Streszczenie

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

Intensywny rozwdj technik analitycznych umozliwia uzyskanie coraz wiekszej ilosci informacji z
badanego obiektu. Zasadniczo, w celu okreslenia zawartosci pierwiastkdw, szczegdlnie na poziomie
Sladowym, prdbke statg najpierw sie mineralizuje, a nastepnie analizuje powstaty roztwér technikami
spektroskopowymi, jak np. SN-ICP-MS, ICP-OES czy AAS. Procedura mineralizacji prowadzi do utraty
informacji o przestrzennym rozmieszczeniu i formie wystepowania pierwiastkbw w probce,
zapewniajgc jedynie usredniong zawartos¢ analitu w catej masie prébki. Zastosowanie metody LA-ICP-
MS pozwala na pomiar zawarto$ci pierwiastkbw na powierzchni probki statej bez potrzeby
mineralizacji préobki, generujac przestrzenne mapy rozmieszczenia i zawartosci analitdw o
rozdzielczosci do 10 um. Metoda LA-ICP-MS umozliwia analize prébek o matych wymiarach, rzedu kilku
mm i wadze kilku miligraméw, takich jak prébki kliniczne. Metoda charakteryzuje sie dwuwymiarowg
analizg powierzchni lub profilu gtebokosci prébki statej in-situ, zwykle minimalnym przygotowaniem
prébki przed analizg, dziataniem mikroniszczagcym na prébke oraz dobrymi wartosciami czutosci,
precyzji i granicy wykrywalnosci. LA-ICP-MS jest metodg poréwnawcza, ktéra opiera sie na pomiarze
sygnatéw serii wzorcow i ustaleniu zaleznosci kalibracyjnej przed analizg wtasciwej prébki. Ze wzgledu
na brak wzorcow i CRMow dedykowanych do analizy tkanek metodg LA-ICP-MS nalezy opracowywac i
stosowac alternatywne strategie kalibracji, tak aby warunki fizykochemiczne ablacji wzorcow i badanej
probki byty zblizone, umozliwiajgc poprawng analize iloSciowg prébek.

Przeprowadzone studia literaturowe majgce na celu pogtebienie posiadanej wiedzy na temat
bezposredniej analizy probek klinicznych metoda LA-ICP-MS ukazaty szerokie mozliwosci zastosowania
tej nowej zaawansowanej metody analitycznej w mapowaniu pierwiastkéw we fragmentach organdéw,
badaniu mechanizméw chorobowych, oddziatywaniu materiatéw protetycznych z otaczajaca tkanka,
transportem i miejscem dziatania lekéw. Jednoczesnie pozwolity zidentyfikowaé problemy pojawiajgce
sie podczas kreowania nowych procedur analitycznych, takie jak: opracowanie odpowiedniej strategii
kalibracji tak, aby zapewnic zgodnos¢ wzorcéw i prébki badanej, optymalizacja parametréow aparatury
w celu uzyskania intensywnych sygnatéw w okreslonym czasie generujac mapy zawartosci analitéw o
pozadanej rozdzielczosci przestrzennej, zapewnienie jakosci wynikéw pomiaréw, co wymaga

stosowania zwalidowanych procedur i zapewnienia spéjnosci pomiarowej przy jednoczesnym braku



odpowiednich CRMdw i wzorcow, dedykowanych metodzie LA-ICP-MS. W czesci literaturowej
omowiono nastepujgce zagadnienia: (i) podstawy fizykochemiczne metody LA-ICP-MS oraz mozliwosci
i ograniczenia w analizie prébek statych, takie jak interferencje, frakcjonowanie, koniecznos$é
opracowania indywidualnego podejscia do kalibracji, (ii) wybrane strategie kalibracji, (iii) aspekty
analizy probek klinicznych, (iv) przeglad literatury naukowej, w ktdorej do badan nad prdobkami
klinicznymi metodg LA-ICP-MS wdrozono zasady metrologii. W literaturze naukowej czesto brakuje
elementow metrologii chemicznej w pomiarach lub catkowicie jest ona pomijana. Wprowadzenie
metrologii w pomiarach chemicznych stanowi istotne i nieodtgczne narzedzie umozliwiajgce uzyskanie
miarodajnych i porédwnywalnych wynikéw analiz, ktérych osiggniecie jest mozliwe poprzez
przeprowadzenie walidacji procedury analitycznej, zapewnienie spdjnosci pomiarowej do wzorca
wyzszego rzedu i jednostek uktadu Sl oraz przedstawianie wyniku pomiaru wraz z niepewnoscia.

W czesci eksperymentalnej przedstawiono sposdb opracowania trzech procedur analitycznych w
celu uzyskania informacji o rozmieszczeniu i zawartosci analizowanych pierwiastkéw na powierzchni
badanych prébek metoda bezposredniej analizy prébki statej, LA-ICP-MS. Procedury rdznity sie
sposobem przygotowania prébek i wzorcéw, zastosowanym materiatem matrycowym wzorcéw oraz
parametrami wigzki laserowej. Do przygotowania wzorcéw uzyto materiatu matrycowego o sktadzie
zblizonym do badanych prébek btony $luzowej — sproszkowanego biatka jaja kurzego oraz CRMu
bedgcego sproszkowang tkankg kormorana. Po dodaniu roztworu analitu uzyskano serie wzorcow,
ktére postuzyty do wykredlenia krzywych kalibracyjnych. Aparatura pomiarowa zostata
zoptymalizowana pod katem uzyskania sygnatéw o wystarczajgcej intensywnosci, dobrej precyzji i
umozliwiajgcej stworzenie map zawartosci analitéw na powierzchni préobki o zadowalajacej
rozdzielczosci. Przeprowadzono walidacje istotnych parametrow metody analitycznej, takich jak
liniowos¢, granice wykrywalnosci, precyzje i poprawnos¢, stosujgc CRMy na bazie miesni ryb i
wotowych. We wszystkich pomiarach zapewniono i wykazano spdjnos¢ pomiarowg poprzez
zastosowanie CRMéw i roztwordéw wzorcowych opatrzonych certyfikatem zapewniajgcym zachowanie
spojnosci z wzorcami wyzszego rzedu oraz analize wzorcow metodg odniesienia SN-ICP-MS, po
poprzedniej mineralizacji.

Opracowang i zwalidowana procedure analityczng zastosowano do analizy fragmentéw btony
Sluzowej jamy ustnej majacej kontakt z implantami na bazie tytanu i stopu TI6AI4V. Uzyskane
dwuwymiarowe mapy zawartosci pierwiastkdw bedacych sktadnikami elementéw implantu (Ti, Al, V)
wskazujg jednoznacznie na obecnosc duzej ilosci tych pierwiastkdw na powierzchni badanych tkanek.
Zastosowanie procedur z wigzka laserowg o zmniejszonej Srednicy pozwolito na poprawe rozdzielczosci
uzyskiwanych map, a zastosowanie mikroskopii optycznej umozliwito wykonanie fotografii
powierzchni tkanek. Wymienione narzedzia wskazaty, ze gtéwnym zrddtem wysokich sygnatow

analizowanych pierwiastkdw sg liczne drobiny metaliczne o wymiarach do ok. 100 um. Drobiny te s3



pozostatoscig po zabiegu implantacji lub uwalniajg sie podczas uzytkowania implantu oraz w wyniku

korozji implantu w zmiennym $rodowisku jamy ustne;.



