-
czes¢ czarna, 3-cze$¢ czarno-biata, 4-czesc¢ biata) (H7).
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Ostatecznie stwierdzono statystycznie istotny zwigzek miedzy pigmentacjg stosiny a
rozmieszczeniem pierwiastkow, ktére uwaza sie, ze biorg udziat w syntezie melaniny (Ca,
Cu, Zn). Z drugiej strony, na koncach pior oznaczono najwyzsze zawartosci toksycznych
pierwiastkow, takich jak Al, Pb i Sr, co mozna wyttumaczy¢ czasem i dynamikg wzrostu pior
oraz funkcjg melanin w detoksykacji organizmu. Metoda LA-ICP-MS stosowana w analizie
pior jest doskonatym narzedziem, ze wzgledu na mozliwos¢ analizy matych prébek o niskiej
masie. Piéra do badan zostaty pobrane przez dr hab. Piotra Zduniaka z Zaktadu Biologii i
Ekologii Ptakow Wydziatu Biologii UAM w Poznaniu oraz prof. Kiraz Erciyaz-Yavuz z
Ornithological Research Center, Ondokuz Mayis University w Turcji. Etyka badan
ornitologicznych pozwala na pobranie tylko dwoch pior z ogona ptaka. Tak mata masa probki
(szczegolnie pidr ptakéw z rzedu wroblowatych, ktére byty przedmiotem badan) stosowana w
analizach metodami wymagajgcymi mineralizacji stwarza niebezpieczehstwo generowania
niemiarodajnych wynikow, a co za tym idzie, artefaktow.

PODSUMOWANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO WRAZ Z ELEMENTAMI NOWOSCI
| WKLADEM DO DYSCYPLINY

Omdéwione prace dotyczgce metody ablacji laserowej z detekcjg ICP-MS w badaniach in situ
pierwiastkow w tkankach miekkich i twardych zostaty opublikowane we wiodgcych
czasopismach z dziedziny analityki chemicznej (International Journal of Environmental
Analytical Chemistry, Microchemical Journal, Analytical and Bioanalytical Chemistry,
International Journal of Mass Spectrometry, Spectrochimica Acta Part B: Atomic
Spectroscopy). Artykuly majg charakter interdyscyplinarny i ukazujg mozliwosci analityczne
nowej, zaawansowanej metody analitycznej LA-ICP-MS oraz jej praktyczne zastosowania w
badaniach z dziedziny biologii, biochemii, medycyny i stomatologii.

Rezultatem prac przedstawionych jako monotematyczne osiggniecie naukowe jest
poszerzenie wiedzy z zakresu: 1) analityki chemicznej, poprzez prezentowanie nowych
koncepcji procedur analitycznych oznaczania pierwiastkbw metodg ablacji laserowej
z detekcjg ICP-MS; 2) praktycznego zastosowania ablacji laserowej z detekcjg ICP-MS
w badaniach in situ pierwiastkow w tkankach miekkich i twardych.

1) Osiggniecia z zakresu analityki chemicznej:

e ustalitam warunki fizykochemiczne ablacji laserowej w celu uzyskania
stabilnych w czasie sygnatéw o duzej intensywnosci i niskich wartosciach
odchylenia standardowego w analizie tkanek miekkich (H1, H2, H4 — H6)
i twardych (H3, H7). Badania prowadzitam w kierunku ustalenia parametrow
procesu ablacji takich jak: energia wigzki, czestotliwos¢ pracy lasera, Srednica
wigzki, szybkos¢ probkowania dynamicznego,

e opracowatam nowe homogeniczne i dopasowane matrycowo wzorce state
w postaci tabletek wykorzystujgc: (i) sprasowany certyfikowany materiat
odniesienia, ktory wzbogacatam roztworem wzorcowym oznaczanych analitéw
(H3, H4) (ii) staty materiat dopasowany matrycowo do analizowanych prébek
wzbogacatam roztworem wzorcowym (sproszkowane rosliny (H5); biatko jaja
kurzego (H6), mieszanina aminokwasow (H7)),

e zaprojektowatam strategie kalibracji i wyznaczytam krzywe kalibracyjne
oznaczenia in situ pierwiastkdw w: tkankach miekkich roslin (H4, H5), btonie
Sluzowej (H6) i tkankach twardych zebdéw (H3) oraz w piérach (H7). Efektem
tych prac byto uzyskanie stabilnych sygnatéw analitycznych oznaczanych
pierwiastkdw i wysoka precyzja oznaczen,

e waznym osiggnieciem w moich badaniach byto zastosowanie po raz pierwszy
izotopu siarki *'S jako wzorca wewnetrznego w celu kompensagii interferencji
niespektralnych do oznaczania in vivo pierwiastkbw w tkankach roslin,
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jednoczesnie wykazujac jej fizykochemiczne wiasciwosci jako wzorca
wewnetrznego w analizie metodg LA-ICP-MS (H4), zamiast powszechnie
uzywanego izotopu wegla '°C, ktérego stosowanie moze byé obarczone
duzym btedem. Korzystajgc z opracowanej procedury i zdobytej
eksperymentalnie wiedzy na temat zachowania sie izotopu siarki **S podczas
analiz metodg LA-ICP-MS z sukcesem zastosowatam siarke jako wzorzec
wewnetrzny w analizach innych tkanek miekkich (H5, H6) oraz tkanek
twardych (H7), co po raz pierwszy opisatam we wskazanych pracach,

e poprzez wprowadzenie zasad metrologii do opracowanych, nowych procedur
analitycznych badania pierwiastkow metodg LA-ICP-MS zapewnitam, Zze
otrzymane wyniki sg miarodajne. Przeprowadzitam petng walidacje nowych
procedur analitycznych, niezbedng w analizie sladowej, wyznaczajgc takie
parametry walidacyjne jak: precyzja, powtarzalno$¢, poprawnosé, liniowosé,
granica wykrywalnosci, granica oznaczalnosci, doktadno$¢é. We wszystkich
pomiarach zapewnitam spdjnosC¢ pomiarowg wyniku pomiaru oznaczanych
pierwiastkow w tkankach miekkich (H4, H5, H6) i twardych (H3, H7) metodag
LA-ICP-MS, co jest niezmiernie wazne w analizie chemicznej, a nadal czesto
pomijane w pracach naukowych, gdzie stosuje sie metody poréwnawcze
a podawane wyniki sg deklaracjg wyniku,

e zaprojektowatam procedury analityczne oznaczania metodg LA-ICP-MS
pierwiastkbw w probkach tkanek (H6, H7), co pozwolito na uzyskanie
informacji dotyczgacych rozmieszczenia i homogenicznosci pierwiastkow
w probkach o matej masie (mapowanie).

2) Mozliwosci zastosowania nowych procedur analitycznych w analizie prébek
rzeczywistych, badania interdyscyplinarne;

a) W tkankach migkkich — biologicznych:

e opracowang procedure obrazowania jakosciowego (H1) i iloSciowego
pierwiastkow (H4) zastosowatam do wyznaczenia in vivo profilu akumulacji Pb
w przekroju podtuznym wierzchotka korzenia oraz poprzecznym korzenia,
todygi i liscia. W wyniku badan wykazatam/potwierdzitam efektywnosc¢
dziatania czapeczki korzenia (wierzchotek korzenia zbudowany z tkanki
merystematycznej) jako bariery ochronnej przed wnikaniem Pb (H1).
Przeprowadzitam iloSciowe obrazowanie rozmieszczenia in vivo Pb, Cd, Cu
i Zn w tkankach korzenia i todygi grochu w przekroju poprzecznym metodg
LA-ICP-MS. Dzieki mozliwosci analizy in vivo wskazatam droge transportu
pierwiastkow takich jak Cd, Cu, Pb i Zn z korzenia do pedu. Stosujgc metode
EDX doktadnie wskazatam miejsce kumulacji oznaczanych metali
w komoérkach roslin a zastosowanie mikroskopii konfokalnej potwierdzito
analizy prowadzone metodg LA-ICP-MS (H5).

b) W tkankach migkkich — klinicznych:

e ablacje laserowg potgczong z ICP-MS zastosowatam w celu analizy tetnic
i zyt, co po raz pierwszy opisatam w literaturze sSwiatowej (H2). Dzieki
wiasciwemu opracowaniu warunkéw fizykochemicznych pracy lasera
i odpowiednio przygotowanej procedurze pomiarowej mozliwe byto zbadanie
przemieszczania sie Ca, Mg, Cu i Zn z surowicy krwi do Sciany tetniczej i ich
gromadzenie w btonie wewnetrznej oraz w blaszce miazdzycowej u chorych
na miazdzyce naczyn. Zastosowanie metody LA-ICP-MS pozwolito na
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okreslenie wptywu miazdzycy naczyn na lokalizacje, miejsce gromadzenia
sktadnikéw mineralnych oraz pierwiastkéw sladowych takich jak Ca, Mg, Cu
i Zn w scianie tetniczej (H2). Waznym elementem niniejszej pracy byto
rowniez zastosowanie metod chemometrycznych PCA, CA oraz wykresow
sekwencyjnych danych surowych, ktére pozwolity na wiasciwg interpretacje
wielowymiarowych danych i wykazanie istotnych réznic w stezeniach
badanych pierwiastkbw w surowicy krwi i prébkach scian tetnic pomiedzy
grupg badang a grupa kontrolna.

miatam udziat w opracowaniu procedury analitycznej bezposredniej analizy
tkanek miekkich pochodzenia medycznego co pozwolito na opisanie po raz
pierwszy w literaturze wptywu implantow zebowych na zawartos¢ Ti, Al i V
w otaczajgcych tkankach (H6). Zastosowanie nowej strategii kalibracji oparte;j
na biatku jajka kurzego (wzorce state dopasowane matrycowo) umozliwito
przygotowanie mapy wizualizacji pierwiastkéw w tkance btony sluzowej jamy
ustnej po kontakcie z implantem (H6).

c) W tkankach twardych — klinicznych:

ustalitam warunki fizykochemiczne procesu ablacji laserowej tkanek twardych
oraz zastosowatam opracowang procedure analityczng do  wizualizacji
pierwiastkow (H3), dzieki czemu okreslitam iloSciowo stopienn migracji Al, Ba,
La i Sr z wypetnien stosowanych w leczeniu stomatologicznym do tkanek
zeba. Dzieki zastosowaniu techniki ablacji laserowej mozliwe byto
zobrazowanie rozmieszczenia pierwiastkdéw w poszczegolnych tkankach zeba:
zebina i szkliwo, co jest istotne dla badan w stomatologii.

d) W tkankach twardych — biologicznych:

prowadzitam studia nad tokiem postepowania w analizie in situ biologicznych
tkanek twardych metodg LA-ICP-MS, co dato mozliwos¢ ilosciowego
zobrazowania pierwiastkéw w piérach matych ptakéw wedrownych, co po raz
pierwszy opisatam w literaturze (H7). Uzyskane wyniki badan potwierdzity
istotny zwigzek miedzy rozmieszczeniem pierwiastkow w zaleznosci od koloru
stosiny pidra (udziat Ca, Cu, Zn w syntezie melaniny) i miejsca analizy, co byto
dotychczas niemozliwe przy uzyciu metod analitycznych gdzie probki musiaty
by¢ przeprowadzone do roztworu.

Podsumowujgc, prace badawcze opisane w omowionych publikacjach zwigzane sg z
rozwijaniem i rzeczywistym zastosowaniem zaawansowanej metody analitycznej, ablacji
laserowej z detekcjg ICP-MS. Warto podkresli¢, ze poprzez lepsze poznanie procesu ablacji
laserowej, studium i walidacje nowych procedur analitycznych oraz zapewnienie spojnosci
pomiarowej oznaczania in situ pierwiastkow w tkankach miekkich i twardych dowiedziono, ze
nowo opracowane procedury analityczne umozliwiajg uzyskanie miarodajnych wynikow
badan prowadzonych na poziomie interdyscyplinarnym, ktore nie byly mozliwe do uzyskania
dotychczas dostepnymi technikami analitycznymi.
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5. Oméwienie pozostatych osiggnieé¢ naukowo-badawczych.
Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk chemicznych moje zainteresowania naukowe
byly zwigzane z bezposrednim oznaczaniem pierwiastkbw w statych probkach metodami

atomowej spektrometrii absorpcyjnej. Celem prowadzonych badan byta optymalizacja
parametrow procedury analitycznej wptywajgcych na bezposrednie oznaczanie wybranych
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pierwiastkow w statych probkach srodowiskowych metodami nalezgcymi do analitycznej
spektrometrii atomowej, takimi jak: SS-ET-AAS oraz SS-ICP-OES. W pracy
zoptymalizowano metody bezposredniego oznaczania Co metodg SS-ET-AAS oraz Ca, Cd,
Cr, Cu, Mg, Ni, Pb, Zn metodg SS-ICP-OES w statych probkach osadoéw sciekowych i w
prébkach roslinnych. Probki state analizowano w postaci zawiesin (SS, ang. Slurry
Sampling). Uzyskane rezultaty badan zostaty opublikowane w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym i krajowym (zat.5 Baratkiewicz i in. 2007, 1l A.15; Baratkiewicz i in., 2006,
Il A.16; Baratkiewicz i in. 2005, Il A.17; Hané¢ A., Baratkiewicz D. 2006, Il C.13; Han¢ i in.
2006, Il C.6). Prowadzitam réwniez badania zwigzane z walidacjg metod analitycznych
oznaczania pierwiastkow w probkach wody metodami: FAAS, ICP-OES i ICP-MS. Wyniki
badan zostaty opublikowane w takich pracach jak: Baratkiewicz i in. 2008, [IA.13;
Baratkiewicz i in. 2007, [IA.14).

Po uzyskaniu stopnia doktora moje zainteresowania koncentrujg sie gtdwnie na
optymalizacji, opracowywaniu i zastosowaniu nowych procedur analitycznych a takze na
porownawczej ocenie nowych i juz stosowanych procedur analitycznych; prowadzeniu
pomiaru analitycznego metodami: FAAS, ET-AAS, HG-AAS, CV-AAS, ICP-OES, ICP-MS,
LA-ICP-MS oraz statystycznej interpretacji jego wyniku (metody chemometryczne);
pobieraniu i przygotowaniu prébek do analiz metodami spektroskopowymi. W czasie swojej
pracy badawczej szczegdélng uwage poswiecitam analizie jako$ciowej, ilosciowe;j,
strukturalnej oraz monitoringowi probek biologicznych, srodowiskowych, klinicznych oraz
zywnosci. W ramach prowadzonych prac mozna wyodrebnic¢ takie gtéwne nurty jak:

e analiza prébek klinicznych metoda SN-ICP-MS

Miarodajne wyniki analiz wymagajg zastosowania zwalidowanych procedur oraz czutych i
wiarygodnych technik analitycznych. Do takich technik niewatpliwie nalezy technika ICP-
DRC-MS, ktéra jest niezwykle uzytecznym narzedziem w analizie probek klinicznych ze
wzgledu na szeroki zakres oznaczanych stezen i niskie wartosci granic wykrywalnosci.
Analiza probek klinicznych jest niezwykle wazna, gdyz uzyskane wyniki czesto wptywajg
bezposrednio na zdrowie i jego ochrone. Opracowujgc procedury analityczne oznaczania
pierwiastkow w probkach klinicznych [zat. 5 Markiewicz i in. 2017, Il A.8; tukasik-Gtebocka i
in. 2014 i 2013, 1A.2, IIC-1.4; Han¢ i in. 2010, 1IC-1.8] przeprowadzono optymalizacje
parametrow pracy ICP-MS w tym dynamicznej komory reakcyjnej, stuzacej do redukcji
interferencji spektralnych.

Pierwszym rodzajem oznaczanych probek klinicznych byty krew, osocze, mocz i tresci
zotgdka [zat.5 p. lIA.2; 1IC.4]. Probki przed analiza metodg ICP-DRC-MS poddano
mineralizacji wspomaganej mikrofalami (model Mars 5; CEM Corporation, USA). Nastepnie
przeprowadzono optymalizacje parametrow pracy ICP-MS w tym komory DRC tak aby
uzyska¢ maksymalng intensywnos¢ sygnatu analitycznego dla Ba, ktéry byt celem analizy. W
celu redukcji interferencji towarzyszacych oznaczaniu *®Ba zastosowano '®*Rh jako wzorzec
wewnetrzny oraz komore DRC, gdzie jako gaz reakcyjny zastosowano amoniak.
Przeprowadzono walidacje procedury analitycznej wyznaczajgc parametry procedury
analitycznej: precyzje posrednig, powtarzalnos¢, granice wykrywalnosci i oznaczalnosci oraz
doktadnosé. Spéjnos¢ pomiarowg wyniku pomiaru zapewniono stosujgc dwa certyfikowane
materiaty odniesienia (Seronorm Trace Elements Serum L-2; TM-28.4 - fortified lake water).
Procedure opracowano na potrzeby analizy prébek klinicznych pobranych od pacjenta po
zatruciu chlorkiem baru oraz od pacjentéw zdrowych (bez objawdéw zatrucia). Badania byly
realizowane we wspétpracy z dr Magdaleng tukasik-Gtebockg z Zaktadu Medycyny
Ratunkowej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu i dr Karing Sommerfeld z Zakfadu
Toksykologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Drugim rodzajem probek klinicznych poddanych analizom byty ptyny owodniowe, ktérych
sktad pierwiastkow niezbednych i toksycznych jest istotnym czynnikiem w rozwoju embrionu i
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ptodu [ll A.8]. Badania byly prowadzone we wspoétpracy z dr hab. Joanng Suliburskg z
Katedry Higieny Zywienia Cztowieka Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz z dr n.
med. Rafatem Kocytowskim z Kliniki Perinatologii i Ginekologii Centrum Zdrowia Matki Polki
w todzi. Celem badan bylo opracowanie nowej procedury analitycznej do analizy
wielopierwiastkowej 18 pierwiastkéw (Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Mg, Mn, Ni, Pb, Sb, Se,
Sr, U, Vi Zn) w probkach ptynu owodniowego z zastosowaniem ICP-MS. W tym przypadku
charakterystyka procedury analitycznej a takze wiasciwosci wyniku analitycznego byty
szczegolnie wazne. Optymalizujgc procedure zastosowano komore DRC z dwoma gazami
reakcyjnymi, amoniakiem i tlenem, wykazujgc, ze tlen efektywnie eliminuje interferencje
spektralne dla As, Se i Sb i moze by¢ stosowany w wielopierwiastkowej analizie tych
pierwiastkow, natomiast amoniak mozna zastosowac¢ do eliminacji zakiéceh oznaczania Ca,
V, Al, Mn, Cr. Szczegotowg procedure walidacji i ocene wiasciwosci wynikow
przeprowadzono za pomocg trzech certyfikowanych materiatéw referencyjnych (Seronorm
Trace Elements Serum L-2; SLRS-6 — river water;TM-28.4 - fortified lake water). Uzyskane
niskie wartosci granic wykrywalnosci dla wszystkich oznaczanych analitéw, w zakresie od
0,37 ng L-1 dla U do 56 ug L-1 dla Ca, umozliwity ich oznaczenie na poziomie sladowym, a
nawet ultra-Sladowym. Na podstawie danych z walidacji procedury analitycznej oszacowano
niepewnos¢ rozszerzong (U, k=2) oznaczenia 18 pierwiastkow w prébkach piynu
owodniowego, zamiast powszechnie stosowanych wartosci SD. Peilna charakterystyka
procedury analitycznej i wynikdw uzyskanych pomiaréw potwierdzity, ze nowa procedura,
ktéra po raz pierwszy zostata opisana w literaturze, moze by¢ skutecznie zastosowana do
oznhaczania szerokiego spektrum pierwiastkdw w probkach ptynu owodniowego.

e analiza prébek biologicznych (rosliny) metodami spektrometrycznymi

Oznaczanie pierwiastkow w réznych czesciach roslin ukierunkowane jest na poznanie
mechanizmow obronnych u rodlin wyzszych, ktore jako pierwsze w fancuchu pokarmowym
narazone sg na zanieczyszczenie srodowiska przyrodniczego. Poszerzenie wiedzy na temat
mechanizmow zwigzanych z pobieraniem jonow pierwiastkdw z gleby moze przyczynic sie
do zastosowania roslin w fito- lub ryzoremediacji skazonego srodowiska. Analizy materiatu
roslinnego prowadzono w celu oszacowania zdolnosci roslin (groch, gorczyca, kukurydza,
lucerna) do absorpcji, akumulacji i transportu metali sladowych do czesci nadziemnych ro$lin
[zat.5 Kutrowska iin. 2017 1l A.1; Matecka i in.2012 Il A.10; Han¢ i in. 2013 Il C-1.1; Matecka i
in. 2013 Il C-1.2; Piechalak i in. 2013 Il C-1.3; Matecka i in. 2012 Il C-1.5; Piechalak i in. 2016
Il C-1.6; Piechalak i in. 2012 1l C-II.1; Han¢ i in. 2009 Il C-II.2]. Badania byty oraz nadal sg
realizowane wraz z zespotem badawczym Prof. dr hab. Barbary Tomaszewskiej z Zakfadu
Biochemii Wydziatu Biologii, UAM. W celu analizy jakosciowej i iloSciowej pierwiastkow w
materiale roslinnym opracowano i zwalidowano nowe procedury analityczne z
zastosowaniem metod analitycznych (AAS, ICP-MS, LA-ICP-MS) oraz technik
mikroskopowych (SEM, EDX i mikroskop konfokalny). Na drodze adaptacji do
niesprzyjajagcych ~ warunkéw  Srodowiskowych,  rosliny  wyksztatcity = mechanizmy
zaangazowane w detoksykacje ksenobiotykow. W obszarze prowadzonych badan byly
analizy systemu detoksykacyjnego u roslin rosngcych w obecnosci jonow metali ciezkich
[HC-I; NC-I.2; 1IC-1.3]. Ponadto, badano poziom stresu oksydacyjnego w tkankach roslin,
ktére w obecnosci czynnikdw stresowych uruchamiajg system antyoksydacyjny, eliminujgc
nadmiar reaktywnych form tlenu (RFT) i tym samym chronig struktury komoérkowe przed
uszkodzeniami [IIA.10, IIC-1.5; IIC-1.6]. Badania byty realizowane w ramach dwdch grantéw
MNiSzZW N N305 381138 oraz MNiSzZW N N310 107840, w ktérym bytam wykonawca.
Przedmiotem badan byta réwniez synergia roslin i mikroorganizméw glebowych promujgcych
wzrost roslin [l A.1]. Wykonano eksperyment gdzie prowadzono uprawe wspotrzedng
gorczycy sarepskiej z kukurydzg lub lucerng dodatkowo wspomagang  bakteriami
endofitycznymi wspomagajgcymi wzrost roslin (PGPB, ang. plant growth promoting bacteria).
W badaniach wykorzystano glebe pobrang z terenu nieuzytkéw w Piekarach Slgskich, woj.
Slgskie, zanieczyszczonych cynkiem i olowiem w wyniku wieloletniego dziatania huty metali
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niezelaznych. Badania zawartosci Cd, Cu, Pb, Zn w roslinach wybranych do eksperymentu
oznaczatam metodg SN-ICP-MS po ich uprzedniej mineralizacji. Czes¢ wynikow badan
zostata opublikowana a pozostate wyniki sg opracowywane i przygotowywane do druku.

Inny aspekt badan z wykorzystaniem roslin byt zwigzany ze zwiekszajgcym sie stezeniem
pylu zawieszonego w powietrzu, ktory jest nosnikiem pierwiastkbw Sladowych oraz
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA). W tym celu analizom poddano
zycice wielokwiatowg (Lolium multiflorum), jako potencjalny bioindykator pierwiastkéw z
powietrza. Badania mozliwosci kumulacyjnych zycicy byty prowadzone w ramach projektu
badawczego (N N305 054040). W projekcie realizowanym przez Katedrg Ekologii i Ochrony
Srodowiska, Wydziatu Melioracji i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu bytam wykonawca. W wyniku prowadzonym badan wykazano mozliwosé
stosowania zycicy wielokwiatowej jako bioindykatora w zanieczyszczeniach powietrza
pierwiastkami Cd, As, Pb czy Ni jak rowniez WWA. Wyniki uzyskanych badan zostaty
czesciowo opublikowane w pracach (zat. 5 Budka i in. 2015 1lA.7; Borowiak i in. 2014 1IA.9;
Zbierska i in. 2012 IIC-1.7). Aktualnie jest przygotowywana kolejna publikacja dotyczgca
wplywu réznych czynnikbw na zastosowanie zycicy wielokwiatowej do biomonitoringu
pierwiastkow sladowych.

e oznaczania pierwiastkow w probkach zywnosci (grzyby) metodami
SN-ICP-MS oraz F-AAS

Uczestniczytam w badania nad zréznicowaniem efektywnosci akumulacji pierwiastkdéw przez
grzyby dzikorosngce oraz uprawne pochodzgce z Polski oraz z Chin [zat. 5 Drewnowska i in.
2017, lIA3; Falandysz i in. 2017, IIA4; Falandysz i in. 2017, 1IA5]. Badania realizowane sg we
wspotpracy z zespotem badawczym Prof. dr hab. Jerzego Falandysza z Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego. W celu przeprowadzenia analiz grzybow zoptymalizowatam
procedury analityczne oznaczania pierwiastkow metodg SN-ICP-MS. Przygotowanie
procedur wigzato sie z przygotowaniem probek grzybow do analiz (mineralizacja),
optymalizacjg parametréw urzgdzenia pomiarowego i wykonaniem pomiarow. Spéjnosc
pomiarowg zapewniono poprzez stosowanie certyfikowanych materiatow odniesienia (IC-CS-
M-4 mushrooms powder oraz SLRS-7 river water) a takze metode dodatku wzorca.
Uzyskane dotychczas wyniki badan wskazujg na istotne zrdéznicowanie efektywnoSci
akumulacji pierwiastkdw w poszczegolnych czesciach grzyba (kapelusz/trzon) w zaleznosci
od miejsca ich pochodzenia. Badania pokazujg, ze grzyby sg dobrym zrodtem sktadnikow
mineralnych, gtéwnie K, P, Mg , Ca, w owocnikach réznych gatunkow wystepujg takze
pierwiastki sladowe takie jak Cu, Zn, Mn, Mo, Fe ale mogg one réwniez kumulowaé
pierwiastki toksyczne takie jak As, Cd, Pb, Ni. Wyniki badan wskazujg na duzg a w
porownaniu z ro$linami nawet wyzszg, zdolnos¢ grzybow do pobierania i kumulacji
pierwiastkow z gleb w zaleznosci od miejsca pochodzenia [IIA4; IIA5]. Prowadzono rowniez
badania dotyczgce wptywu proceséw kulinarnych takich jak suszenie, mrozenie,
blanszowanie czy peklowanie na sktad pierwiastkowy grzybow. W badaniach wykazano, ze
marynowanie octem ma wptyw na skfad ich pierwiastkowy, co zostato po raz pierwszy
opisane w literaturze [IIA3]. Blanszowanie i dalsza obrobka kulinarna owocnikéw grzybow o
okoto 60% obniza zawartosc¢ takich pierwiastkéw jak Cd, Co, Cu, Mn, Pb, Ni, Rb, Tl i Zn a
takze o okoto 10% zawartosci Ba i Cr. Wyniki badan pokazuja, ze obrébka kulinarna taka jak
blanszowanie lub blanszowanie i marynowanie, moze pomdc w zmniejszaniu zawartosci
pierwiastkow toksycznych z grzybdw, ale jednoczesnie moze pozbawia¢ ich czesci
pierwiastkow istotnych fizjologicznie. Badania dotyczgce tematu zawartosci pierwiastkow w
grzybach surowych i przetworzonych sg obecnie kontynuowane.
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e zastosowanie metod chemometrycznych do interpretacja wynikéw
pomiaréw analitycznych

Zastosowanie nowoczesnych technik analitycznych umozliwia uzyskanie wynikéw, ktore sa
zrédtem informacji o stanie poszczegoélnych elementéow srodowiska i zachodzgcych w nim
procesOéw w czasie i przestrzeni. W wyniku badan srodowiskowych uzyskuje sie duze iloSci
informacji o obiektach badah a w ich interpretacji czesto pomocne stajg sie metody
statystyczne. W pracach badawczych [zat 5. Chudzinska i in. 1IA.6; Han¢ i in. [IA.12;
Komorowicz i in. IIC-1.9; Han¢ i in. IIC-11.3] w celu klasyfikaciji, projekcji oraz modelowania
uzyskanych wynikow badan stosowane byly wielowymiarowe techniki chemometryczne. W
badaniach dotyczgcych zanieczyszczenia pierwiastkami osadow sciekowych [Hané i in.
I1IA.12; Han¢ i in. lIC-11.3] zastosowanie technik chemometrycznych (CA, PCA, wykresy
sekwencyjne danych surowych) pozwolito na zidentyfikowanie zrodet zanieczyszczenia
osadow Sciekowych w zaleznosci od zaktaddw przemystowych skupionych w obrebie zlewni
osadoéw sciekowych. Natomiast w pracy Chudzinska i in. [IIA.6] oznaczono metodg SN-ICP-
MS zawartos¢ pierwiastkéw (Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn) oraz Hg metoda
przeptywo-wstrzykowej atomowej spektrometrii absorpcyjnej (FIAS-CVAAS) w tkankach i
narzadach trzech gatunkéw ryb z jeziora Swarzedzkiego. Badania prowadzone byly w
ramach wspoétpracy z Prof. dr hab. Ryszardem Gotdynem z Zakfadu Ochrony Wéd Wydziaty
Biologii, UAM. W celu oceny potencjalnego ryzyka zwigzanego ze spozyciem tych ryb przez
zwierzeta, jak rowniez ludzi zastosowano wielowymiarowe techniki chemometryczne.
Stosujgc metody CA oraz wykresy sekwencyjne danych surowych wykazano istotne réznice
w zawartosci pierwiastkow w zalezno$ci od badanej czesci ryby (miesnie, watroba, szkielet).
Natomiast zastosowanie metody PCA wykazato réznice w kumulacji pierwiastkéw w
zaleznosci od gatunku ryb. Uzyskane wyniki oceniono pod katem ich doktadnosci oraz
zapewniono spoéjnos¢ pomiarowg wyniku pomiaru stosujgc certyfikowany materiat
odniesienia (ERM BB422 Fish Muscle).

Petna lista publikacji, rozdziatéw w monografii, komunikatéw, konferencji wraz z moim
dorobkiem dydaktyczno-organizacyjnym zostata przedstawiona w Zatgczniku nr 5 (Wykaz
opublikowanych prac naukowych Ilub twérczych prac zawodowych oraz informacja
o osiggnieciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki.)
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