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Wykaz skrotow i pojec

Termin Objasnienie
angiogeneza wytwarzanie nowych naczyn krwiono$nych
anionorodnik , . s
ponadtlenkowy czasteczka tlenu ktora przylaczyla jeden elektron, O,
choroba . . . . . .
nieprawidlowy 1 nadmierny rozrost tkanki ustroju
nowotworowa
. leki przectwnowotworowe, zaklécaja zdolnosci podziatu i
cytostatyki L .
mnozenia si¢ komoérek nowotworowych
deoksyhemoglobina | zredukowana forma hemoglobiny
dialdehyd produkt rozpadu reszt wielonasyconych kwasow
malonowy tluszczowych, COH-CH,-COH
DPcX ENTELLAN zwiazek §1uzatcy do syntetycznego zamykania wybarwianych
preparatow,
dysmutaza enzym (biatko) bioracy udzial w reakcjach chroniacych

nadtlenowa (SOD)

organizmy korzystajace z dwutlenu przed szkodliwymi
produktami ubocznymi metabolizmu O,

biatko biokatalizator przeprowadzajacy reakcje chemiczne w

chzym organizmach zywych
tetrabromofluoresceina C,\H Br,O;, odczynnik do
eozyna o .
wybarwiania preparatow
etiologia nauka o przyczynach choréb
fayalit Fe ,SiO,, mineral, krzemian zelaza
formvar polimer organiczny - zmodyfikowany poliwinyl formaliny,
FTIR Fourier Transform InfraRed — spektroskopia furierowska w

podczerwieni

glutation (GSH)

(C,H,;,O¢N;S, glutamylocysteinyloglicyna)-tripeptyd,
sktadajacy si¢ z reszt aminokwasowych kwasu
glutaminowego, cysteiny i glicyny

hematoksylina barwnik cytologiczny
hematyt zelaziak czerwony, Fe,O,, mineral, tlenek zelaza,
inhibitor substan.c]a powodu)a%ca zmniejszenie szyl?koscl lub niekiedy
catkowite zatrzymanie reakcji chemicznej
katalaza (CAT) enzym 'rozklada]a‘cy toksyczny ngdt}er@k wqdoru
powstajacych w procesach utleniania biologicznego
ksylen rozpuszczalnik; dwumetylobenzen - C (H,(CHj;) ,
zelaziak magnetyczny, Fe;O, lub FeO- Fe,O; tlenek
magnetyt dwuzelaza(I1l) i zelaza(ID)
MDL Minimum Detectable Limit
.. substancja chemiczna, jedna z odtrutek swoistych, stosowana
metalotionina . . .. . . . .
w wielu zatruciach réznymi zwiazkami chemicznymi
mineralizacja chemiczny rozklad substancji organicznych na proste

substancje nieorganiczne




oksyhemoglobina

HbO,, utlenowana forma hemoglobiny

enzym ochronny umozliwiajacy zajécie reakcji utleniania

roksydaz . . . .
pfu?atig’nf)vja glutationu w wyniku czego nadtlenek wodoru moze by¢
g usuni¢ty z komoérek
PIXE Proton Induced X-ray Emission — protonowa analiza

fluorescencyjna promieni X
. . rozmnazanie si¢, rozprzestrzenianie si¢, odradzanie si¢
proliferacja komérek
romotor substancja dodana do katalizatora przyspiesza reakcje
p chemiczna, sama nie ma na nig wplywu
PSA prostate specific antigen, enzym glikoproteinowy
R(E)BS Rutherford (Elastic) BackScattering — razefordowskie
(elastyczne) wsteczne rozpraszanie
rodnik czasteczka ‘OH powstala na skutek rozpadu czasteczki wody
wodorotleno (oderwaniu si¢ atomu wodoru) — nie jest to anion
Y wodorotlenowy OH™
rodnik wodorowy atom wodoru "H, posiada jeden niesparowany elektron
SRIXE Synchrotron Radiation Induced X-ray Emission —

synchrotronowa analiza fluorescencyjna promieni X

stopien Gleasona

liczba okreslajaca stopien ztosliwosci guza w skali 2 - 10

stres oksydacyjny

stres tlenowy wystepujacy w komoérkach zywego organizmu

Tumor (guz), Nodules (wezty chlonne), Metastases

TNM (przerzuty odlegle)

troiolicervd czasteczki ttuszczu zbudowane z diugich tancuchéw kwaséw
jglicerycy tluszczowych 1 glicerolu,

TRXRF Total Reflection X-Ray Fluorescence — fluorescencja

catkowitego odbicia promieni X

wolne rodniki

atomy lub czasteczki posiadajace na zewnetrznej powloce
pojedynczy lub dwa niesparowane elektrony

XANES

X-ray Absorption Near Edge Structure — struktura absorpcji
promieniowania X w poblizu progu

XRF

X-Ray Fluorescence — fluorescencja promieniowania X




Wstep

Rozwdj analitycznych metod fizycznych wykorzystujacych czastki natadowane
oraz promieniowanie synchrotronowe pozwolil na zastosowanie ich w wielu
dziedzinach nauki, a w szczegdlnosci w biologii i medycynie. Zastosowanie tych
metod umozliwia prowadzenie badan w mikro obszarach tkanek, a nawet w
pojedynczych komoérkach. Z koncem dwudziestego wieku nastapil znaczny rozwoj
metod, dzigki ktérym mozna prowadzi¢ jednoczesng analize skladu pierwiastkowego
oraz stopnia utlenienia metali wystgpujacych w materiatach biologicznych na
poziomie §ladowym.

Ciagta potrzeba prowadzenia prac badawczych z zakresu diagnostyki medycznej
staje si¢ Inspiracja do rozwoju metod, za pomoca ktérych bedzie mozna
odpowiedzie¢ na nurtujace Srodowisko medyczne pytania dotyczace: etiologii
powstawania choréb, mozliwosci ich wezesnego diagnozowania, zapobiegania i
leczenia. Aby moéc udzielic odpowiedzi na wiele pytan z tego zakresu wciaz jeszcze
musza by¢ prowadzone prace badawcze przez wiele $rodowisk naukowych
wspolpracujacych ze soba. W pracach tych szczegdlne znaczenia przypada wiasnie
fizyce, ktéra dysponuje specyficznymi metodami pozwalajacymi na prowadzenie
badan w mikro a nawet nano obszarach.

Pierwiastki §ladowe odgrywajace wazna role¢ w organizmie czlowieka sa czgstym
obiektem badan. Istotnym jest poznanie skiadu chemicznego oraz stezen
pierwiastkéw §ladowych wystepujacych w poszczegdlnych narzadach, tkankach, i
komorkach. Przedstawiona rozprawa habilitacyjna dotyczy badan materialow
biomedycznych pobranych od pacjentéw ze schorzeniami ukladu moczowego.
Badany material to: kamienie nerkowe, tkanki nerek i prostaty. Zaprezentowane
wyniki pomiarowe dotycza stosowania réznorodnych  fizycznych metod
analitycznych, do ktérych mozna zaliczy¢: PIXE (Proton Induced X-ray Emission),
AAS  (Atomic Absorptopn = Spectroscopy), R(E)BS (Rutherford (Elastic)
BackScattering), XRF (X-Ray Fluorescence), TRXRF (Total Reflection X-Ray
Fluorescence), SRIXE (Synchrotron Radiation Induced X-ray Emission), FTIR
(Fourier Transform InfraRed), oraz XANES (X-ray Absorption Near Edge
Structure).

Niektére metody fizyczne staly si¢ konkurencyjnymi do metod chemicznych z
uwagi na mozliwo§¢ prowadzenia badanl i analiz materialow biologicznych nie
powodujac ich destrukciji. Mozliwo$¢ jednoczesnego pomiaru badanych zwigzkow i
zachowania struktury tkanek stanowi gléwng zalete wielu metod fizycznych i daje

szereg mozliwosci przeprowadzania réznorodnych analiz na tym samym materiale
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badawczym. Waznym aspektem tych mozliwosci jest wzajemne wspieranie
rozwijajacych si¢ metod diagnostycznych wynikami badan podstawowych jakie
oferuja te metody.

Rozprawa habilitacyjna obejmuje 9 wybranych publikacji powstatych w okresie
1992 — 2003, opublikowanych w recenzowanych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym [H1 — H9]™ . Przedstawione w rozprawie habilitacyjnej prace
dotycza gléwnie analiz skladu pierwiastkow wystepujacych w tkankach nerek,
prostaty oraz w zlogach mineralnych (kamieniach nerkowych i kamieniach
z6lciowych). Badajac sklad pierwiastkowy zlogéw mineralnych nalezalo zwrécié
szczegolng uwage na poprawng interpretacje danych eksperymentalnych z uwagi na
wystepujacy efekt matrycy. Wykorzystanie metod PIXE, R(E)BS i FTIR pozwolito
na doglebna analize tego efektu i opracowanie procedury jego korekciji.

W celu dokonania analiz skladu pierwiastkowego wykorzystano metody SRIXE
oraz PIXE nie tylko do okreslenia usrednionego skladu, ale takze, przy pomocy
ukladéw mikrowigzkowych, dokonano analizy rozkladu przestrzennego stezen tych
pierwiastkéw. Wskazano na poszczegdlne struktury tkankowe, w ktorych stezenia
pierwiastkow istotnie rézniq si¢ miedzy soba. Wskazano na wystepowanie korelacji
pomiedzy rozkladem stezenia pierwiastkéw S$ladowych a charakterem badanych
tkanek.

Z punktu widzenia wspdlczesnej medycyny posiadanie tylko informacji o
stezeniach pierwiastkéw sladowych nie jest wystarczajace. Wykonanie dodatkowych
badan okredlajacych stopien utlenienia wybranych pierwiastkow jak tez sklad
chemiczny badanej prébki daje pelniejszy obraz o zachodzacych w niej procesach.
Dlatego tez, w tej pracy przedstawiono zastosowanie metody XANES w celu
okreslenia stopnia utlenienia zelaza wystepujacego w badanych prébkach. Natomiast
inna metoda badawcza jaka jest FTIR  postuzyla do okreslenia zwiazkéw i
konfiguracji wiazan grup typu CH, OH, CO wyst¢pujacych w ztogach mineralnych i
tkankach.

Cele prac mialy charakter poznawczy oraz metodyczny z oczywistymi
implikacjami potencjalnych zastosowan praktycznych w zakresie diagnostyki 1 terapii
nowotworéw. Obejmuja one:

a. Opracowanie procedur przygotowania tkanek tak, by pomiary mozna byto
prowadzi¢ na zachowanych strukturach tkankowych, umozliwiajacych

mapowanie,

* Prace oznaczone symbolami H1 — H9 pochodza 7 listy kserokopii oryginalnych prac (Rozdzial VIII).
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b. Wzbogacenie informaciji o zmianach nowotworowych, mogacych stanowi¢
przyczynek do poznania etiopatogenezy zjawiska nowotworzenia poprzez
okreslenie:

e skladu pierwiastkowego tkanek zdrowych i nowotworowych metodami

mikro-PIXE i mikro-SRIXE,

e stopnia utlenienia zelaza w tkankach metoda XANES, pierwiastka
bedacego jednym z katalizatoréw reakcji Fentona.

Powyzsze analizy pozwola okresli¢ metale mogace wspomagac reakcje Fentona,
w wyniku ktérej powstaja wolne rodniki bedace zwigzkami silnie karcenogennymi.

Nowatorstwem prowadzonych prac, jak si¢ wydaje, jest pionierskie zastosowanie
metody micro-XANES w ukladzie fluorescencyjnym do badan tkanek
nowotworowych 1 zdrowych. Spotykane w literaturze prace badawcze dotyczyly
gléwnie analiz hodowli komoérkowych, a nie tkanek pochodzacych od pacjentéw
leczonych z powodu choréb nowotworowych. Wydaje si¢ tez, ze okreslenie
zrdznicowanego stopnia utlenienia zelaza, wystepujacego w niewielkich stezeniach w
tkankach zdrowych i nowotworowych pozwolito na zbadanie reakcji Fentona jak tez
potwierdzito wystgpowanie zjawisk angiogenezy. Przedstawione wyniki prac
niewatpliwie wytycza¢ beda nowe kierunki i mozliwosci badan nad powaznym
zagrozeniem XXI wieku jakim s3 wciaz rozwijajace si¢ choroby nowotworowe.

Olbrzymie znaczenie w prowadzonych pracach badawczych mial bezposredni
dostep do odpowiednich preparatow dzigki wspolpracy z Zaktadem i Katedrg
Histologii oraz Katedra Patomorfologii Colegium Medicum Uniwersytetu
Jagielloniskiego 1 Oddziatem Urologii Szpitala Miejskiego im. Gabriela Narutowicza
skad pobierany byl material badawczy.

Rozprawa sklada si¢ z wstepu, szeSciu rozdzialdéw, spisu literatury oraz
kserokopii oryginalnych. W celu zdefiniowania oraz pelniejszej oceny materialu
biomedycznego, rozdzial 1 poswigcono szczegdélowemu omoéwieniu metod jego
preparatyki, natomiast rozdzial II pokrétce omawia schorzenia uktadu moczowego,
ktérym poswiecono omawiane w rozprawie badania. Z uwagi na role jaka odgrywajq
pierwiastki §ladowe w organizmie czlowieka dokonano jej charakterystyki w rozdziale
III. Rozdziat IV zostal poswigcony krotkiej charakterystyce metod analitycznych ze
szczegdlnym uwzglednieniem metody XANES, ktéra dopiero w ostatnich latach
zostala zastosowana jako narzedzie badan materialéw biomedycznych. Glowne
miejsce rozprawy zajmuje rozdzial V, w ktérym przedstawiono zastosowania
opisanych metod do badan wybranych schorzen. Rozprawe zamyka rozdzial VI
bedacy podsumowaniem, prezentujacy wnioski jakie mozna wyciagnaé na bazie

przedstawionych wynikéw pomiarowych.
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I. Materiat biomedyczny i jego preparatyka.

Przez material biomedyczny nalezy rozumie¢ kazdy material badawczy
pochodzenia roslinnego, zwierzecego lub ludzkiego. Do materialéw tych zaliczamy:
tkanki roslin znajdujacych zastosowanie w naukach medycznych (np. ziota), tkanki
zwierzecych lub ludzkich migsni, organdw, kosci 1 plynéw ustrojowych. W tej pracy
omowione sg jedynie tkanki kosci [H1], plynéw ustrojowych (krwi i osocza) [H4,
H7] , oraz nerki [H2, H3, H6, H8] i prostaty [H9]. Ponadto badanym materialem
biomedycznym byly ztogi mineralne (kamienie nerkowe i zoélciowe) pochodzenia
ludzkiego [H4, H5].

Wielokrotnie uzyte w tej pracy okredlenie ,,probka” oznacza pobrany material
badawczy, natomiast ,,tarcza pomiarowa’” jest tym fragmentem prébki, ktéry podlega
bezposredniej analizie.

Technika preparatyki tarcz pomiarowych odgrywa istotng role w analizie sktadu
pierwiastkowego badanego materiatu. Powtarzalnos¢ i dokladnos¢ otrzymanych
wynikéw pomiarowych jak réwniez osiagniecie niskich wartosci czynnika MDL
(Minimum Detectable Limit) [1] zalezy od wybranej techniki. Dlatego tez wlasciwy
dobor techniki przygotowania materialu badawczego do analiz jest bardzo istotny
[H7]. Tak wiec, w zaleznosci od postawionego problemu badawczego oraz wyboru
metody  analitycznej  probka  poddawana  jest réznorodnym  procesom
przygotowawczym [H7, 2]. Tarcze pomiarowe, generalnie, mozemy podzieli¢ na dwa
rodzaje: grube i cienkie. Klasyfikacja tarcz na grube i cienkie nie jest jednoznaczna i
zalezy m.in. od wybranej metody analitycznej. W przypadku promieniowania
synchrotronowego klasyfikacja tarcz w duzym stopniu zalezy od energii padajacego
promieniowania (dla wigzek monochromatycznych) oraz od skladu pierwiastkowego
badanego materiatu, wlaczajac w to sktad matrycy [2]. Jak pokazano w pracy [3] dla
metody PIXE fatwo wyr6zni¢ wspomniane kategorie typow tarcz.

Doborowi procedury preparatyki tarcz pomiarowych poswigcono pracg [H7], w
ktorej zestawiono wyniki analiz metodami XRF, PIXE, TRXRF.

W celu obnizenia warto$ci MDL dla analiz typu ,,bulk”, prébka poddawana jest
procesowi mineralizacji, ktéry opisano w pracach [3, 4]. Ze zmineralizowanych
probek przygotowuje si¢ zwykle tarcze cienkie do analiz z uzyciem wigzki jonow czy
promieniowania synchrotronowego. Nalezy jednak pamigtaé, ze proces mineralizacji
powoduje catkowite zniszczenie struktury materialu badawczego.

Analiza sktadu pierwiastkéw zawartych w probce wymaga uwzglednienia szeregu
efektow [5] w tym efektu samoabsorbcji charakterystycznego promieniowania X w

materiale matrycy. Wplyw efektéw matrycowych na analize skladu pierwiastkowego
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przedstawiono w pracach [H1, H4, H5] w ktorych opisano procedury kalkulacyjne i
korekeyjne uwzgledniajace te efekty do obliczen stezen pierwiastkow sladowych.
Natomiast chcac analizowaé rozklad pierwiastkow $ladowych w réznych
strukturach materialu badawczego, tarcze pomiarowe przygotowano w formie
pastylek [H5] lub np. dysku wycictego z prébki w przypadku zlogéw mineralnych.
Rozciety kamien nerkowy po wypolerowaniu powierzchni doskonale uwidacznia
swoja strukture wewnetrzng. Przyklad probek kamieni nerkowych przeznaczonych

do analizy skladu pierwiastkowego pokazany jest na rys. 1.

Rys. 1. Przyklad probek kamieni nerkowych przeznaczonych do analizy skladu

pierwiastkowego.

Widoczne rézne fazy narastania zlogu (zwlaszcza w tarczach oznaczonych lit. Z)
zwiazane sa ze zmiennym Srodowiskiem (dietq pacjenta), w ktoérym nastgpuje jego
WZIOst.

Rowniez, tarcze przygotowano ze skrawkow cietych w  mikrotomie. W
przypadku tkanek, skrawki pochodza z tzw. ,,mrozakéw” uzyskanych z wezesniej
zamrozonych prébek bez dodawania plynéw utrwalajacych [H2]. W zaleznosci od
czasu jaki uplywa od zabiegu operacyjnego do przygotowania tarcz, probki sa
zamrazane zwykle w cieklym azocie na szybko odprowadzajacych ciepto metalowych
podkladkach. Zaleta ,szybkiego” mrozenia jest zachowanie struktury oraz
zatrzymanie procesow kinetycznych zachodzacych w tkankach co pozwala na analize
okreslonego, aktualnego stanu proceséw zachodzacych w komorkach. Jednakze
skrawanie odbywa si¢ zwykle w temperaturze ok. 253 K (— 20 °C). ,,Szybkie
zamrazanie” jakim wydaje si¢ by¢ zamrazanie w cieklym azocie ma tez swoje ujemne
strony z uwagi na wystgpowanie zjawiska wytwarzania otoczki gazowej wokot
preparatu tzw. efektu Leidenfrosta [6], co utrudnia — spowalnia — proces mrozenia

oraz stwarza mozliwos¢ mechanicznego uszkodzenia tkanek powodujac ich pekanie.
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Grubos$¢ skrawkow przeznaczonych do analiz skladu pierwiastkowego zwykle
zawiera si¢ w przedziale od 10 pm do 20 um. Skrawki nanoszone byly na podktadki z
folii Mylarowych™ o grubosci 2,5 um, badZ na podktadki formvarowe (Formvar™ —
polivinyl formaliny). Formvar rozpuszcza si¢ w chloroformie i w postaci cieklego
roztworu nanosi si¢ go na powierzchni¢ wody aby po odparowaniu chloroformu
cienka blonke nanie$¢ na ramke. Tarcze pomiarowe przygotowane w formie
skrawkow nie podlegaja zadnej obrébce chemicznej ani mechanicznej. W takiej
formie  tkanki poddawane byly naswietlaniom wigzka promieniowania
synchrotronowego badz mikrowiazka protonowsa. Natomiast po wykonaniu analiz
tkanki zwykle byly wybarwiane w celu identyfikacji analizowanych obszaréw.
Wybarwienie ich umozliwia dokonanie zobrazowania histologicznego struktur i
komorek tkankowych.

Proces wybarwienia preparatu polega na poddaniu skrawkéw obrébee
chemicznej [7]. Skrawki umieszczone na szkietku mikroskopowym badz podkladce
Mylarowej wkladane sa do 4% roztworu formaliny na okres 5 min. Nastepnie
przeplukiwane sq woda destylowang i nakrapiane hematoksylling. Po uplywie 7 minut
ponownie przeplukiwane sa woda destylowana nastepnie zanurzane na 5 sekund w
eozynie 1 znéw przeplukiwane woda destylowana. Po przeplukaniu preparat podlega
odwodnieniu poprzez zanurzenie go w 96% roztworze alkoholu etylowego na okres
1 minuty, a nastgpnie w 100% alkoholu etylowym réwniez na okres 1 minuty. Tak
przygotowany preparat jest zanurzany na okres 4 minut w ksylenie, po czym
zamykany syntetycznym DPcX - ENTELLAN [8] 1 nakrywany szkietkiem
nakrywkowym. Ponizszy rysunek przedstawia przykladowe zdjecia preparatéw nie
wybarwionych przeznaczonych do pomiaru i wybarwionych przed pomiarem
sasiednich skrawkow tych preparatow. Wybarwione, sasiadujace skrawki stuzyly do

identyfikacji obszaréw przeznaczonych do pézniejszych analiz prowadzonych przy

uzyciu wiazki promieniowania synchrotronowego.




a) b)

Rys. 2 a, b. Preparaty prostaty nie objetej guzem a) preparat przeznaczony do
pomiaru, b) sasiedni skrawek wybarwiony przed pomiarami SRIXE i XANES.

9 d)

Rys. 2 ¢, d. Preparat prostaty objetej guzem a) preparat przeznaczony do pomiaru, b)
sasiedni skrawek wybarwiony przed pomiarem. Na zdjeciach ¢ i d zaznaczono
odpowiadajace sobie obszary objete kropkowanym prostokatem. Granice zmian
nowotworowych w preparatach zaznaczone sq liniami ciagtymi.

Przeprowadzenie analiz preparatow przedstawionych na rys. 2 a i ¢ oraz
pozniejsza weryfikacja miejsc pomiarowych nie bylaby mozliwa bez wczesniej
przygotowanych i wybarwionych preparatéw, prezentowanych na rys. 2 b i d,

poddanych ocenie histopatologiczne;.
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II. Charakterystyka metod badawczych

W §wiatowej literaturze naukowej [9 — 17] oraz moich opracowaniach zawartych
np. w pracach [H1, 2, 5, 18 — 23] poswigcono wiele miejsca charakterystyce metod
badawczych wykorzystywanych do badan materialéw biomedycznych. Do metod
tych mozna zaliczy¢:

1) SRIXE - Synchrotron Radiation Induced X-ray Emission

2) TRXREF - Total Reflection X-Ray Fluorescence

3) PIXE - Proton Induced X-ray Emission

4) PIGE - Proton Induced Gamma-ray Emission

5) R(E)BS - Rutherford (Elastic) Backscattering

6) FTIR - Fourier Transform InfraRed
Dlatego tez w tym rozdziale ograniczam si¢ jedynie do kroétkiego ich opisu, a bardziej
szczegdlowo omoéwie metode XANES z uwagi na pewnego rodzaju novum jakim
stala si¢ ta metoda w badaniach biomedycznych.

Wspdlng cecha fluorescencyjnych metod: SRIXE, TRXRF i PIXE jest
mozliwo§¢ dokonywania analiz skladu pierwiastkowego opartych na analizie
fluorescencyjnej, dla pierwiastkéw o liczbach atomowych Z = 12.  Analiza
fluorescencyjna polega na rejestracji charakterystycznego promieniowania X
emitowanego z atomow na skutek ich wzbudzenia. W zaleznosci od sposobu
wzbudzenia atomu, mamy do czynienia z metodami:

- SRIXE — w tym przypadku wzbudzenia dokonuje promieniowanie synchrotronowe
(synonimem nazwy tej metody jest SR-XRF - Synchrotron Radiation X-ray
Fluorescence),

- TRXRF — wzbudzenie atomu nastepuje fotonami pochodzacymi z lampy
rentgenowskiej lub promieniowaniem synchrotronowym skierowanym na tarcze
pomiarows pod bardzo matym katem w stosunku do powierzchni prébki,

oraz

- PIXE — emisja charakterystycznego promieniowania X nastepuje pod wplywem
bombardowania atomu, czastkami naladowanymi - zwykle protonami.

Wzbudzony atom dazy do osiagnigcia minimum energii przez niemal
natychmiastowe (po czasie ok. 107 s) zapelnianie pustych stanéw elektronowych,
powstatych wskutek jonizacji wewnetrznych powlok, przez elektrony znajdujace si¢
w wyzszych stanach energetycznych. Przy przejsciu elektronéw z wyzszych stanéw
energetycznych towarzyszy im np. emisja kwantu X o energii rownej réznicy energii
wiazania na poszczegoélnych powlokach pomiedzy ktérymi zachodzi przejscie. Kazdy

atom posiada $cisle okreslone poziomy energetyczne dostgpne do obsadzenia przez
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elektrony. Mozliwe energie emitowanych kwantéow X, zgodnie z regutami wyboru dla

ktérych: A n # 0, |All= 1, |Aj|= 0, 1 (przejscia dipolowe), sq dla tych atoméw

charakterystyczne. To widmo promieniowania charakterystycznego X stanowi

podstawe analizy skladu pierwiastkowego badanych materialéow. Istotnymi zaletami

tych metod wyrdzniajacymi je z posréd innych metod analitycznych sa:

e bardzo krotki czas analiz,

e nieniszczacy charakter analizy (szczegdlnie metoda TRXRE),

e mozliwo$¢ analiz w mikroobszarach (nie dotyczy metody TRXRF),

e mozliwo$¢ analizy wielopierwiastkowej w dowolnej atmosferze,

e mozliwo$¢ analizy przy pomocy wiazki bialej lub monochromatycznej (dotyczy

zastosowania promieniowania X),

e bardzo dobra wykrywalnos¢, nawet ponizej 10 ppb (szczegélnie metoda TRXRE).
Dodatkows zaleta metody TRXRF jest rejestracja niemal beztlowego widma

promieniowania charakterystycznego X z uwagi na jego rejestracje detektorem

ustawionym prostopadle do plaszczyzny prébki (kierunku padania wiazki).
Przeprowadzajac eksperymenty z wiazka promieniowania synchrotronowego

nalezy pamietac, ze skolimowana wiazka promieniowania synchrotronowego niesie ze

sobg duza porcje energii, ktérej depozycja nawet przez krotki czas w tarczy pomiarowe;

moze spowodowal jej uszkodzenia. Uszkodzenia takie udalo si¢ zaobserwowaé

prowadzac analizy cienkich skrawkéw  tkanek  polozonych na  podktadkach

mylarowych. Przyklad widocznych zmian obrazu tkanki spowodowanych wiazka

Przyktady
kanalikow
nerkowych

Rys. 3. Tkanka nerki prawidlowej (nie zmienionej nowotworowo). Widoczny
klebuszek nerkowy wraz z kanalikami proksymalnymi i dystalnymi. W dolnej czesci
zdjecia widoczne sa ukosdne linie bedace §ladem pozostawionym przez skolimowang
wiazke biala promieniowania synchrotronowego.

Naswietlajac probke jonami (w przypadku tej pracy protonami), oprocz zjawiska

fluorescencji mozemy obserwowac emisj¢ promieniowania gamma 1 wtedy méwimy
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o metodzie PIGE, badz rejestrowaé widmo wstecznie rozproszonych jonéw 1 wtedy
mamy do czynienia z metoda R(E)BS.

Rejestrowane  promieniowanie = gamma jest skutkiem  oddzialywania
elektromagnetycznego wiazki protonéw z jadrami atoméw tarczy pomiarowej
powodujac wzbudzenie tych jader — wzbudzenie kulombowskie. Przejsciu jadra do
stanu podstawowego towarzyszy emisja promieniowania gamma co mozna zapisac

(p, PY)- Jadra atoméw moga ulec wzbudzeniu rowniez poprzez reakcje jadrowe —

reakcje rezonansowe typu: (p, v), (p, &y) oraz (p, ny).

Glowng zaleta metody PIGE jest jej komplementarno$¢ do metody PIXE i
mozliwo$¢ prowadzenia jednoczesnych analiz. Probka nie wymaga dodatkowe;j
obrobki podobnie jak i tarcza pomiarowa. Metoda stuzy do oznaczania stezen
lekkich pierwiastkow, gtéwnie Li, F, Na, Mg i Al Jednakze w tej pracy metoda ta nie
byla stosowana.

Metoda R(E)BS stosowana jest do badan skladu pierwiastkowego cial stalych,
ukladéw wielowarstwowych, stopow, materialéw geologicznych 1 substancji
organicznych. Bombardujacy tarcze proton czy czastka alfa wnikajac do badanej
prébki oddzialuje z elektronami stopniowo tracac energi¢ i ulega elastycznemu
rozproszeniu na jadrze pierwiastka. Dzigki znajomosci  kinematycznego
wspolczynnika rozpraszania 1 przekrojow czynnych na rozpraszanie mozna z widma
energetycznego wstecznie rozproszonych czastek wyznaczy¢ mase rozpraszajacego
jadra a tym samym pierwiastek wchodzacy w sklad badanej prébki oraz rozktad
glebokosciowy stezenia atoméw. Z uwagi na czulo$é tej metody (wykrywalne
minimalne stezenia pierwiastkéw sa na poziomie 1 %), metoda ta stosowana byla w
tej pracy do okreslenia skladu matrycy materialu organicznego poprzez okreslenie
stezen glownie: wodoru, wegla, azotu i tlenu. Podobnie jak PIGE metoda R(E)BS
jest komplementarng do metody PIXE i moze by¢ wraz z nia stosowana podczas
tego samego naswietlania tarczy pomiarowej. Tak wigc, podobnie jak w przypadku
metody PIGE, ani prébka ani tarcza nie wymaga dodatkowej obrébki i
przygotowania. Przykladowe widma R(E)BS zamieszczono w pracach [H1, H4,
H5].

Omawiane dotychczas metody pozwalaly na okreslenie skladu pierwiastkowego
badanej probki nie méwiac nic o wzajemnych wiazaniach atoméw poszczegélnych
pierwiastkéw, czyli zwiazkach w jakich wystepuja. Informacje o strukturach
molekularnych dostarcza metoda spektroskopii w podczerwieni. Szczegdlna jej
odmiang jest metoda FTIR pozwalajaca na prowadzenie pomiaréw w powietrzu.

Metoda spektroskopii w podczerwieni polega na rejestracji promieniowania

elektromagnetycznego z zakresu podczerwieni (podczerwien bliska miesci sie¢ w
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zakresie 0,75 pm — 2,5 pm; $rednia 2,5 um — 50 pm; daleka 50 pm — 1000 pm)
emitowanego lub zaabsorbowanego przez czasteczke na skutek przejs¢ miedzy
stanami rotacyjnymi lub oscylacyjno-rotacyjnymi czasteczki. Poszczegdlne molekuty,
a tym samym poszczegélne wigzania atomow, opisane sa $ciSle okreslonymi
czestodciami drgan charakterystycznych. W ten sposéb mozna, dzigki analizie widma
promieniowania podczerwonego, okredli¢c sklad chemiczny badanych probek
poprzez analiz¢ pasm charakterystycznych dla drgan wystepujacych w czasteczkach.
Dodatkowo mozna wyznaczy¢ stezenia obserwowanych czasteczek poprzez analize
natezenia odpowiednich pasm. Przykladowe widma z analiz FTIR zamieszczono w

pracach [H1, H4, H5].

Metoda XANES - X-ray Absorption Near-Edge Structure stosowana jest od
wielu lat na wiazkach promieniowania synchrotronowego zaréwno w ukladzie
pomiarowym transmisyjnym jak tez fluorescencyjnym [24, 25]. Z uwagi na
prowadzenie analiz skiadu pierwiastkowego tkanek metoda SRIXE, dla celow tej
pracy, wykorzystywano ten sam ukiad pomiarowy do analiz XANES. W tym
przypadku zmieniany byl jedynie zakres energetyczny padajacych fotonéw w celu
uzyskania widm obrazujacych strukture progu absorpciji.

Struktura progu absorpcji opisana jest funkcja zaleznosci wspotczynnika
absorpcji od energii padajacego promieniowania rentgenowskiego u(E), wyrazonego
przez tzw. ztota regute Fermiego:

p(E) = | M; | o(®)
gdzie:
M, = <W|e*"r

W> jest elementem macierzowym przejécia elektronu z
glebokiego stanu rdzeniowego do niezajetego stanu pasma przewodnictwa,

o(E) jest funkcja gestosci standw energetycznych pasma przewodnictwa.

PrzejSciom elektronu towarzysza reguly wyboru okreslone dla elektrycznych
dipolowych przejs$¢ elektronowych poprzez |Al| =1, |A] | =0,1.

Wspolczynnik absorpcji  zalezy od energii  padajacego promieniowania
rentgenowskiego i w tak zwanym obszarze Kossela jego warto$¢ raptownie wzrasta
wraz ze wzrostem energii tego promieniowania tworzac ostra krawedZz absorpcji
rentgenowskiej. Powstanie tej krawedzi jest wynikiem rezonansowego wzbudzenia
elektronoéw rdzeniowych do niskich stanéw pasma przewodnictwa, natomiast
obserwowana struktura tuz powyzej krawedzi absorpcji (przyjmuje si¢, ze obszar

Kossela sigga okolo 50 eV powyzej progu absorpcji) odzwierciedla rozklad gestosci
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stanow energetycznych pasma przewodnictwa, o(E) tzw. rzutowanych gestosci
stanow pasma przewodnictwa.

Funkcja opisujaca zaleznos$¢ wspotczynnika absorpcji od energii promieniowania
rentgenowskiego  odzwierciedlona moze by¢ poprzez pomiar natezenia
fluorescencyjnej linii emisyjnej (charakterystycznego promieniowania X) badanego
materialu  w  zaleznosci od energii monochromatycznego promieniowania
rentgenowskiego [25].

W tej pracy analizy XANES przeprowadzano w oparciu o krawedz K. Energia
padajacego kwantu promieniowania synchrotronowego absorbowana jest przez
elektron z powloki K, co umozliwia mu przejscie w wyzszy stan energetyczny. Jak
wiadomo, atom nie pozostaje w tym stanie energetycznym zbyt dlugo i zwykle po
czasie ok. 10" s nastepuje reemisja i zapelnienie powtoki K [2]. Zmieniajac energie
padajacego promieniowania X powodujemy wybicie elektronéw z powloki K i
nadanie im okredlonej energii pozwalajac zaja¢ odpowiednie stany energetyczne w
pasmie przewodnictwa (odpowiada to przejsciu elektronu ze stanu 1s’ do stanéw
typu p w pasmie przewodnictwa). Stad tez, mozliwym jest odzwierciedlenie struktury

stanow zwigzanych w strukturze pasm energetycznych atomu czy molekuly.

A/ ® ; Pasmo przewodnictwa

Energia Fermiego

Przerwa wzbroniona

hv ; Pasmo walencyjne

v v Stan rdzeniowy

Rys. 4. Schemat wzbudzenia atomu i reemisji do stanéw rdzeniowych atomu.

Potozenie krawedzi absorpcji w widmie XANES zalezne jest od stopnia
utlenienia badanego atomu oraz struktury krystalicznej. Przesunigcie krawedzi w
strong wyzszych energii zwigzane jest ze zmiang (wzrostem) energil wigzania
elektronu 1s na skutek przesunigcia ladunku od badanego atomu w strone
tworzacych molekule innych atoméw co w materiale biologicznym (widma XANES
dla Fe w oksy- i deoxy-hemoglobinie) zaobserwowano juz w 1977 roku [24]. W
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widmach XANES, czesto obserwuje si¢ wystgpowanie piku przed-krawedziowego.
Pojawienie si¢ tego piku tlumaczy si¢ istnieniem stanu energetycznego elektronéw 3d

w pasmie wzbronionym [206].
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ITI. Rola pierwiastkow $§ladowych w organizmie czlowieka z

uwzglednieniem réznych stopni ich utlenienia.

Pierwiastki §ladowe odgrywaja wazng rol¢ w organizmie czlowieka, uczestniczac
w wielu jego funkcjach zyciowych i procesach metabolicznych. Sa skladnikami
enzymow [27], odgrywajq role¢ inhibitorow badZ promotoréw procesow zyciowych
[28]. Okreslony, tzw. poziom fizjologiczny stezen pierwiastkow w réznych tkankach
czlowieka nie jest Scisle okreslony, zmienia si¢ od cztowieka do czlowieka. Mozna
jedynie poda¢ przyblizone wartosci stezen, okreSlone na podstawie analiz
przeprowadzonych na duzej populacji. Wyniki takich analiz zamieszczone sa m.in. w
pracy [29], gdzie mozna znalez¢ warto$ci Srednie stezen, badz przedzialy
minimalnych 1 maksymalnych warto$ci okreslonych dla danego pierwiastka.

Odstepstwa od $rednich poziomoéw stezen pierwiastkéw uznanych za poziomy
fizjologiczne moga $wiadczy¢ o stanach chorobowych badanego pacjenta.
Oczywiscie niedobor badZz nadmiar jakiego§ pierwiastka nie moze by¢ jedyna
przestanka pozwalajacq na stwierdzenie stanu chorobowego. Nie mniej jednak, w
wielu przypadkach moze stanowi¢ powazna wskazowke 1 by¢ sygnalem
ostrzegawczym we wczesnym diagnozowaniu.

Z uwagi na wystgpowanie choréob nowotworowych dla wyjasnienia
ewentualnego  dzialania karcinogennego pierwiastkow $ladowych u  ludzi
Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem [30] w 1993 roku zestawila dane z
badan epidemiologicznych i doswiadczent na zwierzetach, ktore zawieraja klasyfikacje
pierwiastkéw ze wzgledu na ich dzialania karcinogenne, niektore z nich zestawione sq

w ponizszej tabeli.

Tab. 2 Klasyfikacja dokonana przez Migdzynarodowa Agencje Badan nad Rakiem ze
wzgledu na dzialanie karcinogenne niektorych pierwiastkéw [30]:

1 - Pierwiastek /zwiazek karcinogenny dla ludzi

2A - Pierwiastek/zwiazek prawdopodobnie karcinogenny dla ludzi

2B - Pierwiastek/zwiazek , ktory moze by¢ takze karcinogenny dla ludzi

3 - DPierwiastek/zwigzek nie klasyfikowany obecnie jako karcinogenny dla
ludzi
Pierwiastek Zwigzek chemiczny Klasyfikacja
sladowy
Cr Zwiazki chromu 6+ 1
Zwigzki chromu 3+ 3
Chrom metaliczny 3
Co Kobalt i zwiazki kobaltu 2B
Fe Tlenki zelaza 3
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Pb Nieorganiczne zwiazki otowiu 2B
Organiczne zwigzki olowiu 3

Hg Metylowe pochodne rteci 2B
Rteé metaliczna 3
Nieorganiczne zwigzki rteci

Ni Zwigzki niklu 1
Nikiel metaliczny 2B

Se Selen i jego zwiazki 3

Ti Tlenki tytanu 3

Szczegdlnie intrygujacym jest nie calkiem zrozumiala rola pierwiastkéw
§ladowych. Zwiazki zawierajace w swoich centrach aktywnych metale — metalotioniny
— znalazly zastosowanie w chemioterapii nowotworow [31]. Istotnym lekiem jest ¢/s-
Platyna  (cis-|[Pt(NH;),CL]). Zwiazki te  hamuja wzrost i1 proliferacje komorek
nowotworowych 7 vitro oraz in vive. Wlasciwosci takie przejawiaja tez kompleksy
metali gtéwnych grup ukladu okresowego, np. galu, germanu, cyny, a takze wielu
metali przej$ciowych, np. tytanu, wanadu, zelaza, kobaltu i miedzi. Zwiazki te dzialaja
przede wszystkim jako cytostatyki [32]. Dodatkowo wspomagaja uklad
odpornosciowy organizmu. Wiele pierwiastkow sladowych ma istotne znaczenie w
regulacji metabolizmu komoérkowego w ukladach naturalnych, bedac centrami
aktywnymi wielu enzyméw lub bialek bioracych czynny udzial w procesach
przenoszenia jonow, elektrondéw lub energii, np. zelazo, mangan, cynk, selen, miedz
[33, 34, 35]. Jednoczesnie zwickszona ich koncentracja w organizmie jak 1 zmiana ich
stopnia utlenienia powoduje, ze moga wspomaga¢ rozwo6j nowotworow lub wrecz
by¢ bezposrednia przyczyna nowotworzenia komoérek. Na przyklad takie dziatanie
karcenogenne wykazuja niektore zwigzki: tytanu, wanadu, chromu, manganu, zelaza i
kadmu.

Chrom jest niezbedny dla normalnego rozwoju organizmu czlowieka i
organizmow zwierzecych. Chociaz wystepuje w tkankach w wyjatkowo malych
ilo$ciach, odgrywa wazna rol¢ [36]. Migdzy innymi reguluje poziom cukru we krwi
poprzez stymulacje dzialania insuliny oraz zwicksza tolerancje na glukoze, obniza
poziom cholesterolu i tréjglicerydéw w naczyniach krwionosnych, stymuluje
przemiany energetyczne 1 syntez¢ kwaséw tluszczowych, pobudza transport
aminokwasow do komoérek. Chrom wystepuje gléwnie na trzech stopniach utlenienia
(0, +3, +6). Okazalo si¢ jednak, Ze zwiazki chromu Cr'® wykazuja dzialania
karcinogenne [30].

Zelazo jest do$¢ specyficznym pierwiastkiem §ladowym z uwagi na funkcje jakie
pelni w organizmie czlowieka [32]. Bierze on udzial w wielu procesach

metabolicznych, syntezie DNA, taficuchu oddechowym oraz procesach, ktére
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prowadza do uszkodzen komoérek na skutek stresu oksydacyjnego [37]. Fizjologiczna
rola zelaza w przylaczaniu tlenu przez hemoglobing (przenoszenie tlenu przez krew)
jak 1 udzial jego w licznych procesach redoksowych warunkujacych czynnosé
katalityczna waznych enzyméw jest dobrze poznana. Jednakze, mozna go uznaé nie
tylko za pierwiastek niezbedny dla organizmu w celu zabezpieczenia jego funkcji

zyciowych ale takze jako pierwiastek toksyczny [38]. Toksyczne wlasciwosci zelaza

ujawniajq si¢ w jego funkcji jako katalizatora reakcji Fentona [39].

Fet + HO,  ——» *OH + OH~— + Fo*

Ox*— + F&t ——p» O, + Fe?*

Jony metali moga wystepowac na réznych stopniach utlenienia co warunkuje ich
udzial w reakcjach wolnorodnikowych.

Reakcja Fentona opisuje powstawanie wolnych rodnikéw ‘OH, O, (atoméw
lub czasteczek majacych jeden lub wiecej niesparowanych elektronéw). Wolne
rodniki [57], bedace reaktywne chemicznie, powoduja utlenianie ukladéw biatkowo
lipidowych (gtéwnie LDL — low density lipoproteins), ktérych formy utlenione sg
silnie  cytotoksyczne. Szczegdlnie aktywny jest w tych procesach rodnik
hydroksylowy, ktéry poza innymi efektami toksycznymi wywoluje pekanie nici DNA
[32].

Szybko$¢ reakcji Fentona zalezy od dostepnosci jondw zelaza. Jak potwierdzaja
dotychczasowe obserwacje wzrost guzéw nowotworowych jest szybszy w
$rodowisku bogatym w ten pierwiastek. Podobna reakcja moze zachodzi¢ takze przy
udziale chromu.

Badania wskazuja, ze istnieje antagonizm w fizjologicznym dzialaniu kadmu i
cynku [40]. Stwierdzono natomiast wspoéldziatanie miedzy kadmem, Zelazem oraz
miedzig [41]. Zatrucia kadmem powoduja znieksztalcenie kosci, zaburzenie wzrostu,
nieplodnos¢ oraz nowotwory [42]. Kadm zaburza czynnosci gruczotu krokowego u
mezczyzn, gromadzi si¢ w nerkach, zaburzajac ich czynno§¢ hormonalng i
wydalnicza, wyplera cynk ze $cian tetnic przez co zmniejsza ich elastycznosé i
przy$piesza rozwoj miazdzycy oraz prowadzi do nadci$nienia. Kadm moze by¢ takze
katalizatorem reakcji Fentona.

Bardzo waznym czynnikiem w powstawaniu nowotwordw jest angiogeneza
(proces tworzenia nowych naczyn krwionosnych) [43]. Zjawisko to zachodzace
powszechnie w warunkach fizjologicznych (szczegélnie intensywnie w czasie rozwoju

embrionalnego), staje si¢ waznym czynnikiem w patogenezie wielu choréb.
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W chorobach nowotworowych proces angiogenezy stwarza odpowiednie
warunki dla rozwoju, wzrostu i przerzutéw guza. Powstawanie nowych naczyn
krwiono$nych jest uzaleznione od wielu czynnikéw. Miedz jest jednym z czynnikdw
nieorganicznych regulujacym biatka, ktére sa znane jako czynniki wzrostu
stymulujace angiogenez¢. Wedlug ostatnich badan stezenie miedzi w obszarach
nowotworowych jest o wiele wyzsze niz w nienowotworowych. Z drugiej jednak
strony wiadomo, ze miedzZ i cynk sa centrami aktywnymi dysmutazy nadtlenowej [44],
Cu, Zn — SOD, (obecne sg tez dysmutazy typu Mn-SOD, Fe-SOD), ktora pelni role
ochronng przed utleniajacym dzialaniem wolnych rodnikéw. Podobne funkcje
antyoksydacyjne, chroniagce komérki przed zgubnym dzialaniem wolnych rodnikéw
pelni selen [45, 46]. Jednoczesnie jest on zaliczany do inhibitoréw angiogenezy [47].

Inne pierwiastki $ladowe nie zmieniaja stopnia utlenienia, a zastgpujac
jednocze$nie w reakcjach Zelazo chronig komorke przed nadmiernym stresem
oksydacyjnym. Do najbardziej znanych pierwiastkéw tej grupy nalezy cynk [48] oraz

selen [49].
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IV. Wybrane schorzenia uktadu moczowego.

Uklad moczowy jest miejscem czgstych zmian chorobowych Do najczesciej
spotykanych schorzen tego ukladu zaliczana jest kamica nerkowa [50] oraz zmiany
nowotworowe nerki [51] i prostaty [52] (w przypadku mezczyzn).

Etiopatogeneza kamicy nerkowej nie jest w pelni zjawiskiem dobrze poznanym.
Przypuszcza sig, ze dieta jak 1 uwarunkowania genetyczne majg istotny wplyw na
powstanie procesu odkladania si¢ ztogéw mineralnych w nerkach [53] i dalszych
drogach moczowych [54, 55]. Uwaza si¢, ze kamica moze by¢ jedna z przyczyn
powstawania nowotworéw nerki [56].

Z posrod wielu przyczyn powstawania choréb nowotworowych wymienia sig
nadmierng produkcje wolnych rodnikéw w organizmie czlowieka [57]. Wolny rodnik
— atom (czasteczka) zdolny do samodzielnego istnienia majacy jeden lub wiecej
niesparowanych elektronéw na orbicie walencyjnej. Wolne rodniki daza do
sparowania elektronu poprzez przylaczenie elektronu od innego atomu (czasteczki)
lub poprzez oddanie tego elektronu. Proces powstawania wolnych rodnikéw
zachodzi w organizmie czlowieka w naturalny sposéb oraz na skutek wielu
czynnikow zewngetrznych (np. zanieczyszczenie §rodowiska, dym papierosowy,
promieniowanie jonizujace). W organizmie (w komorkach) w naturalny sposob
powstaje anionorodnik ponadtlenkowy (O,*) na skutek niepelnej redukcji tlenu
bioracego udzial w procesach energetycznych. Jednoelektronowa redukcja niektérych
czasteczek tlenu prowadzi wlasnie do powstania tego wolnego rodnika. Powstajace
wolne rodniki w organizmie czlowicka powoduja m.in. utlenienie hemoglobiny,
uszkodzenia nici DNA, uszkodzenia chromosoméw, zaburzenia cytoszkieletu,
powstawanie mutacji komoérkowych, a w efekcie moze prowadzi¢ do transformacji

nowotworowej [58]. Do najbardziej aktywnych wolnych rodnikéw zaliczany jest

rodnik wodoro-tlenowy (OH™) powstajacy na skutek rozpadu czasteczki wody pod
wplywem dostarczenia jej energii np. w postaci kwantu promieniowania stonecznego. W
reakcji tej powstaje rowniez rodnik wodorowy (H*) [32].

Prawidlowo funkcjonujacy organizm broni si¢ przed nadmiernym
powstawaniem wolnych rodnikow produkujac enzymy tzw. ,,zmiatacze wolnych
rodnikow”, do ktoérych zalicza si¢ m. in. dyzmutaze ponadtlenkows (SOD) [32], ktéra
rozklada anionorodnik ponadtlenkowy, katalaze (CAT), bedaca zelazoporfiryng oraz
peroksydaze glutationows. Dodatkowo, zmiataczem wolnych rodnikéw jest troj-
peptyd o nazwie glutation (gamma Glu-Cys-Gly) [59] oraz kwas askorbinowy

(witamina C) [60]. Jednakze, nie zawsze zmiatacze wolnych rodnikéw usuwaja ich
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nadmiar, co prowadzi do zaburzen, czego konsekwencja moze by¢ choroba
NOWOtwOorowa.

Do najczegéciej spotykanych nowotworéw nerki  zaliczany jest rak
jasnokomorkowy  (carcinoma  claro - cellulare) [61] oraz guz bedacy tluszczako-
mig$niakiem naczyniowym (angiomyolipoma) [62].

U mezezyzn, zwlaszcza w wieku powyzej 40 roku zycia, obserwuje si¢
powickszenie gruczolu krokowego - prostaty. Zachodzace zmiany w komorkach
czesto sa poczatkiem choroby nowotworowej [63].

Rozwo6j choroby nowotworowej jest zwykle procesem dlugotrwalym i
poczatkowo niezauwazalnym przez pacjenta. Dopiero w poézniejszych etapach swego
rozwoju guz zaczyna by¢ wykrywalny i u pacjenta stwierdza si¢ objawy kliniczne. W
przypadku raka prostaty stosuje si¢ m. in system klasyfikacji TNM [64] w celu
okreslenia stopnia rozwoju nowotworu, gdzie T — (fumor) guz, N — (lymph nodes) wezty
chlonne, M — (metastases) przerzuty odlegte. Do kazdego stopnia od T1 do T4

przypisano podgrupy. Ponizsza tabela obrazuje stopnie i podgrupy systemu.

Tab. 1. Stopnie rozwoju raka prostaty w systemie TNM.

Stopien | Opis Podgrupa | Opis

T1 guz Tla Guz znaleziony 2z tkankach prostaty
mikroskopowy usuni¢tych  z  przyczyn innych niz
ograniczony do nowotwor; zajmuje mniej niz 5%
prostaty, nie usunietej tkanki
wyczuwalny Tlb | Guz znaleziony =z tkankach prostaty
palpacyjnie usuni¢tych  z  przyczyn innych niz

nowotwor;  zajmuje wiecej niz 5%
usunietej tkanki

Tlc Nowotw6r w  materiale 2z  biopsji
wykonanej z powodu podwyzszonego
poziomu PSA lub nieprawidlowego

obrazu USG
T2 guz wyczuwalny T2a Guz zajmujacy mniej niz polowe jednego
palpacyjnie plata gruczolu
ograniczony do T2b Guz zajmujacy wigcej niz potowe jednego
prostaty plata gruczolu

T2c Guz zajmujacy oba platy gruczolu

T3 guz przechodzacy T3a | Guz przechodzacy poza prostate

poza torebke T3b Guz atakujacy pecherzyki nasienne
gruczolu
krokowego

T4 Guz naciekajacy sasiednie narzady

Pacjent poddawany jest badaniu krwi polegajacym na okreéleniu poziomu
stezenia specyficznego antygenu prostaty (PSA) [65]. Poziom stezenia PSA 1 jego zmiany
(wzrost) jest zwykle jednym 2z pierwszych sygnaléw podejrzenia o chorobg
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nowotworowsg prostaty. Przyjmuje sig, ze fizjologiczny poziom tego antygenu waha

si¢ z wiekiem mezczyzny 1 wynosi [60]:

Wiek Stezenie PSA ng/ml
40 — 49 0-25
50 — 59 0-35
60 — 69 0-49
70-79 0-58

Kazdy preparat pochodzacy z usunictego na skutek zabiegu operacyjnego

gruczolu poddawany jest ocenie histopatologicznej. Tkance przypisuje si¢ stopien

Gleason’a [67] w skali od 2 do 10 bedacy suma wartosci liczbowych w skali od 1 do 5

przypisanych dwoém obszarom guza. Kazdy plat poddawany jest ocenie 1 w

zalezno$ci od wielkos$ci, ksztaltu 1 ulozenia komorek raka gruczotu klasyfikuje si¢

jego zlosliwos¢. Ponizszy rysunek obrazuje skale Gleason’a.

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

R 1 ()G
g o ?
- h‘w‘
gt ©
(h =
-
w

1 Komoérki dobrze (wysoko)
zrbznicowane, male o jednakowej
wielko$ci, utozone blisko siebie.

2 Komoérki dobrze (wysoko)
zréznicowane o réznych ksztaltach i
rozmiarach, utozone luzno.

3 Komorki $rednio zréznicowane,
nieregularne, rozproszone cho¢
niektore si¢ lacza, blony komérkowe
mniej wyraznie zaznaczone.

4 Komoérki Zle (nisko) zréznicowane,
wiele jest polaczonych w
nieregularne twory, niektére
zaczynajq naciekac tkanke taczna.

5 Komorki Zle (nisko) zréznicowane,
rak zbudowany z nieregularnych mas
naciekajacych tkanke faczna.

Rys. 5. Schemat zaczerpnigto z pracy [68]
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V. Wyniki badan.

Metody (PIXE, oraz SRIXE) zastosowane byly do badan skladu
pierwiastkowego réznych struktur kamieni nerkowych [HI1, H4, H5]. Badane
kamienie nerkowe zaliczane byly do réznych grup ze wzgledu na sklad chemiczny
okreslany przy zastosowaniu techniki FTIR. W zasadzie, mozna bylo wyrézni¢ trzy
podstawowe grupy: szczawianows, fosforanows oraz kwasu moczowego. Kamienie
rzadko skladaly si¢ tylko z jednego typu zwiazku, czesto obserwowano mieszaniny.
Do najczesciej wystepujacych zwiazkoéw zaliczyé mozna bylo: szczawian wapnia
jedno- i dwu-wodny (CaC,0,H,O, CaC,0,2H,0), fosforan wapnia (Ca;PO,),,
Ca;(PO,);(OH)), fosforan amonowo-magnezowy szesciowodny (MgNH,PO,-6H,0),
kwas moczowy C,N,O,H,, oraz dowolne mieszaniny wymienionych zwiazkow.

W zaleznoéci od skladu chemicznego kamienia, zawieral on rézny sklad
pierwiastkéw $ladowych wystepujacych w réznych stezeniach. Do najczesciej
wystepujacych pierwiastkow mozna bylo zaliczy¢: Fe, Cu, Zn, Br 1 Sr. W celu
okreslenia metoda PIXE, poziomu stezenia tych pierwiastkow nalezato okredli¢ sktad
matrycy badanych probek. W tym celu zastosowano metode R(E)BS, ktéra pozwolita
na okreslenie stechiometrii wystgpujacych zwiazkéw w  badanych prébkach,
przyczyniajac si¢ tym samym do umozliwienia uwzglednienia efektéw matrycowych
w obliczeniach stezen analizowanych pierwiastkow sladowych. Analiza grubych tarcz
pomiarowych, do jakich zaliczono prébki kamieni nerkowych, oparta byta o technike
standardu zewnetrznego. Z uwagi na duze podobienstwo skladu pierwiastkowego
matrycy kamieni nerkowych do skiadu matrycy kosci (dotyczy to kamieni
zawierajacymi wapi w postaci szczawianow, a zwlaszcza fosforanéw), do okreslenia
lociowego stezen pierwiastkéw §ladowych postuzono si¢ standardem IAEA H-5
(animal bone).

Jak pokazano w pracy [H1] dlugie naswietlanie tarcz pomiarowych prowadzi w
miejscu na$wietlania do zmian struktury wynikajacych z powstawania defektéw i
uszkodzen, co ma istotny wplyw na oznaczenie st¢zenia pierwiastkéw §ladowych.
Symulacje efektu depozycji energii w grubej tarczy pomiarowej przeprowadzono
poprzez wygtzewanie tarcz pomiarowych. W tym celu dla lepszej kontroli
zachodzacego procesu postuzono si¢ standardami IAEA H-5 [H1] oraz IAEA H-8
(horse kidney) i IAEA A-13 (animal blood) [H4]. We wszystkich przypadkach
zaobserwowano istotne zmiany matrycy analizowanych standardéw co pociagalo za
soba zmiany stezent zawartych w standardach pierwiastkéw §ladowych. Zastosowanie
opracowanej procedury i wykorzystanie metod FTIR, PIXE, oraz R(E)BS pokazano

na przykladzie probek kamieni nerkowych w pracach [H5] i [20].
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Bazujac na wynikach prac [H1] i [H4] z latwoscia mozna bylo tez zastosowac
tam opracowane procedury oraz metody analityczne FTIR, PIXE, AAS do analiz
sktadu pierwiastkowego kamieni zélciowych [21]. Kamienie zoélciowe skltadaja sie
gléwnie ze zwiazkéw organicznych jakimi jest cholesterol czy bilirubina. Analiza
grubych tarcz pomiarowych tych prébek, ze wzgledu na ich organiczny sklad,
wymaga szczegllnej ostroznosci z uwagi na latwo§¢ zmian matrycy tarczy
pomiarowej podczas naswietlania jej wiazkaq protonéw. Dlatego tez opracowano
procedure korekty efektu matrycowego.

Analizom skladu pierwiastkowego poddawane byly nie tylko tarcze grube ale
takze 1 cienkie za jakie mozna uwazac cienkie skrawki (10 — 20 um) tkanek nerek czy
prostaty.

Ponizszy rysunek przedstawia przykladowe widmo SRIXE otrzymane z tkanki

nowotworowej nerki.

Zliczenia

0 I 5 I 10 I 15 I 20 I 25
Energia [keV]

Rys. 6. Przykladowe widmo SRIXE tkanki nowotworowej. Czas akwizycji

widma wynosit 180 s, wiazka biala o rozmiarach 100 pm x 100 pm [HS8].

W zaleznosci od pacjenta stgzenie pierwiastkéw §ladowych zarejestrowanych w
badanych prébkach nerek zmieniato si¢ co do swej wartosci. Jednakze tendencja i
relacje zachodzace pomiedzy stezeniami tych samych pierwiastkow wystepujacych w
tkankach nerek nie objetych nowotworem a tkankach objetych nowotworem,
pozostawala niezmienna. Ponizsza tabela przedstawia przykladowe $rednie stezenia
niektorych pierwiastkow, dla ktorych zaobserwowano istotne réznice w zaleznosci od

badanej tkanki.
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Tabela 3. Wyniki skladu pierwiastkowego w tkance nerki i wartosci $rednie

stezen tych pierwiastkow obliczone z grupy 34 przebadanych pacjentéw [HS].

Pierwiastek | Tkanka nowotworowa | Tkanka nienowotworowa
[ng/gl [ug/gl
\Y 3,0+ 0,7 9,8 1£6,3
Cr 0,7 0,1 2,6 0,7
Mn 3,7 £0,5 30+04
Fe 440 £ 64 198 + 59
Cu 54%0,6 10,0 £ 1,8
Zn 53+ 4 184 + 34
Se 1,21 0,5 1,6 £ 04
Cd 15,6 £ 0,9 181 £ 44

Przeprowadzone analizy wskazuja (jak wida¢ w powyzszej tabeli) na znaczne
réznice w stezeniach zelaza, ktérego w tkance nowotworowej jest dwukrotnie wigce;j
niz w tkance nie obj¢tej nowotworem. Przeciwng relacj¢ obserwuje si¢ dla wanadu,
chromu, cynku i kadmu. W sktadzie pierwiastkowym tkanki zdrowej i nowotworowe;j
nie obserwowano zadnych réznic. Nalezy zauwazy¢, ze niektére badania wskazywaly
na istotne réznice stezen dla miedzi, ktorej stezenie w tkankach nowotworowych
bylo kilkakrotnie wyzsze niz w tkankach nie objetych nowotworem.

Dodatkowymi analizami tkanek byly analizy biochemiczne [H3] majace na celu
okreslenie stezen: zredukowanego glutationu (GSH) i utlenowanego glutationu
(GSSG), witaminy C (kwasu l-askorbinowego), oraz dialdehydu malonowego.
Okreslenie stezenia GSH 1 GSSG wykonane bylo zgodnie z prodedura opisana przez
Hissina 1 Hilfa [69], st¢zenia witaminy C wykonano metoda Goneta [70], natomiast
dialdehydu malonowego (MDA) metoda Uchiyama i Michara [71]. Zredukowany
glutation wspoélnie z witaming C zabezpiecza organizm przeciwko toksycznym
dzialaniu wolnych rodnikéw [72]. Analizy biochemiczne pokazaly istotnie wyzsze
stezenia MDA 1 GSSG w tkankach nowotworowych, natomiast stezenia GSH 1 vit.-C,
cho¢ nieznacznie wyzsze w tkankach nowotworowych, nie wykazywaly statystycznie
znaczacych réznic. Podniesiony poziom stgzenia GSSG moze wskazywacé na
zmieniony proces utleniania i redukcji (procesy redox) w tkankach nowotworowych.

Natomiast brak zmian w stezeniach GSH 1 vit. C mégl by¢ spowodowany wlasciwg
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renowacja GSH podczas gdy podniesiony poziom stezenia MDA w tkankach
nowotworowych moze wskazywac na utlenianie lipidéw (lipid preoxidation) [73].
Dzigki mozliwosci zogniskowania wiazki promieniowania synchrotronowego
mozna bylo wykona¢ analizy rozkladéw pierwiastkéw w tkankach. Przykladowo
rozklad Zelaza w zdrowej nienowotorowej czesci narzadu przedstawiono na rysunku

7 w zestawieniu z obrazem histologicznym badanej cze¢séci tkanki.

nsls346.78, Fe Ka
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Rys. 7. Po lewej szaru nerki nie objetej nowotworem

(widoczny kl¢buszek nerkowy i kanaliki proksymalne wokot klebuszka. Po prawej

rozklad stezenia zelaza w badanym fragmencie tkanki [H6].

Zelazo, lokalizuje si¢ gléwnie w klebuszku nerkowym, co w tym przypadku
zwigzane jest z obecno$cia krwi w licznych kanalikach kapilarnych kiebuszka

nerkowego. Niejednorodnos¢ rozkladu zelaza $wiadczy o niejedna’
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Rys. 8. Po lewej obraz histologiczny tkanki prostaty nie objetej nowotworem
(widoczny przekrdj przez gruczol prostaty). Po prawej, rozklad st¢zenia chloru w
badanym fragmencie tkanki. (Na zdjeciu (po lewej) obrazu histologicznego tkanki
prostaty widoczny jest przesunicty w prawo fragment tkanki — oderwany od
pozostalej czgsci tkanki. Jest to skutek mechanicznego uszkodzenia tkanki podczas
wybarwiania preparatu po pomiarze SRIXE 1 XANES) [H9].

Mikrowigzkowe pomiary skladu 1 rozkladu pierwiastkowego pozwolily
precyzyjnie okresli¢ migjsca wysokich stezen zelaza. W tych miejscach, wykorzystujac

ten sam uklad pomiarowy, przeprowadzono analizy XANES majace na celu zbadanie

stopnia utlenienia zelaza [{19].

W tej pracy, analiza widip XANES polegata na okresleniu polozenia piku przed-
krawedziowego (jesli wystepujg w widmie), polozeniu krawedzi absorpcji wzgledem
umownie przyjetej pozycji ,,z&ro”. Pozycje ,,zero” przyjmowano dla polozenia
krawedzi absorpcji otrzymanej z pomiaru krawedzi absorpcji zelaza metalicznego.
Kalibracja energetyczna [H6] wykonywana byla w oparciu o pomiar dobrze
zdefiniowanych zwiazkéw, w ktorych zelazo wystepowalo odpowiednio na II lub II1
stopniu utlenienia. Zwiazkami tymi byly: dla zelaza II — Fayalit, dla zelaza III —
Hematyt natomiast, dodatkowo dokonano pomiaru Magnetytu w ktérym zelazo
wystepuje zaréwno w formie Fe(Il) jak 1 Fe(Ill) w stosunku 1:2. Fayalit (Fe,SiO,),
Hematyt (Fe,O;) jak i Magnetyt (FeO¢Fe,O,) sa naturalnie wystepujacymi mineralami
o znanych strukturach krystalograficznych. Rysunek 9 przedstawia analize polozenia

piku przed-krawedziowego oraz krawedzi absorpcji na podstawie obliczenia
pierwszej i drugiej pochodnej, natomiast rys. 10 przedstawia typowe widma XANES
a) dla Fe(0), b) dla Fe(I), ¢) dla Fe(I):Fe(ll) = 1:2, oraz d) dla Fe(IIl). W celu
lepszego zobrazowania wystepujacych w widmach pikow przed-krawedziowych piki

te przedstawiono w powigkszeniu na rys. 10.
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Rys. 10. Widma XANES: a) Fe(0), b) Fe(Il) — Fayalit, c¢) Fe(I):Fe(Il) = 1:2 —
Hematyt, d) Fe(I1I) — Magnetyt [H9].

Na podstawie otrzymanych widm, przedstawionych na rys. 10, mozna bylo

sporzadzi¢ krzywa kalibracyjna przedstawiajaca zalezno$¢ polozenia piku przed-

krawedziowego od stopnia utlenienia zelaza. Polozenie piku przed-krawedziowego w

widmie XANES otrzymane dla standardéw, okreslone jest wzgledem polozenia
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krawedzi absorpcji dla probki zelaza — Fe(0), ktore zostato okreslone jako potozenie
0 eV. Odpowiednia krzywa przedstawiona jest na rys. 11 gdzie stopied utlenienia
zelaza wyrazony jest stosunkiem liczby atomoéw zelaza bedacych w stanie +3 do
sumy liczby atoméw bedacych w stanie +2 1 +3, przy czym stosunck o wartosci zero
oznacza obecno$¢ tylko atoméw zelaza bedacych w stanie +2.

Pik przed-krawedziowy w widmie Fayalitu (Fe(Il)) przesuniety jest wzgledem
krawedzi absorpcji Fe(0) o +0,9 eV + 0,2 eV, co na rys. 11 odpowiada stosunkowi
Fe(Ill)/[Fe(I)+Fe(Ill)] réwnemu 0, natomiast pik przed-krawedziowy w widmie
Hematytu (co odpowiada stosunkowi Fe(IIl)/[Fe(Il)+Fe(Il)] téwnemu 0,66)
przesunicty jest o +2,6 eV £ 0,2 eV, natomiast pik przed-krawedziowy w widmie
Magnetytu (co odpowiada stosunkowi Fe(Ill)/[Fe(I)+Fe(Ill)] téwnemu 1)
przesuniety jest o +3,5eV £ 0,2 eV.
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Rys. 11. Krzywa kalibracyjna zaleznosci przesunigcia piku przed-krawedziowego
wzgledem polozenia krawedzi absorpcji dla zelaza Fe(0) od stopnia utlenienia zelaza
[H6].

Struktury tkanek biologicznych odbiegaja swa budowa od struktur krystalicznych
i dlatego tez chcac poslugiwaé si¢ prezentowang na rys. 11 krzywa kalibracyjng
nalezalo sprawdzi¢ polozenie piku przed-krawedziowego jak i samej krawedzi
absorpcji w widmie XANES otrzymanym z pomiaru materialu biologicznego. W tym
celu wykonano standard zelatynowy zawierajacy jony zelaza Fe(Ill). Do roztworu
zelatyny cz.d.a. dodano wodny roztwér azotanu zelaza (Fe(NO,);) [H9]. Zelatyna
jako zwiazek organiczny o $redniej wartosci liczby atomowej Z = 6 postuzyla jako
fantom tkanki. Widmo XANES otrzymane w tych samych warunkach

eksperymentalnych co widma standardéw mineralogicznych poréwnano z widmem

34



Hematytu. Rysunek 12 przedstawia nalozone widmo zelatyny na prezentowane na

rysunku 10 widma standardow.

a-Fe(0), b-Fe(ll), c-Fe(ll), d-Fe(lll) [Gelatine+Fe(NO,).]
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Rys. 12. Widma XANES dla: a) Fe(0), b) Fe(Il) — zawarty w Fayalicie, ¢) Fe(IIl) —
zawarty w Hematycie, d) Fe(III) — zawarty w zelatynie [H6].

Widmo odpowiadajace krawedzi absorpcji zelaza zawartego w zelatynie pokrywa
si¢ z widmem dla Hematytu. Brak gladkosci widma wynika z niskiej statystyki, ktora
podyktowana byla niskim st¢zeniem zelaza — 100 pg/g — zawartym w zelatynie. Na
podstawie otrzymanego wyniku, wielokrotnie potwierdzonego podczas pomiaréw
stwierdzono, ze polozenie krawedzi absorpcji 1 piku przed-krawedziowego dla Zelaza
wystepujacego na trzecim stopniu utlenienia w zelatynie i hematycie z dokladnoscia
do niepewnosci pomiarowej jest identyczne i dlatego tez krzywa kalibracyjna
przedstawiona na rys. 11 moze by¢ stosowana do oznaczania stopnia utlenienia
zelaza wystepujacego w badanych tkankach [H6].

Analizy XANES wykonane byly w Brookhaven National Laboratory, USA na
synchrotronie NSLS (National Synchrotron Light Source) oraz w niemieckim
osrodku badawczym HASYLAB (Hamburg Synchrotron Laboratory) na
synchrotronie DORIS-II (Deutches Research Synchrotron). Uklad pomiarowy w
obydwu tych laboratoriach jest zasadniczo podobny, a réznica polega na sposobie
ogniskowania wigzki.

W stacji pomiarowej X-26A w NSLS, BNL, USA biata wigzka promieniowania
synchrotronowego po opuszczeniu zrédla pada na monochromator krzemowy

wyciety wzdluz plaszczyzn <111>; a nastgpnie na eliptyczne zwierciadto

35



wielowarstwowe wykonane z krysztalu krzemu, ktére pokryte jest cienka warstwa
platyny. Zadaniem warstwy platynowej jest redukcja trzeciej 1 wyzszych
harmonicznych promieniowania X, ktore przedostaly si¢ przez monochromator.
Natomiast zadaniem zwierciadla jest ogniskowanie wiazki, ktéra pada na uklad
przeston tantalowych ostatecznie definiujacych rozmiary wiazki [H9]. Rysunek 13

przedstawia zdjecia prezentujace widok na stanowisko pomiarowe oraz uklad

pomiarowy widziany z ,lotu ptaka”.

Rys. 13. a) Zdjecia stanowiska pomiarowego X26A w NSLS, Brookhaven
National Laboratory [74], b) widok uktadu z ,,Jotu ptaka”.

Zwykle, pomiary XANES przeprowadzane byly z wiazka monochromatyczng o
wymiarach 16 um x 14 pm i energii zmieniajacej si¢ w zakresie od 7080 eV do 7150
eV co 0.3 eV w obszarze piku przed-krawedziowego oraz krawedzi absorbcji [H6,
H9]. Rysunek 14 przedstawia typowe widmo XANES otrzymane z pomiaru tkanki

prostaty objetej nowotworem.
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Rys. 14. Typowe widmo XANES otrzymane z tkanki nowotworowej prostaty.
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W widmie obserwowany jest pik przed-krawedziowy. Polozenie tego piku jak
réwniez polozenie krawedzi absorpciji pozwala na identyfikacje stanu walencyjnego
badanego pierwiastka. Z uwagi na dobrze zdefiniowany pik przed-krawedziowy
wystepujacy w widmach badanych probek oraz wykonana krzywa kalibracyjna
przedstawiog na rysunku 11, analiza stopnia utlenienia zelaza oparta byla na
polozeniu tego piku w widmie.

Pomiary prowadzone byly réwniez na linii pomiarowej L w DORIS-II,
HASYLAB, Niemcy. Uktad eksperymentalny tam zainstalowany zamiast przeston
tantalowych posiada kapilare, ktérej zadaniem jest zmniejszenie rozmiardéw wiazki
niemal bez utraty jej intensywnosci. Rysunek 15 przedstawia schemat ukladu
pomiarowego linii L.
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Rys. 15. Schemat ukladu pomiarowego stosowanego na linii L. synchrotronu
DORIS II w DESY, Hamburg Niemcy [75].
Za pomoca przedstawionego na rys. 15. ukladu otrzymuje si¢ widma

przedstawione na rys. 16 bedacym zdjeciem ekranu komputera widocznym w czasie

pomiaréw.
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Rys. 16 Widma otrzymane za pomoca ukladu pomiarowego linii L. synchrotronu
DORIS II.

Widmo XANES rejestrowane jest w oknie SCA, widmo charakterystycznego
promieniowania X w oknie MCA, widmo absorpcyjne w oknie D4 oraz widmo

padajacych fotonéw w oknie D2.
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Rys. 17. Widma XANES dla zelaza a) tkanka nie nowotworowa,
b) tkanka nowotworowa

Rys. 17 przedstawia przykladowe dwa znormalizowane widma XANES dla

krawedzi zelaza, zarejestrowane w dwoch obszarach tkanki prostaty.

38



Wybrane punkty naswietlane byly wigzka monochromatyczng promieniowania
synchrotronowego, skolimowanego do rozmiaréw 16 pm x 14 pm. Energia
zmieniana byla z krokiem co 0,3 eV w przedziale od 7080 eV do 7150 eV. Czas
akwizycji danych wynosil 10 s dla kazdej warto$ci energii padajacego promieniowania
synchrotronowego [H9]. Widmo oznaczone litera a) pochodzi z obszaru nie
objetego nowotworem, natomiast widmo oznaczone litera b) pochodzi z obszaru
nowotworowego. W widmie odpowiadajacym tkance nowotworowej zaréwno pik
przed-krawedziowy jak 1 sama krawedZz absorpcji przesunicte sa wzgledem
odpowiadajacym im  pikowi przed-krawedziowemu 1 krawedzi absorpcji
odpowiadajacej obszarowi nie objetym nowotworem w kierunku wyzszych energii.
Zardwno roznica polozenia pikéw przed-krawedziowych 1 krawedzi absorpcji
odpowiada przesunieciu zarejestrowanemu dla widm pochodzacych z analiz XANES
dla zelaza wystepujacego w Magnetycie i Hematycie. Polozenie widma b) pokrywa si¢
z polozeniem widma zelaza zawartego w przygotowanym standardzie zelatynowym
co $wiadczy o tym, ze zelazo w tkankach nowotworowych prostaty wystepuje na +3
stopniu utlenienia, natomiast w tkankach nie objetych nowotworem stopien

utlenienia zelaza przyjmuje warto$¢ nizsza.
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VI. Podsumowanie

Przedstawione prace w oparciu o ktére powstalo niniejsze opracowanie
wskazuja na szerokie mozliwosci eksperymentalne jakie daja metody fizyki w
zastosowaniach bio-medycznych. Istota prezentowanych badan w pracach [H1, H4,
H5] byla analiza efektu matrycowego wystepujacego w tarczach grubych
poddawanych analizom PIXE oraz opracowanie metody uwzgledniajacej ten efekt
przy obliczaniu stezen pierwiastkow §ladowych. Dzigki przeprowadzonym badaniom
mozna bylo opracowaé¢ metode uwzgledniajaca efekt matrycy 1 pozwalajaca na
dokonywanie obliczed stgzen pierwiastkow $ladowych zawartych w probkach
poddawanym analizom PIXE. Prawidlowe oznaczenie skladu pierwiastkowego i
stezen tych pierwiastkéw wystepujacych w materiale biomedycznym jest kluczowym
zagadnieniem przy analizie tych materialéw. Nalezy bowiem pamietaé, ze kazde
odstepstwo  stezenia pierwiastkow $ladowych od poziomu fizjologicznego
okreslonego dla danej tkanki moze by¢ wskaznikiem stanu chorobowego osoby, od
ktérej pobrano material badawczy. Przeprowadzone badania wskazaly na potrzebe
stosowania wzajemnie uzupelniajacych si¢ technik pomiarowych, a zwlaszcza tych
ktére moga by¢ stosowane podczas jednego pomiaru jak np. PIXE, R(E)BS, PIGE.
W pracach zwrécono szczegdlna uwage na efekty temperaturowe podczas
naswietlania materialy badawczego, ktére majq istotny wplyw na zmiang¢ matrycy,
zwlaszcza materialu bio-medycznego, a przez to na zmiang stezenia badanych
pierwiastkéw.  Dodatkowo prowadzone byly prace majace na celu doboru
prawidlowej procedury preparatyki tarcz pomiarowych, czego dotyczyla praca [H7],
w ktoérej przedstawiono wyniki analiz réznego typu probek stosujac réznorodne
techniki pomiarowe. W pracy tej przedstawiono szczegétowsa procedure mineralizacji
probek.

Wzbogacenie informacji mogacych stanowi¢ istotny przyczynek do poznania
etiopatogenezy zjawiska nowotworzenia nastapilo poprzez przeprowadzenie badan
dotyczacych analiz sktadu pierwiastkowego tkanek nowotworowych jak i nie objetych
guzem, co przedstawiono w pracach [H2, H3, H8]. Na bazie otrzymanych wynikdw
stwierdzono istotne réznice pomiedzy skladem pierwiastkowym obszaréw nerki z
rakiem jasnokomoérkowym (carcinoma clarocellulare), z tluszczako-migs$niakiem
naczyniowym (angiomyolipoma) a tkankami tego narzadu nie objetymi zmianami
patologicznymi. Podobnie, istotne réznice w stezeniach pierwiastkéw §ladowych w
roznych  strukturach tkankowych zaobserwowano pomigdzy tkankami prostaty

objetej nowotworem 1 nie objetych zmianami nowotworowymi [H9].
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W tej pracy przedstawiono tez szczegolowy opis opracowanego standardu
zelatynowego [H9] zawierajacego wodne roztwory gléwnie azotandéw rdznych
metali. Standard stuzyl do oznaczania stezen pierwiastkow w tkankach. Opracowanie
takiego standardu podyktowane bylo brakiem jego odpowiednika w zestawie
oferowanych przez Miedzynarodowa Agencje Energii Atomowej materialow
referencyjnych.

Wybrane metody analityczne zastosowane do materialéw biomedycznych
pozwolily na wzbogacenie wiedzy na temat zawartosci pierwiastkéw §ladowych, oraz
korelacji ich stezen 2z okreslonym typem schorzenia. Badania wskazaly na
wystgpowanie  zwiazku pomiedzy stezeniami wybranych pierwiastkéw a
wystepujacymi  w  obrazie histologicznym  strukturami tkankowymi. Rozklad
niektérych pierwiastkow, jak np. chloru, odzwierciedlat obraz histologiczny tkanki.
Jednakze wysoce precyzyjna lokalizacja pierwiastkéw wystepujacych w formie wolnej
(jonowej) nie zwigzanej z matryca organiczng tkanki podlega ograniczeniu poniewaz
pierwiastki te maja wybitna zdolno$¢ do dyfuzji w trakcie zamrazania i suszenia oraz
krystalizacji, gtéwnie podczas suszenia.

Podjecie préby potwierdzenia wystgpowania zmian stopnia utlenienia metali
przejsciowych w procesach nowotworowych, zwiazane bylo z zastosowaniem
metody XANES. Badania przedstawione w pracach [H6, H9] dotyczyly analiz
zmiany stopnia utlenienia zelaza. Analizy przeprowadzono w oparciu o polezenie
piku przed-krawedziowego, ktorego intensywnosc zalezy od stezenia zelaza [H6]. W
celu okreslenia zmian stopnia utlenienia zelaza konieczne bylo zastosowanie
standardéw zawierajacych ten pierwiastek na réznych stopniach utlenienia.
Standardami tymi byly substancje mineralne jednalze wyniki badan zawarte w pracy
[H6] pokazaly, ze do tego celu mozna uzy¢ standard zelatynowy bedacy fantomem
tkanki. Zgodnos¢ otrzymanych wynikow miala istotne znaczenie w interpretacii
widm XANES otrzymanych z pomiaru polozenia piku przed-krawedziowego oraz
krawedzi absorpcji zelaza zawartego w tkankach nowotworowych i czesciach nie
objetych guzem.

Pierwiastki §ladowe w tkankach nowotworowych wystepuja zwykle w nizszych
stezeniach niz w czadciach tkanek nie objetych zmianami nowotworowymi podczas
gdy Fe wystepuje w znacznie wyzszym stezeniu w czeSciach tkanek zmienionych
nowotworowo. Wykazano réwniez, ze zelazo w tkankach nowotworowych cze¢sciej
wystepuje w formie Fet3, co sugerowaloby wzmozenie reakcji Fentona w tym

obszarze, podczas gdy w czesciach nie-nowotworowych wystepuje jako Fet2 badz

mieszanina stopni utlenienia Fet3iFet2 [HI],
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Zastosowanie w badanich techniki micro-XANES do analiz tkanek, otwiera
nowy rozdzial w badanich strukturalnych i rozkladu stezenia metali przejSciowych
wystepujacych na réznych stopniach utlenienia, odgrywajacych istotna role w
procesach nowotworzenia.

Nalezy mocno podkreslié, ze techniki wykorzystujace promieniowanie
synchrotronowe, jak pokazalem w swoich pracach, sg wspaniatymi narzedziami do:
— analiz skladu pierwiastkowego tkanek (zwlaszcza pierwiastkow §ladowych),

— analiz rozkladu pierwiastkéw w tkankach,
— okreslenia sktadu chemicznego tkanek,
— okreslenia stopnia utlenienia metali oraz

— okreslenia struktur chemicznych wystepujacych w tkankach.
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