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Recenzja pracy doktorskiej mgr Adama Sajndg

pod tytutem: "Zastosowanie metody ablacji laserowej potgczonej z ICP-MS do oznaczania

i wizualizacji rozmieszczenia pierwiastkow w miekkich tkankach ustrojowych”

Przedtozona do recenzji praca doktorska mgr Adama Sajndg "Zastosowanie metody ablacji laserowej
potqgczonej z ICP-MS do oznaczania i wizualizacji rozmieszczenia pierwiastkow w miekkich tkankach
ustrojowych” zostata wykonana w Pracowni Analizy Spektroskopowej Pierwiastkdw na Wydziale Chemii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod opieka promotor prof. zw. dr hab. Danuty
Baratkiewicz. Promotorem pomocniczym byta dr Anetta Han¢. Opisane badania czesciowo finansowane byty
w ramach grantu: NCN Preludium UMO-2015/N/17/ST4/03808 ,llosciowa wizualizacja rozmieszczenia

pierwiastkdw w miekkich tkankach ustrojowych z zastosowaniem techniki LA-ICP-MS” .

Recenzowana praca doktorska dotyczy intensywnie rozwijanej tematyki badawczej zwigzanej z
mozliwosciami prowadzenia coraz bardziej szczegdtowe] diagnostyki zdrowia z zastosowaniem
nowoczesnych metod instrumentalnych. Pan mgr Adam Sajnég swoje zainteresowania naukowe skupit na
wykorzystaniu potencjatu jednej z ciekawszych metod spektralnych: metodzie LA-ICP-MS, czyli spektrometrii
mas z jonizacjg w plamie indukcyjnie sprzezonej wykorzystujgcej zjawisko ablacji laserowej podczas etapu

mikroprobkowania prébek statych.

W ostatnich latach metoda LA-ICP-MS zyskuje coraz wiekszg popularnosé, gdyz po ponad 2 dekadach
intensywnych badan podstawowych, jej skomplikowany charakter analityczny zostat juz stosunkowo dobrze
poznany i opisany. Rozpoznane zostaty zalety tej metody oraz jej potencjalne ograniczenia, wynikajgce z
procesow fizykochemicznych zachodzacych na etapie pobierania materiatu probki, transportu uzyskanego
aerozolu do plazmy, jonizacji, rozdzielania jondw wzgledem stosunku m/z i detekcji. W pracy doktorskiej
wszystkie etapy analizy z zastosowaniem metody LA-ICP-MS zostaty wymienione i pokrétce
scharakteryzowane, pozwalajgc na ogdlne wprowadzenie do zagadniedn oznaczania i wizualizacji

rozmieszczenia pierwiastkdw w miekkich tkankach ustrojowych.

Tematyka pracy doktorskiej mgr Adama Sajndg znakomicie wpisuje sie w nurt badan prowadzonych
w Pracowni Analizy Spektroskopowej Pierwiastkdw kierowanej przez Profesor Danute Baratkiewicz. W pracy
naukowe] tego zespotu mozna zaobserwowac nurt fascynacji mozliwosciami analitycznymi nowoczesnych

metod spektralnych z badaniami aplikacyjnymi, ukierunkowanymi na wielopierwiastkowg, bezposrednig
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analize probek statych, jednoczesnie przy wyraznym nacisku potozonym na zachowanie zasad chemometrii i

metrologii w catym procesie analitycznym. Jestem pod ogromnym wrazeniem starannosci zaplanowania
badan i systematycznego przeprowadzenia oraz udokumentowania wszystkich eksperymentalnych dziatan
opisanych w recenzowanej pracy doktorskiej, w ktoérej dbatosc¢ o szczegdty techniczne samych pomiardéw LA-
ICP-MS towarzyszy celowosci prowadzonych badan diagnostycznych oraz analizie chemometrycznej
wszystkich uzyskanych wynikéw. Uwazam, ze praca doktorska mgr Adama Sajndg stanowi bardzo atrakcyjna
ilustracje dziatan interdyscyplinarnych, w ktérych analityczne badania poznawcze znajdujg zastosowanie w

badaniach z obszaru medycyny i diagnostyki kliniczne;.

Struktura recenzowanej pracy doktorskiej jest klasyczna, z zachowaniem tradycyjnego podziatu na czesc
teoretyczng (4 rozdziaty, 38 stron) i eksperymentalng (4 rozdziaty, 73 strony). Pracy towarzyszy bogata
bibliografia obejmujgca 155 pozycji literaturowych z uwzglednieniem najwazniejszych prac dotyczacych
opisywanej tematyki badawczej oraz najnowszych publikacji, ukazujgcych postep, jaki dokonat sie w tej
dziedzinie badan. Cato$¢ zamyka streszczenie napisane po polsku i po angielsku oraz zyciorys wraz ze spisem
dorobku naukowego Doktoranta. Do pracy dotgczona zostata specjalna wktadka, na ktérej znalazt sie wykaz

akronimow spotykanych w tekscie.

W czesci teoretycznej zdecydowanie na wyrdznienie zastuguje stworzenie listy prac badawczych
omawiajacych analize probek klinicznych metoda LA-ICP-MS zaprezentowane w Tabeli 2 (str.29-36). To
wielostronicowe, tabelaryczne zestawienie obejmuje szereg istotnych, opublikowanych do tej pory
informacji, uporzagdkowanych w taki sposdb, aby utatwic¢ porownanie:

- badanych tkanek (prébka: rodzaj probki/badana probka);

- 0znaczanych w nich izotopdw i wyboru wzorca wewnetrznego (anality: mierzone izotopy/wzorzec
wewnetrzny);

- stosowanej aparatury (aparatura: ICP-MS (rozdzielczo$¢ m/Am/rodzaj i parametry pracy lasera);

- parametry metody analitycznej (LOD, LOQ, liniowos$¢, precyzja, odzysk);

- wiasciwos¢ wyniku pomiaru (CRM, roztwory wzorcowe).

Sadze, ze tabela ta jest skarbnicg podstawowych informacji dla kazdego, kto zainteresuje sie prowadzeniem
badan metodg LA-ICP-MS i oznaczaniem zawartosci wybranych pierwiastkdow w jakichkolwiek prébkach
klinicznych. Stanowi takze wazne wprowadzenie do czesci eksperymentalnej, gdyz zawarte w tej tabeli dane

mozna uznac za punkt odniesienia dla badan przeprowadzonych w ramach recenzowanej pracy doktorskie;.

Opis badan: Badania opisane w pracy doktorskiej mgr Adama Sajndg skupiaty sie na mozliwosci wskazania
optymalnych warunkéw oznaczania wybranych pierwiastkow (m.in. Ti, Al i V) w wycinkach btony Sluzowej
jamy ustnej pacjentow poddanych zabiegowi implantacji. Materiat probek pobierany byt w gabinetach
stomatologicznych od pacjentow poddanych zabiegom wstawiania tytanowych implantéw. Jako metode
badawczg Doktorant wybrat LA-ICP-MS i przeprowadzit szczegdtowy proces optymalizacji catej procedury

analitycznej, poczynajgc od sposobu przygotowania prébek btony sluzowej, wybor i sposéb przygotowania
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odpowiednich wzorcéw o dopasowanej matrycy, do matrycy probek. Opisy wszystkich etapdw procedury

pomiarowej s3 w pracy przedyskutowane ze stosowng detalicznoscig. Wybdr kazdego parametru pracy
uktadu do ablacji laserowej (m.in. energia i czestotliwos¢ pracy lasera, srednica obszaru poddanego ablacji
na powierzchni probki, szybkos¢ skanowania prébki) jest sprawdzony i logicznie opisany, z podaniem
petnego uzasadnienia dokonanego wyboru. Optymalizacja spektrometru mas zostata réwniez
zaprezentowana w sposob jak najbardziej profesjonalny i czytelny, pokazujgc znakomite przygotowanie

Doktoranta do prowadzonych badan.

Dyskusja wynikéw jest wzorcowo poprzedzona opisem procedury kalibracji i sprawdzeniem potencjalnych
interferencji. Dla pomiardw ilosciowych prowadzonych metodg LA-ICP-MS istotne jest dokonanie wyboru nie
tylko wzorcow zewnetrznych (o matrycy jak najbardziej dopasowanej do analizowanych prébek), bardzo
wazny pozostaje wybdr tzw. wzorca wewnetrznego, spetniajgcego role niejako odnosnika ilosci materii
uzyskanej w wyniku ablacji. Temu zagadnieniu zostato poswiecone stosowne wyjasnienie, pokazujace
zasadno$¢ dokonanego ostatecznie wyboru, czyli izotopu %S, ktéry zostat wyselekcjonowany, po

sprawdzeniu pozostatych potencjalnych kandydatéw do petnienia tej roli: *C, **Mg i “*Ca.

Obserwacje mikroskopowe pozwolity na udokumentowanie poprawnosci przyjetej procedury
mikroprobkowania —zastosowanie profilometrii optycznej (Rys.38/str.80) umozliwia poznanie gtebokoscé
ablacji, a dotaczone zdjecia SEM (Rys.39/str.81) uzupetniajg dokumentacje fotograficzng dotyczacy
podobienstwa zachowania sie wzorcéw i probek btony Sluzowej jamy ustnej pod wptywem wigzki

promieniowania laserowego.

Walidacja metody analitycznej w jednoznaczny sposdb ukazuje poprawnosé przyjetych rozwigzan
analitycznych. Dyskusja tego etapu pracy zostata poprowadzona dla opracowanych procedur z
uwzglednieniem szeregu parametrow, wsrdd ktérych miedzy innymi znalazty sie: zakres krzywej kalibracyjnej
(ug'g'l); wspotczynnik korelacji (R); - powtarzalnosé (%); instrumentalna granica wykrywalnosci (ug'g'l);
granica wykrywalnoéci metody (ugg'); odzysk dodatku analitu (%); precyzja posrednia (%). Na uwage
zastuguje wiecej niz zadowalajgca doktadnos¢ oznaczen Mg, Ca, Zn i Cu w materiale CRM ERM-BB422 Fish
Muscle (Tabela 7/str.85) uzyskana przy zastosowaniu procedur oznaczonych jako procedura 1 i procedura 2,
oraz naprawde zadowalajgca dla wybranych pierwiastkow (poza Cu) w materiale CRM ERM-BB184 Bovine
Muscle (Tabela 10/str.87). Krytyczne podejscie do wynikdw wtasnych badan znalazto odzwierciedlenie w
komentarzu zamieszczonym na str.88 do liniowosci krzywych kalibracyjnych wyznaczonych dla
poszczegolnych pierwiastkdw: ,Najlepszq liniowosciq charakteryzowata sie procedura nr 1 gdzie wartosci
parametru R byty wieksze od 0,9999. Rownie dobre wartosci stwierdzono dla procedury nr 2, gdzie wartosci
parametru R miescity sie w zakresie 0,9997-0,9999. Liniowosc¢ krzywych kalibracyjnych w procedurze nr 3
byta nieco gorsza, ale akceptowalna, i miescita sie w zakresie 0,9968-0,9999 dla wszystkich analizowanych
pierwiastkow.” Pozwole sobie w tym miejscu zaznaczy¢, ze sg to dane uzyskane dla probek statych,

poddanych bezposredniej analizie. Nazwanie wartosci wspotczynnika korelacji (R) bliskiego wartosci 1.0000
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wartosciami jedynie akceptowalnymi jest wyraznym niedocenieniem uzyskanych wynikow, tym bardziej, ze

dotyczy analizy wzorcéw zaproponowanych i przygotowanych przez Autora rozprawy.

Najbardziej smakowita estetycznie cze$¢ pracy doktorskiej pana mgr Adama Sajndg dotyczy wizualizacji
sposobu rozmieszczenia pierwiastkow (Ti, Al, V), ktdére wraz z materiatem implantéow mogg zostac
wprowadzone do organizmu cztowieka poprzez btony s$luzowe jamy ustnej. Wyniki analiz zostaty
przedstawione w postaci kolorowych map odzwierciedlajgcych heterogenicznos$¢ badanych préobek
wywotang przechodzeniem czgstek materiatu implantéw do tkanek miekkich. Wykresy prezentowane na
stronach 95-117, ktére wydaja sie stanowic jedynie tatwg ilustracje przeprowadzonych pomiaréw LA-ICP-
MS, doceniam w sposdb szczegdlny. Sg one tak oczywiste dla czytelnika, gdyz sg wynikiem przemyslanego
sposobu prezentowania wynikow, starannosci doboru skali map i czytelnosci opiséw. Zaprezentowane dla 3
procedur analitycznych mapy sg wynikiem dziatan obliczeniowych i edytorskich, o ktorych wiem, ze s3
czasochtonne, ale zazwyczaj niedoceniane, pomimo ogromu pracy koncepcyjnej, jakiej wymagajg. Wszystkie
mapy zaprezentowane w pracy potwierdzajg tendencje do przechodzenia materiatu implantéow do btony
Sluzowej. Ostateczne zoptymalizowanie warunkéw pomiarowych metody LA-ICP-MS w procedurze 3,
umozliwito przeprowadzenie obserwacji z najwyzszg rozdzielczoscia powierzchniowg, sposrdd
zaproponowanych procedur analitycznych. Na podstawie wszystkich opisanych badan udato sie stwierdzic,
ze nagromadzenie oznaczanych pierwiastkdw zwigzane jest z w obecnoscig czastek metalicznych o
rozmiarach nawet niekiedy rzedu 100 um. Najprawdopodobniej pojawiaja sie one podczas samego zabiegu
implantacji, cho¢ wielce prawdopodobne wydaje sie rowniez to, ze mogg uwalniaé sie w wyniku korozji juz
zainstalowanego implantu w jamie ustnej. Dalsze analizy probek klinicznych zwigzane ze szczegdtowymi
badaniami btony $luzowej zapewne bytyby wielce wskazane, pozwalajgc na kontynuacje owocnej wspotpracy

na pograniczu chemii analitycznej i stomatologii.

Praca doktorska pana mgr Adama Sajndg zostata napisana bardzo profesjonalnie i starannie, jednak
Doktorant nie ustrzegt sie pewnych niezrecznosci jezykowych. W tytule pracy znajduje sie ogdlne
sformutowanie okreslajgce metode LA-ICP-MS jako metode ,ablacji laserowej potqgczonej z ICP-MS”, jednak
potem (str. 4, 6, 8, 118), kilkukrotnie pojawia sie ,ablacja laserowa z detekcjq w spektrometrze mas z
jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie” lub ,ablacja laserowa z detekcjq ICP-MS”, co uwazam za
draznigcy probe rozwiniecia nazwy. Metoda LA-ICP-MS wykorzystuje trzy gtowne etapy, jakie musi przebyc
prébka podczas analizy: etap pobrania materiatu do analizy (LA: ablacja laserowa); etap przeprowadzenia
atomow do postaci jondw (ICP: jonizacja w plazmie) i po stosownym rozdzieleniu jondw — etap detekcji (MS:
detekcja poszczegdlnych izotopow). Z tego wzgledu doradzitabym stosowanie petnej nazwy tej metody.
Proponuje takze zastgpienie stowa ,abundacja” (str. 15 i 17) bardziej opisowym, ale poprawnym polskim
sformutowaniem ,naturalna zawartos¢ w przyrodzie”. Wedtug mnie powinno sie unika¢ uzywania okreslenia

,rozktad analitu” (str.17) dla rozmieszczenia powierzchniowego analitu.
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W czesci teoretycznej Doktorant prezentuje opis zjawisk, ktore z rézng intensywnoscig mogg towarzyszy¢

ablacji laserowej. Wsrdd opisywanych zjawisk znalazt sie opis frakcjonowania. Poza wymienionymi na str.14
sposobami ograniczenia wptywu ablacji na wyniki analiz LA-ICP-MS tkanek miekkich istnieje jeszcze
mozliwos¢ stosowania ablacyjnych komdor kriogenicznych, ktérej mi zabrakto pomimo tego, ze z
literaturowych wydaje sie bardzo skuteczny. Natomiast nie wydaje mi sie do konca zasadne rozrdznienie
sposobu a) i b) jako dwdch odrebnych punktéw. Prositabym o wyjasnienie rdznicy pomiedzy zastosowaniem
kalibracji opartej o wzorce jak najbardziej zblizone sktadem i strukturg do probki badanej i CRM o zblizonej
matrycy do matrycy prébki (czy w tym drugim wypadku, nie jest to raczej sposéb udokumentowania jakosci

wynikow oznaczen ilosciowych?).

Réwniez na str.14 znajduje sie sformufowanie dosy¢ niesprawiedliwie unifikujgce zachowanie wiekszosci
pierwiastkdw w plazmie. Zabrakto mi wiekszej dyskusji tego w jaki sposéb zrdznicowanie wartosci
pierwszych potencjatéw jonizacji moze wptywac na czutos¢ pomiaréow LA-ICP-MS, szczegdlnie w kontekscie
pdzniejszego dokonania wyboru izotopu **S jako wzorca wewnetrznego. Pozostajac przy dokonywaniu
wyboru wzorca wewnetrznego, prosze o wyjasnienie koniecznosci wyznaczania zawartosci wzorca
wewnetrznego innymi metodami analitycznymi przed podjeciem badan LA-ICP-MS.

Dlaczego w Tabeli 1 (str.15) zabrakto izotopu **

Mg? Moze juz w tym miejscu warto byto pokusi¢ sie o
oszacowanie prawdopodobieristwa pojawienia sie konkretnych interferencji sposréd tych, ktére potem

stanowity przedmiot eksperymentdw opisanych na str.67 ?

Przyjete zasady doboru optymalnych warunkdw pomiaréw LA-ICP-MS zostaty przedstawione na str.57.
Intuicyjnie zgadzam sie z zaprezentowanym opisem, jednoczes$nie uwazam, ze w pracy naukowej z obszaru
nauk scistych takie ustalenie dla jakichkolwiek parametréw wartosci granicznych opartych na okresleniu
L wystarczajgca intensywnosc¢”, ,,wystarczajqgca rozdzielczos¢ przestrzenna” oraz ,niezbyt dfugi czas analizy”
nie jest godne aprobaty i wymagatoby podjecia proby bardziej racjonalnego opisu. W recenzowanej pracy
,rozdzielczos¢ przestrzenna” (str. 10, 12, 57, 93, 101 i 110) stosowana jest dla okreslenia ,rozdzielczosci
powierzchniowej”. Stworzone mapy wizualizujg dwuwymiarowe rozmieszczenie wybranych pierwiastkéw w
badanych tkankach i nie pozwalajg na stworzenie modelu 3-D, pomimo tego, ze takie prace opisujgce

zastosowanie metody LA-ICP-MS s3 znane.

Wyniki badan prowadzonych przez mgr Adama Sajndg zostaty opublikowane w 6 czasopismach z listy
Filadelfijskiej o znacznym wspodtczynniku oddziatywania. Pan mgr Adam Sajndg jest pierwszym autorem
dwoch z tych publikacji, a takze kolejnych 6 prac, ktore ukazaty sie w czasopismach o zasiegu krajowym.
Doktorant brat aktywny udziat w wielu konferencjach krajowych i zagranicznych, na podkreslenie zastuguje
takze jego dziatalnos¢ organizacyjna i umiejetnosc¢ skutecznego ubiegania sie o granty naukowe. W 2016
roku rozpoczat kierowanie projektem finansowanym przez NCN (Preludium UMO-2015/N/17/ST4/03808).

Wsrod nagréd otrzymanych dotychczas przed pana mgr Adama Sajnog na szczegdlne podkreslenie zastuguja
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nagrody zespotowe Il stopnia za osiggniecia naukowe przyznana przez Rektora UAM w latach: 2015, 2016 i

2017 oraz uzyskanie stypendium naukowego w roku akademickim 2014/2015.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 z pdin. zm.), dlatego przedktadam wniosek do Rady Naukowej Wydziat Chemii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Adama Sajndg do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Potaczenie badan interdyscyplinarnych prowadzonych na pograniczu dwdéch dziedzin: chemii analitycznej i
medycyny jest niezwykle skomplikowane. W tym trudnym obszarze badarn pan mgr Adam Sajndg potrafit sie
znakomicie odnalezé, proponujac nowe rozwigzania analityczne, ktére z petnym sukcesem udato sie
zastosowac w badaniach poznawczych z zakresu stomatologii. Wyniki badan opisanych w przedtozonej pracy
doktorskiej, a szczegdlnie zaproponowanie wzorcoéw statych dopasowanych matrycowo do analizowanych
probek i zastosowanie w tym celu matrycy sproszkowanego biatko jaja kurzego uwazam za nowatorski

pomyst, dlatego wnioskuje o wyrdznienie zaprezentowanej pracy.

dr hgb. rWner



