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Streszczenie 

 Nowotwory złośliwe są drugą w kolejności przyczyną zgonów wśród kobiet i mężczyzn 

w Polsce, a ok. 5-10% z nich stanowią pierwotne guzy mózgu. Jednym z najbardziej 

agresywnych nowotworów ośrodkowego układu nerwowego, stanowiącym ok. 16% spośród 

wszystkich pierwotnych guzów mózgu, jest glejak wielopostaciowy (GBM, ang. glioblastoma 

multiforme). Mimo radykalnych procedur terapeutycznych, śmiertelność z powodu GBM jest 

wysoka, a mediana przeżycia pacjentów od momentu diagnozy wynosi nie więcej niż 2 lata. 

Dlatego podejmowanych jest wiele interdyscyplinarnych prac badawczych mających na celu 

lepsze poznanie natury glejaka oraz zdobycie nowej wiedzy na temat jego patogenezy, a ich 

realizacja często opiera się na wykorzystaniu modeli zwierzęcych nowotworu.  

 Głównym celem badań prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej była identyfikacja 

pierwiastków oraz makromolekuł biologicznych zaangażowanych w rozwój glejaka 

wielopostaciowego w zwierzęcych modelach tego schorzenia. Pierwszym etapem realizacji 

założonych celów rozprawy było przeprowadzenie eksperymentu polegającego na implantacji 

trzech różnych linii ludzkich komórek GBM do mózgów gryzoni. Materiał badawczy stanowiły 

mózgi pobrane od zwierząt, którym wszczepiono komórki glejaka. Kolejnym krokiem był 

wybór metody analitycznej, która pozwoliłaby na określenie składu pierwiastkowego całości 

materiału próbki, tj. półkul mózgu szczurów. Spośród dostępnych metod analizy 

pierwiastkowej próbek biologicznych wybrano spektroskopię fluorescencji rentgenowskiej 

z całkowitym odbiciem (TXRF, ang. Total Reflection X-ray Fluorescence). Poprzez 

wyznaczenie parametrów walidacyjnych tj. precyzja, poprawność oraz granice detekcji, a także 

na podstawie międzylaboratoryjnego porównania rezultatów przeprowadzonych analiz tkanek 

ssaków, podjęto próbę weryfikacji użyteczności analitycznej metody TXRF dla potrzeb oceny 

składu pierwiastkowego próbek biologicznych. Następnie, zastosowano metodę fluorescencji 

rentgenowskiej ze wzbudzeniem promieniowaniem synchrotronowym (SR-XRF, ang. 

Synchrotron Radiation X-Ray Fluorescence), która pozwoliła na uwidocznienie zmian 

w dystrybucji pierwiastków w badanych tkankach mózgu. Z kolei, anomalie w rozmieszczeniu 

oraz strukturze biomolekuł w tkankach zbadano wykorzystując mikrospektroskopię 

w podczerwieni z transformatą Fouriera (FTIR, ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) 

oraz mikroskopię Ramana. 

 Wyniki przeprowadzonych badań potwierdziły wysoką użyteczność metody TXRF 

w analizie próbek pochodzenia biologicznego, przede wszystkim dla pierwiastków o wyższej 

liczbie atomowej. Badania przeprowadzone tą metodą pozwoliły wskazać pierwiastki 

potencjalnie zaangażowane w rozwój glejaka wielopostaciowego, a liczba obserwowanych 

anomalii w składzie pierwiastkowym próbek korelowała ze stopniem inwazyjności 

implantowanych do mózgu gryzoni komórek. Analiza topograficzna, wykonana 

z zastosowaniem metody SR-XRF, uwidoczniła rozbieżności w akumulacji pierwiastków 

w tkankach objętych rozwojem nowotworu oraz jego otoczeniu, a także niejednorodności 

w strukturze guza rozwiniętego w jednym z badanych modeli. Porównanie map rozmieszczenia 

pierwiastków z obrazami mikroskopowymi badanych tkanek pozwoliło na omówienie 

potencjalnych przyczyn obserwowanych anomalii w modelach zwierzęcych GBM, 

a w szczególności wskazać selen jako możliwy biomarker jego rozwoju. Analiza biochemiczna 
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tkanek, przeprowadzona z wykorzystaniem mikrospektroskopii FTIR i Ramana, wykazała 

obecność w mózgach szczurów lokalnych zmian w gromadzeniu biomolekuł spowodowanych 

rozwojem glejaka. W szczególności zaobserwowano, iż rejony dotknięte procesem 

nowotworzenia charakteryzują się zmniejszoną zawartością lipidów, kwasów nukleinowych 

oraz związków zawierających grupy karbonylowe, a także zmianami w zawartości i strukturze 

białek. 

 Podsumowując, w rozprawie doktorskiej, dzięki zastosowaniu metod spektroskopowych, 

możliwe było porównanie toksyczności glejaka wielopostaciowego rozwiniętego z różnych 

linii komórkowych. Otrzymane wyniki badań korelowały ze zmianami histologicznymi tkanek, 

powstałymi wskutek rozwoju nowotworu. Przeprowadzone analizy pozwoliły na wskazanie 

potencjalnych pierwiastkowych i molekularnych markerów toksyczności GBM.  
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Abstract 

Tumors are the second leading cause of death among men and women and about 5-10% of 

them are primary brain tumors. One of the most aggressive central nervous system tumor, 

accounting for about 16% of all primary brain tumors, is glioblastoma multiforme (GBM). 

Despite radical therapies, mortality rate caused by GBM is high and the median survival of 

patients from diagnosis does not exceed 2 years. Therefore, many interdisciplinary researches 

are undertaken for better understanding the nature of glioblastoma as well as to get novel 

knowledge about its pathogenesis. These type of researches are often performed with the use of 

animal models. 

The main purpose of the research performed in the frame of the doctoral dissertation was 

to identify the elements and biomolecules involved in the development of glioblastoma 

multiforme in the animal models of the disease. The first stage of the investigation was the 

implantation of three different human GBM cell lines into rat's brains. The next step was to 

choose an analytical tool for the determination of the elemental composition of the separate 

brain hemispheres taken from the rats subjected to implantation. From the various available 

methods of elemental analysis of biological samples, Total Reflection X-ray Fluorescence 

(TXRF) spectroscopy was selected. An attempt was made to verify the usefulness of the TXRF 

in the elemental analysis of biological samples. The investigation included the evaluation of 

selected validation parameters of performed measurements, i.e. precision, trueness and 

detection limits, as well as assessment of the inter-laboratory comparison of the results of the 

mammalian tissue samples analysis. Next, the method of Synchrotron Radiation based X-ray 

Fluorescence (SR-XRF) was used to examined changes in the distribution of elements in the rat 

brain tissues. In turn, anomalies in the accumulation and structure of biomolecules in the tissues 

were analysed using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Raman microscopy. 

The obtained results confirmed the high usefulness of the TXRF method in the analysis of 

biological samples, especially for elements with a higher atomic number.  The TXRF analysis 

of rat brain hemispheres allowed to indicate the elements, which potentially may be involved 

in the development of GBM, and the number of the observed anomalies correlated with the 

degree of aggressiveness of the cells used for implantation. Topographic analysis performed 

using the SR-XRF method, revealed changes in the accumulation of elements in the regions of 

the tumor and its surroundings. Analysis of the maps of elemental distribution within the 

examined tissues along with their microscopic evaluation allowed to discuss the potential 

causes of the observed elemental anomalies in the animal models of GBM. In particular, it was 

possible to indicate selenium as a possible biomarker of GBM development. Two-dimensional 

biochemical analysis performed using FTIR and Raman microspectroscopy, showed local 

changes in the accumulation of the main biological molecules in the rodents brains. The areas 

of the tissues affected by the tumor growth were characterized by a reduced content of the lipids, 

nucleic acids and compounds containing carbonyl groups, as well as changes in the level and 

structure of the proteins. 

To conclude, in the frame of the doctoral dissertation, the various spectroscopic methods 

were used to examine the toxicity of the glioblastoma multiforme developed in the rodents 
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brains after implantation of human cells of the tumor. The results of elemental and biochemical 

analysis correlated with the histological changes of the tissues resulting from the GBM 

development. Furthermore, performed researches allowed to identify potential elemental and 

biomolecular markers of GBM toxicity. 
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Układ rozprawy 

 Rozprawę doktorską stanowi zbiór trzech publikacji podejmujących tematykę 

wykorzystania metod spektroskopowych dla potrzeb analizy pierwiastkowej próbek 

pochodzenia biologicznego [A1-A3], a w szczególności, dwa artykuły [A2,A3] opisują badania 

zmian pierwiastkowych zachodzących w tkance mózgowej szczura na skutek implantacji 

ludzkich komórek glejaka wielopostaciowego.  

 Do cyklu opublikowanych artykułów dołączono dwa manuskrypty, które w momencie 

złożenia pracy znajdują w recenzji w czasopismach Spectrochimica Acta B oraz 

Spectrochimica Acta A. W pierwszym opisano rezultaty międzylaboratoryjnego porównania 

wyników analizy pierwiastkowej próbek biologicznych [S1]. Drugi manuskrypt dotyczy 

zastosowania metod spektroskopii wibracyjnej dla potrzeb oceny zmian biomolekularnych 

będących skutkiem rozwoju GBM w mózgach gryzoni [S2]. 

A1 Karolina Płaneta, Aldona Kubala-Kukuś, Agnieszka Dróżdż, Katarzyna Matusiak, 

Zuzanna Setkowicz-Janeczko, Joanna Chwiej, The assessment of the usability of selected 

instrumental techniques for the elemental analysis of biomedical samples, Sci. Rep. 11: 3704 

(2021); IF2021=4.996, MNiSW2021=140. 

A2 Karolina Płaneta, Zuzanna Setkowicz, Natalia Janik-Olchawa, Katarzyna Matusiak, 

Damian Ryszawy, Agnieszka Dróżdż, Krzysztof Janeczko, Beata Ostachowicz, Joanna Chwiej, 

Comparison of elemental anomalies following implantation of different cell lines of 

glioblastoma multiforme in the rat brain: a total reflection X‑ray fluorescence spectroscopy 

study, ACS Chem. Neurosci. 11: 4447-4459 (2020); IF2021=5.780, MNiSW2021=100. 

A3 Karolina Płaneta, Zuzanna Setkowicz, Mateusz Czyżycki, Natalia Janik-Olchawa, Damian 

Ryszawy, Krzysztof Janeczko, Rolf Simon, Tilo Baumbach, Joanna Chwiej, Altered elemental 

distribution in male rat brain tissue as a predictor of glioblastoma multiforme growth — studies 

using SR-XRF microscopy, Int. J. Mol. Sci. 23: 703 (2022); IF2021=6.208, MNiSW2021=140. 

S1 Karolina Olbrich, Aldona Kubala-Kukuś, Eva Margui, Ramon Fernández Ruiz, Katarzyna 

Matusiak, Jolanta Wudarczyk-Mocko, Paweł Wróbel, Zuzanna Setkowicz, Joanna Chwiej, The 

first total reflection X-ray fluorescence round-robin test of mammalian tissue samples: 

preliminary results, (w recenzji w Spectrochimica Acta B); IF2021=3.662, MNiSW2021=100. 

S2 Karolina Olbrich, Zuzanna Setkowicz, Kamil Kawon, Mateusz Czyzycki, Natalia Janik-

Olchawa, Ilaria Carlomagno, Giuliana Aquilanti, Joanna Chwiej, Vibrational spectroscopy 

methods for investigation of the animal models of glioblastoma multiforme, (w recenzji w 

Spectrochimica Acta A); IF2021=4.831, MNiSW2021=140. 
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1. Wprowadzenie 

 Nowotwory stanowią drugą najczęstszą przyczynę śmierci w Polsce i odpowiadają za 

21,8% zgonów wśród mężczyzn i 20% zgonów kobiet [1]. Współczynnik śmiertelności 

spowodowany chorobami nowotworowymi w Polsce jest jednym z najwyższych w Europie, 

o 15% wyższy od średniej europejskiej [2]. Według Krajowego Rejestru Nowotworów, 

w 2025 r. przewidywany jest ok. 1,5 krotny wzrost liczby zgonów spowodowanych chorobami 

nowotworowymi w porównaniu do 2006 r. [3]. Wśród osób dotkniętych chorobą nowotworową 

2% cierpi na pierwotne, tzn. powstałe de novo w tkance, guzy mózgu. Jednymi z najczęstszych 

pierwotnych guzów mózgu są glejaki, które rozwinęły się z komórek glejowych - 

nieneuronalnych komórek wspierających funkcje neuronów. Najlepiej opisanym i najbardziej 

agresywnym wśród glejaków jest glejak wielopostaciowy (GBM, ang. glioblastoma 

multiforme), stanowiący ok. 54% wszystkich przypadków glejaka i 16% wszystkich guzów 

mózgu. GBM jest klasyfikowany przez Światową Organizację Zdrowia do nowotworów o IV, 

najwyższym, stopniu złośliwości [4]. 

 Glejak wielopostaciowy jest nowotworem heterogennym, co oznacza że jego obraz 

makroskopowy nie jest jednorodny. W różnych obszarach tego samego nowotworu 

obserwowane jest duże zróżnicowanie komórek oraz ich atypia. Na złożony charakter GBM 

wpływa także obecność ognisk martwiczych i krwotocznych w obrębie tej samej masy guza. 

Charakterystycznymi cechami glejaka wielopostaciowego są również naciekający, gwałtowny 

wzrost, bogate unaczynienie oraz niekontrolowana zdolność do proliferacji komórek [5,6]. 

Wszystkie te cechy składają się na obraz nowotworu o wysokiej inwazyjności i niepomyślnym 

rokowaniu. Mediana przeżycia po rozpoznaniu GBM wynosi kilkanaście miesięcy, a mniej niż 

10% pacjentów przeżywa 5 lat [7]. 

 Obecnie, standardowe leczenie chorych na GBM opiera się na resekcji chirurgicznej, 

z maksymalnym oszczędzeniem tkanki otaczającej guz, po której wdrażana jest radioterapia 

oraz chemioterapia. Należy jednak mieć na uwadze, iż specyficzna lokalizacja oraz naciekający 

charakter guza uniemożliwiają jego całkowite usunięcie i utrudniają precyzyjne 

przeprowadzenie radioterapii. Ponadto, złożona struktura GBM oraz jego właściwości 

lekooporne zmniejszają skuteczność leczenia. Dlatego też, pomimo zastosowanego leczenia, 

nie obserwuje się istotnej poprawy w przeżywalności pacjentów [8]. Celem pracy wielu grup 

badawczych jest pogłębienie wiedzy na temat etiologii glejaka wielopostaciowego oraz 

opracowanie nowych, efektywnych metod jego leczenia, skutkujących wydłużeniem długości 

i poprawą jakości życia pacjentów. 

 Istotną rolę, zarówno w badaniach przedklinicznych terapii przeciwnowotworowych, jak 

i tych ukierunkowanych na poznanie patogenezy glejaka wielopostaciowego, mają modele 

zwierzęce [9-11]. Pozwalają one na ocenę działania substancji potencjalnie terapeutycznych 

oraz wywoływanych przez nie skutków ubocznych w organizmach, które nie były wcześniej 

poddawane leczeniu. Do badania zmian morfologicznych, molekularnych czy pierwiastkowych 

zachodzących w tkankach objętych rozwojem nowotworu wykorzystywane są próbki 

pochodzenia ludzkiego, jednak w tym przypadku należy mieć na uwadze, iż otrzymane wyniki 

mogą być obarczone wpływem stosowanych u pacjentów terapii. Dlatego, również pod tym 

względem, materiał badawczy pozyskany z modeli zwierzęcych stanowi bardzo cenne źródło 
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informacji na temat patogenezy danego schorzenia. 

 Istnieje wiele modeli zwierzęcych glejaka wielopostaciowego, a jeden z szeroko 

stosowanych opiera się na wszczepieniu do mózgu zwierząt linii ludzkich komórek 

nowotworowych – tzw. model ortotopowego przeszczepu ksenogenicznego. Model ten 

wymaga wykorzystania zwierząt o upośledzonej odporności lub poddawanych działaniu 

środków immunosupresyjnych [12]. Implantowane mogą być konwencjonalne linie 

komórkowe GBM, pochodzące z banku hodowli komórkowych. Model ten jest łatwy do 

wygenerowania i przez długi czas stanowił złoty standard w badaniach nad glejakiem. Obecnie 

wskazuje się jego wiele ograniczeń, m.in. odstępstwa od linii oryginalnej, powstałe wskutek 

wykształcenia specyficznych fenotypów podczas adaptacji komórek do warunków panujących 

w danym laboratorium, brak reprezentacji heterogeniczności komórek GBM czy brak 

obecności mikrośrodowiska tkankowego nowotworu [13]. Istnieje również możliwość 

wszczepienia komórek nowotworowych bądź fragmentów nowotworu pobranych bezpośrednio 

od pacjenta z rozpoznanym glejakiem (PDX, ang. orthotopic patient-derived xenografts). 

Rozwiązanie to bardzo często pozwala na zachowanie genomu oraz komórkowej 

i histopatologicznej struktury oryginalnego nowotworu. Model PDX, w porównaniu do modeli 

bazujących na hodowlanych liniach GBM, uważany jest za bardziej użyteczny w badaniach 

odpowiedzi na testowane środki terapeutyczne i cieszy się zainteresowaniem przy 

opracowywaniu strategii w medycynie spersonalizowanej [14, 15]. Ze względu na wysoką 

niejednorodność glejaka wielopostaciowego, obserwowaną zarówno w obrębie tego samego 

nowotworu jak i między różnymi pacjentami, oraz modyfikacje w środowisku tkankowym 

konieczne do proliferacji komórek nowotworowych, nie można wskazać modelu zwierzęcego 

idealnie odzwierciedlającego procesy rozwoju GBM zachodzące u ludzi. Ponadto, prawidłowa 

analiza wyników badań prowadzonych z wykorzystaniem modeli zwierzęcych, np. testowania 

nowych terapii, wymaga znajomości anomalii wywołanych samym procesem rozwoju 

nowotworu, które mogą być charakterystyczne dla danego modelu. Dlatego też, konieczna 

wydaje się weryfikacja wykorzystywanych modeli zwierzęcych glejaka wielopostaciowego, 

w celu oceny ich przydatności dla potrzeb planowanych badań [16–18]. 

 Z istniejącego piśmiennictwa wynika, że stany patologiczne organizmu, w tym procesy 

nowotworowe, mają swoje odzwierciedlenie w zaburzeniach składu pierwiastkowego oraz 

molekularnego tkanek. W szczególności, informacje na temat zawartości pierwiastków 

w tkance zmienionej chorobowo mogą służyć jako wskaźnik rozwoju nowotworu oraz stanowić 

czynnik prognostyczny pozwalający przewidzieć sukces zastosowanego leczenia [19–22]. 

Wskazuje się również na zależności pomiędzy stopniem złośliwości nowotworu a jego składem 

pierwiastkowym i biochemicznym [23–32]. Informacje na temat zaangażowania określonych 

pierwiastków w procesy powstawania i wzrostu nowotworu, mogą zostać wykorzystane przy 

opracowywaniu alternatywnych, wspomagających metod terapeutycznych [33, 34]. Istotny 

kierunek badań stanowi także poszukiwanie biomarkerów procesu nowotworzenia, 

pozwalających na odróżnienie tkanek zdrowych od tych zmienionych nowotworowo, które 

można byłoby zastosować dla potrzeb wsparcia stosowanych obecnie procedur 

diagnostycznych [35–40]. 

 Potężnym narzędziem analitycznym, pozwalającym na przeprowadzanie analiz składu 
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pierwiastkowego oraz biochemicznego próbek biologicznych, są metody spektroskopowe. Ich 

podstawą jest generowanie i interpretacja widm powstałych w efekcie oddziaływania 

promieniowania elektromagnetycznego z materią próbki. W szerokiej grupie metod 

spektroskopowych wyróżnić można spektroskopię wibracyjną, gdzie oddziaływanie 

promieniowania ze składnikami próbki pozwala na generację i rejestrację widm oscylacyjnych, 

dostarczających informacji na temat grup funkcyjnych związków chemicznych obecnych 

w analizowanym materiale. Do metod spektroskopii wibracyjnej należy spektroskopia 

w podczerwieni (IR, ang. infrared radiation), u podstaw której leży absorpcja promieniowania 

podczerwonego przez cząsteczki wchodzące w skład próbki, a także spektroskopia Ramana, 

bazująca na zjawisku nieelastycznego rozproszenia promieniowania w wyniku jego interakcji 

z molekułami próbki. Metody te są wzajemnie komplementarne, co oznacza, że pasma 

oscylacyjne charakterystyczne dla danej grupy funkcyjnej mogą być widoczne w widmie IR, 

a niewidoczne w widmie Ramana i odwrotnie. Komplementarność obu metod realizowana jest 

także w różnicach pomiędzy intensywnościami rejestrowanych pasm oscylacyjnych. Analiza 

widm powstałych z wykorzystaniem metod spektroskopii wibracyjnej pozwala na identyfikację 

w próbce makromolekuł tj. białka, lipidy czy kwasy nukleinowe. Obecnie, w wyniku połączenia 

metod spektroskopii wibracyjnej z mikroskopią optyczną, bardzo popularnymi metodami 

analizy biochemicznej stały się mikrospektroskopia promieniowania podczerwonego 

z transformatą Fouriera (FTIR, ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) oraz 

mikroskopia Ramana. Metody te umożliwiają analizę składu biochemicznego badanych tkanek 

przy jednoczesnej ocenie ich budowy na poziomie mikroskopowym. Wysoka rozdzielczość 

przestrzenna obu metod pozwala na prowadzanie pomiarów składu molekularnego 

w mikroobszarach próbki, co przekłada się na ich szerokie zastosowanie w badaniach próbek 

pochodzenia biologicznego. 

 W przypadku analizy składu pierwiastkowego próbek, szczególnym zainteresowaniem 

cieszy się spektroskopia fluorescencji rentgenowskiej, należąca do grupy metod spektroskopii 

emisyjnej. W wyniku wzbudzenia atomów próbki wiązką pierwotnego promieniowania X, 

dochodzi do emisji rentgenowskiego promieniowania charakterystycznego o energii 

specyficznej dla danego pierwiastka. Rejestracja tego promieniowania pozwala na identyfikację 

pierwiastków obecnych w badanej próbce. Jednym z wariantów spektroskopii fluorescencji 

rentgenowskiej jest metoda fluorescencji rentgenowskiej ze wzbudzeniem promieniowaniem 

synchrotronowym (SR-XRF, ang. Synchrotron Radiation X-Ray Fluorescence). Duża 

intensywność oraz naturalnie wysoka kolimacja promieniowania synchrotronowego, przy 

zastosowaniu nowoczesnych systemów ogniskowania promieniowania rentgenowskiego, 

pozwala, w tym przypadku, na dwuwymiarową analizę wielopierwiastkowa z bardzo dobrą 

rozdzielczością przestrzenną, sięgająca nawet części mikrometrów, przy zachowaniu wysokiej 

czułości analitycznej dla pierwiastków śladowych. Ponadto, procedura pomiarowa jest 

nieniszcząca oraz nie wymaga specjalnego przygotowania próbek. Dlatego też, metoda SR-

XRF stanowi cenne narzędzie w badaniach dystrybucji i akumulacji pierwiastków w próbkach 

pochodzenia biologicznego. 

 Metodą fluorescencji rentgenowskiej, szeroko stosowaną do przeprowadzania analizy 

pierwiastkowej całości materiału próbki, jest spektroskopia fluorescencji rentgenowskiej 

z zastosowaniem całkowitego odbicia promieniowania X (TXRF, ang. Total Reflection X-ray 
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Fluorescence). Efektem wykorzystania geometrii całkowitego odbicia jest podwójne 

wzbudzenie próbki, a także znaczna poprawa granic wykrywalności analizowanych 

pierwiastków, wynikająca z redukcji rejestrowanego promieniowania rozproszonego. Metoda 

TXRF umożliwia przeprowadzanie analiz wielopierwiastkowych w krótkim czasie oraz dla 

niewielkiej ilości próbki koniecznej do wykonania oznaczeń. Ponadto, pozwala na 

bezpośrednie pomiary próbek ciekłych, które wymagają jedynie wysuszenia. Dodatkową zaletą 

metody jest nieskomplikowana procedura oznaczania ilościowego pierwiastków, opierająca się 

na metodzie dodatku wzorca wewnętrznego. Ze względu na te właściwości, metoda TXRF stała 

się w ostatnich latach bardzo popularna w badaniach składu pierwiastkowego próbek 

biologicznych. 

 Istotnym elementem związanym z wiarygodnością wyników przeprowadzanych analiz jest 

ich walidacja. Jest to proces polegający na wyznaczeniu wartości parametrów 

charakteryzujących efektywność i przydatność danej metody do określonych celów 

badawczych. Walidacja jest przeprowadzana w celu zapewnienia, że proces analizy jest 

rzetelny i dokładny. W literaturze najczęściej wyznaczanymi parametrami walidacyjnymi dla 

ilościowych analiz pierwiastkowych są poprawność i precyzja pomiaru, a także granice 

wykrywalności oznaczanych pierwiastków. Znajomość możliwości analitycznych stosowanych 

metod stanowi kluczowy element planowania procedur badawczych.
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2. Cele i zakres pracy 

 Głównym celem badań prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej była identyfikacja 

pierwiastków oraz makromolekuł biologicznych zaangażowanych w rozwój glejaka 

wielopostaciowego w modelach zwierzęcych nowotworu. Dla potrzeb realizacji założonych 

celów wykorzystano nowoczesne metody spektroskopowe, a mianowicie metodę spektroskopii 

fluorescencji rentgenowskiej z całkowitym odbiciem, mikrofluorescencję rentgenowską ze 

wzbudzeniem promieniowaniem synchrotronowym, mikrospektroskopię w podczerwieni 

z transformatą Fouriera oraz mikroskopię Ramana. 

 Jako szczegółowe cele badawcze przyjęto: 

1. Ocenę użyteczności wybranych metod analizy pierwiastkowej stosowanych w badaniach 

próbek pochodzenia biologicznego, w tym absorpcyjnej spektrometrii płomieniowej (F-AAS, 

ang. flame atomic absorption spectrometry) i bezpłomieniowej z zastosowaniem kuwety 

grafitowej (GF-AAS, ang. graphite-furnance atomic absorption spectrometry), atomowej 

spektrometrii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzężonej (ICP-OES, ang. 

inductively coupled plasma optical emission spectrometry) oraz spektrometrii masowej ze 

wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzężonej (ICP-MS, ang. inductively coupled plasma 

mass spectrometry).  

2. Weryfikację przydatności analitycznej metody TXRF dla potrzeb oceny składu 

pierwiastkowego próbek biologicznych na tle wyżej wymienionych metod. 

3. Ewaluację zgodności wyników analizy pierwiastkowej tkanek pochodzenia zwierzęcego 

uzyskanych przez różne laboratoria przy użyciu komercyjnych spektrometrów TXRF. 

4. Ocenę zmian w składzie pierwiastkowym półkul mózgu szczurów zachodzących w wyniku 

rozwoju glejaka wielopostaciowego z zastosowaniem metody TXRF. 

5. Określenie lokalnych zmian w rozmieszczeniu pierwiastków w tkankach mózgowych 

szczurów wywołanych rozwojem glejaka wielopostaciowego z wykorzystaniem metody SR-

XRF. 

6. Ocenę anomalii w dystrybucji głównych makromolekuł biologicznych w mózgach 

szczurów wskutek rozwoju glejaka wielopostaciowego z zastosowaniem mikrospektroskopii 

FTIR i Ramana. 

7. Weryfikację różnic w anomaliach pierwiastkowych i molekularnych obserwowanych 

w badanych modelach zwierzęcych glejaka wielopostaciowego.  

 Zakres rozprawy doktorskiej obejmuje: 

1. Przegląd literatury dotyczącej zastosowania metod spektroskopowych do analizy 

pierwiastkowej próbek biologicznych oraz porównanie wartości parametrów walidacyjnych 

wyznaczonych dla przeprowadzanych przy ich użyciu analiz. 

2. Udział w eksperymencie polegającym na implantacji komórek glejaka wielopostaciowego 

do mózgu szczurów. 

3. Preparatykę pobranych narządów szczurzych w celu przeprowadzenia pomiarów. 
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4. Badania składu pierwiastkowego próbek (półkule mózgu szczurów, serce, nerka, 

śledziona, płuca) metodą TXRF. 

5. Analiza dystrybucji pierwiastków w mózgu szczurów metodą SR-XRF. 

6. Badania rozmieszczenia głównych makromolekuł biologicznych oraz zmian w strukturze 

białek w tkance mózgowej metodą mikrospektroskopii FTIR i Ramana.  

7. Podsumowanie rezultatów międzylaboratoryjnego porównania wyników analiz składu 

pierwiastkowego próbek biologicznych przeprowadzonych metodą TXRF. 

 

  



19  

3. Materiały i metody 

 W badaniach prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej wykorzystano narządy 

pochodzące od męskich osobników szczurów Wistar albino. Hodowla zwierząt oraz wszystkie 

procedury z ich udziałem prowadzone były w Pracowni Neuropatologii Eksperymentalnej 

(wcześniej Zakład Neuroanatomii) Instytutu Zoologii i Badań Biomedycznych Uniwersytetu 

Jagiellońskiego. Procedury te zostały zaakceptowane przez II Lokalną Komisję Etyczną do 

Spraw Doświadczeń na Zwierzętach w Krakowie (zgody nr 121/2015 oraz nr 119/2016) oraz 

przeprowadzone zgodnie z międzynarodowymi standardami. 

 W części eksperymentalnej pracy A1 wykorzystano tkanki pochodzące od sześciu zwierząt 

stanowiących grupę kontrolną we wcześniej prowadzanych badaniach, dotyczących wpływu 

ekspozycji na nanocząstki tlenku żelaza na skład pierwiastkowy wybranych narządów [41]. 

Przedmiot analizy stanowiły narządy szczurze: tkanka mięśniowa, mózg, nerka, wątroba, serce 

oraz śledziona.  

 Dla potrzeb realizacji celów postawionych w pracach A2, A3 oraz S2 zanalizowano tkanki 

mózgu pobrane od szczurów wykorzystanych w eksperymencie dotyczącym toksyczności 

glejaka wielopostaciowego. Grupy oznaczone jako T, U oraz Pa1 reprezentowały modele 

zwierzęce GBM, które opierały się na implantacji wybranych komórek nowotworu do mózgu 

szczura. Zwierzęta z grup T oraz U poddano implantacji komercyjnie dostępnych komórek linii 

T98g oraz U87mg, pochodzących z banku Amerykańskiej Kolekcji Hodowli Komórkowych 

(ATCC, ang. American Type Culture Collection, USA). Zwierzęta z grupy Pa zostały poddane 

implantacji komórek nowotworowych pobranych od pacjenta ze zdiagnozowanym pierwotnym 

glejakiem wielopostaciowym. Procedura izolacji ludzkich komórek glejaka wielopostaciowego 

została zaakceptowana przez Komisję Bioetyki ds. wykorzystania materiału komórkowego 

pobranego od pacjentów podczas zabiegów neuroonkologicznych (decyzja nr 535/2017 z dnia 

13 czerwca 2017, wydana przez Komisję Bioetyczną przy Uniwersytecie Mikołaja Kopernika 

w Toruniu). W pracach A2, A3 oraz S2 wykorzystano również tkanki pobrane od zwierząt 

niepoddanych procedurze implantacji komórek nowotworowych, które stanowiły 

w przeprowadzonych eksperymentach grupę kontrolną N. Dodatkowo, w pracy A3 

analizowano tkanki mózgu pobrane od zwierząt poddanych implantacji do mózgu pożywki 

hodowlanej (DMEM, ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium), w której zawieszone były 

opisane wcześniej wszystkie rodzaje komórek nowotworowych (grupa M). 

 Materiał badawczy w pracy S1 stanowiły narządy szczurze (nerka, serce, śledziona, płuco) 

pobrane od zwierząt stanowiących grupę kontrolną N w eksperymencie dotyczącym 

toksyczności GBM.  

 Do zbadania składu pierwiastkowego narządów szczurzych w pracach A1, A2 oraz S1 

wykorzystano spektroskopię TXRF. W celu przygotowania pobranych narządów do analizy tą 

metodą, poddano je mineralizacji mikrofalowej w kwasie azotowym V przy użyciu 

mineralizatora SpeedWave 4. Efektem procedury mineralizacji jest usunięcie organicznej 

matrycy próbki oraz jej rozpuszczenie. Pomiary, tak przygotowanych ciekłych próbek tkanek, 

przeprowadzono przy użyciu spektrometru PicofoxTM S2 (Bruker) w Laboratorium Metod 

                                                      
1 W oryginalnej wersji publikacji A2 grupa zwierząt „Pa” oznaczona jest jako „P”. 
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Rentgenowskich Instytutu Fizyki na Uniwersytecie Jana Kochanowskiego w Kielcach (praca 

A1) oraz spektrometru Nanohunter II (Rigaku) w Laboratorium Fluorescencji Rentgenowskiej 

na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej AGH w Krakowie (praca A2 oraz S1). Wynikiem 

przeprowadzonych pomiarów było oznaczenie stężeń fosforu, siarki, potasu, wapnia, żelaza, 

miedzi, cynku oraz selenu w analizowanych narządach szczurzych, tj. tkance mięśniowej, 

mózgu, nerce, wątrobie, sercu i śledzionie (praca A1), w lewych i prawych półkulach mózgu 

szczurów (praca A2) oraz w nerce, śledzionie, sercu i płucu (praca S1). 

 Metoda SR-XRF została zastosowana do przeprowadzenia topograficznej i ilościowej 

analizy pierwiastkowej mózgu szczurów. Do analizy wykorzystano suche skrawki tego narządu 

o grubości 20 μm, obejmujące obszar implantacji komórek GBM. Dwuwymiarowe 

obrazowanie rozmieszczenia fosforu, siarki, potasu, wapnia, żelaza, miedzi, cynku oraz selenu 

przeprowadzono na linii FLUO ośrodka synchrotronowego KARA (ang. Karlsruhe Research 

Accelerator) w KIT (ang. Karlsruhe Institute of Technology) w Karlsruhe (praca A3). Z kolei 

analizę dystrybucji pierwiastków lekkich, tj. sodu, magnezu, glinu oraz chloru przeprowadzono 

na linii XRF synchrotronu Elettra w Trieście (praca S2). 

 W celu zbadania zmian w zawartości głównych makromolekuł biologicznych, a także 

analizy różnic w strukturze drugorzędowej białek oraz zmian strukturalnych lipidów, 

zastosowano dwie komplementarne metody spektroskopii wibracyjnej: mikrospektroskopię 

FTIR oraz mikroskopię Ramana. Analizom poddano skrawki mózgu o grubości 8 μm, które 

pobrano z rejonu implantacji komórek nowotworowych, a następnie wysuszono w niskiej 

temperaturze. Pomiary metodą mikrospektroskopii FTIR przeprowadzono z użyciem 

mikroskopu Nicolet iN10 MX (Thermo Fisher Scientific), a pomiary ramanowskie 

z wykorzystaniem mikroskopu WITec Alpha 300R. Oba mikroskopy stanowią wyposażenie 

Laboratorium Biospektroskopii Atomowej i Molekularnej na Wydziale Fizyki i Informatyki 

Stosowanej AGH w Krakowie. 
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4. Streszczenia artykułów 

A1: “The assessment of the usability of selected instrumental techniques for the elemental 

analysis of biomedical samples” 

 Celem pracy [A1] było omówienie wybranych metod analizy instrumentalnej (F-AAS, GF-

AAS, ICP-OES i ICP-MS) pod względem ich przydatności w ilościowej analizie 

pierwiastkowej próbek pochodzenia biologicznego. W przeprowadzonym przeglądzie 

literaturowym skupiono się na uzyskiwanych wartościach parametrów walidacyjnych 

pomiarów, tj. precyzja (powtarzalność oraz precyzja pośrednia), poprawność oraz granice 

detekcji pierwiastków. Szczególną uwagę poświęcono również metodom przygotowania 

próbek biologicznych przed wykonaniem analiz. Na podstawie danych przedstawionych 

w analizowanych pracach naukowych, stwierdzono, że spośród omawianych technik analizy 

pierwiastkowej najwięcej możliwości analitycznych oferuje metoda ICP-MS. Pozwala ona na 

przeprowadzanie analiz wielopierwiastkowych, a ze względu na uzyskiwane bardzo niskie 

granice wykrywalności, umożliwia oznaczanie pierwiastków znajdujących się w próbkach na 

poziomie ultraśladowym. Ponadto, otrzymywane wartości precyzji i poprawności pomiarów 

przeprowadzanych metodą ICP-MS są w większości przypadków lepsze niż uzyskiwane dla 

innych technik analizy pierwiastkowej. Zastosowanie metody ICP-MS w badaniach próbek 

biologicznych wydaje się jednak ograniczone, ze względu na wysokie koszty aparatury oraz 

procedury pomiarowej. 

 W drugiej, eksperymentalnej części artykułu podjęto się oceny użyteczności metody TXRF 

dla potrzeb analizy składu pierwiastkowego próbek pochodzenia zwierzęcego – narządów 

szczurzych. Wyznaczono fizjologiczne wartości stężeń fosforu, siarki, potasu, wapnia, żelaza, 

miedzi, cynku oraz selenu w narządach szczurzych: wątrobie, nerce, próbce mięśnia, mózgu, 

sercu oraz śledzionie. Porównanie otrzymanych wyników z danymi literaturowymi wykazało 

dobrą zgodność dla pierwiastków o wyższej liczbie atomowej. Z kolei w przypadku 

pierwiastków lekkich obserwowano większe rozbieżności w wartościach zmierzonych stężeń, 

co mogło wynikać z zastosowanej preparatyki próbek. Na ocenę przydatności metody TXRF 

składało się również wyznaczenie precyzji i poprawności przeprowadzonych pomiarów, a także 

wartości granic detekcji analizowanych pierwiastków. Granice wykrywalności wynosiły od 

0,0335 μg/g (selen) do 28,6 μg/g (fosfor). Powtarzalność wyników uzyskanych metodą TXRF 

była dla większości pierwiastków zadowalająca i nie przekraczała 6%. Wyjątek stanowiła 

precyzja oznaczenia zawartości fosforu i siarki, której wartości wynosiły odpowiednio 11,7% 

oraz 28%. Ostatnim z elementów procedury walidacyjnej metody TXRF było wyznaczenie 

poprawności przeprowadzonych pomiarów, co zrealizowano poprzez analizę zawartości 

pierwiastków w materiale referencyjnym pochodzenia biologicznego. Zmierzone wartości 

stężeń różniły się od ich wartości referencyjnych dla większości analizowanych pierwiastków. 

W szczególności, zaobserwowano zawyżenie zawartości potasu, wapnia, żelaza, miedzi oraz 

cynku oraz zaniżenie stężenia fosforu. Najlepszą zgodność pomiędzy wynikami otrzymano dla 

siarki oraz selenu. 
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S1 “The first total reflection X-ray fluorescence round-robin test of mammalian tissue 

samples: preliminary results” 

 Badania przedstawione w pracy [S1] stanowiły kolejny etap weryfikacji użyteczności 

metody TXRF w analizie próbek pochodzenia biologicznego i zostały przeprowadzone 

w ramach projektu ENFORCE TXRF (European Network for Chemical Elemental Analysis by 

Total Reflection X-ray Fluorescence) COST Action 18130 (European Cooperation in Science 

and Technology). Ich celem była ocena zmienności wyników analizy pierwiastkowej tych 

samych próbek (narządów szczurzych: nerka, serce, śledziona, płuco), uzyskanych przez cztery 

laboratoria wyposażone w różne, komercyjnie dostępne spektrometry TXRF. W laboratoriach 

przeprowadzono pomiary stężeń fosforu, siarki, potasu, wapnia, żelaza, miedzi, cynku i selenu 

w analizowanych próbkach, a także wyznaczono parametry walidacyjne: granice 

wykrywalności badanych pierwiastków, powtarzalność oraz precyzję pośrednią pomiarów. 

Aby zweryfikować zgodność wyników otrzymanych przez współpracujące laboratoria 

określono również precyzję międzylaboratoryjną. Ponadto, wyniki pomiarów składu 

pierwiastkowego wybranej próbki serca przeprowadzone metodą TXRF porównano 

z wynikami analiz z wykorzystaniem metod ICP-OES oraz ICP-MS, które przyjęto jako 

metody referencyjne. 

 Wyniki pracy [S1] potwierdziły przydatność metody TXRF w analizie pierwiastkowej 

tkanek zwierzęcych. Wartości stężeń pierwiastków o wyższych liczbach atomowych zmierzone 

przez współpracujące laboratoria były ze sobą zgodne, natomiast widoczne rozbieżności 

zaobserwowano w przypadku analizy zawartości pierwiastków lekkich. Wyznaczone granice 

wykrywalności wynosiły od 3,92 μg/g do 22,9 μg/g dla fosforu i od 0,0147 μg/g do 0,0352 μg/g 

dla selenu. Zgodnie z oczekiwaniami, pod względem badanych parametrów walidacyjnych, 

najlepsze wyniki uzyskano dla pierwiastków o wyższych liczbach atomowych. 

Przeprowadzone porównanie międzylaboratoryjne wykazało bardzo dobrą poprawność (około 

100% dla żelaza, miedzi i cynku) i precyzję (powtarzalność <6%, precyzja pośrednia <12% 

i precyzja międzylaboratoryjna <12%) wyznaczenia stężeń tych pierwiastków, co może 

świadczyć o wysokiej przydatności metody TXRF w ich analizie w próbkach tkanek ssaków. 

Wskazano również potencjalne kierunki działań dla poprawy użyteczności metody 

w przypadku analizy pierwiastków lekkich, a mianowicie usprawnienie procesu preparatyki 

próbek w celu zmniejszenia efektu samoabsorpcji, optymalizację i/lub ujednolicenie procedur 

kalibracji oraz dekonwolucji widm w poszczególnych laboratoriach. 

A2 “Comparison of elemental anomalies following implantation of different cell lines of 

glioblastoma multiforme in the rat brain: a total reflection X‑ray fluorescence 

spectroscopy study” 

 W pracy [A2] skoncentrowano się na ocenie zmian w składzie pierwiastkowym mózgu 

szczurów poddanych implantacji różnych komórek glejaka wielopostaciowego. Badaniom 

poddano tkanki mózgu pochodzące od zwierząt z grup N, T, Pa oraz U. Wykorzystując metodę 

TXRF wyznaczono stężenia fosforu, siarki, potasu, wapnia, żelaza, miedzi, cynku oraz selenu 

osobno dla półkuli lewej - implantowanej oraz prawej - nieimplantowanej. W celu stwierdzenia, 

czy obserwowane różnice między koncentracjami pierwiastków w półkulach są istotne 

statystycznie zastosowano test U-Manna Whitneya. Stopień inwazyjności wykorzystanych linii 
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komórkowych glejaka, określony na podstawie przeprowadzonej analizy mikroskopowej jako 

potencjał do rozwoju guza, różnił się między poszczególnymi grupami eksperymentalnymi 

i był najwyższy dla grupy U, a najniższy dla grupy T. Ilość obserwowanych anomalii 

pierwiastkowych korelowała ze stopniem agresywności badanych komórek GBM i była 

największa dla grupy U, gdzie zaobserwowano znaczący spadek stężenia fosforu, potasu 

i miedzi oraz wzrost stężenia selenu w implantowanej półkuli w porównaniu do lewej półkuli 

zwierząt z grupy kontrolnej. Większość zmian była specyficzna dla danego modelu GBM, 

natomiast, wspólną cechą dla wszystkich trzech grup zwierząt implantowanych był wzrost 

zawartości żelaza w prawych półkulach mózgu. Poziom tego pierwiastka był podwyższony 

również w lewych półkulach mózgów zwierząt z grup Pa oraz T. Cechą charakterystyczną dla 

poszczególnych grup eksperymentalnych była akumulacja selenu w półkulach 

implantowanych. Zawartość selenu zaobserwowana w grupach Pa i U była, odpowiednio, 

niższa i wyższa w porównaniu do analogicznej półkuli zwierząt kontrolnych. Natomiast 

w grupie T pierwiastek ten utrzymywał się na niezmienionym poziomie. 

 Dodatkowo, w celu oceny wiarygodności przeprowadzonych pomiarów wyznaczono 

parametry walidacyjne dla zastosowanej metody TXRF, tj. granice detekcji analizowanych 

pierwiastków a także powtarzalność oraz precyzję pośrednią. Otrzymane wartości 

analizowanych parametrów były zadowalające.  

A3 “Altered elemental distribution in male rat brain tissue as a predictor of glioblastoma 

multiforme growth — studies using SR-XRF microscopy” 

 Motywacją do badań przedstawionych w pracy [A3] był fakt, iż rozmieszczenie 

pierwiastków w tkankach objętych rozwojem nowotworu może nie być jednorodne. Dlatego, 

do zbadania dystrybucji pierwiastków w mózgach szczurów, a także ilościowego oznaczenia 

gęstości powierzchniowych pierwiastków w wybranych rejonach badanych tkanek 

zastosowano metodę SR-XRF. Analizowano tkanki pochodzące od zwierząt z grup N, M, T, Pa 

oraz U. Zaobserwowane anomalie w dystrybucji pierwiastków były skorelowane ze zmianami 

w morfologii tkanek, które pojawiły się wskutek rozwoju nowotworu. Podobnie jak 

w przypadku wyników przedstawionych w pracy [A2], największe nieprawidłowości 

w rozmieszczeniu pierwiastków odnotowano dla grupy U. Zmiany nowotworowe, które 

rozwinęły się w mózgach zwierząt należących do tej grupy, charakteryzowała niejednorodna 

struktura, widoczna na obrazach mikroskopowych. W jej obrębie można było zidentyfikować 

rejon właściwy guza oraz jego obszar szczątkowy. Rejony te wykazywały różnice w stopniu 

akumulacji dla większości pierwiastków, a największe rozbieżności można było obserwować 

w przypadku rozmieszczenia wapnia oraz żelaza. Jedynym pierwiastkiem, który akumulował 

się w sposób jednorodny w zmianach rozwiniętych u zwierząt z grupy U był selen. 

 Analiza ilościowa oraz ocena statystyczna uzyskanych wyników pozwoliły na wskazanie 

pierwiastków, których akumulacja różni się znacząco pomiędzy rejonem glejaka a jego 

otoczeniem. Nowotwory które rozwinęły się w mózgach zwierząt z grup Pa oraz 

U charakteryzowały się zwiększoną akumulacją żelaza oraz selenu. W bezpośrednim otoczeniu 

zmian powstałych w wyniku implantacji komórek U87mg zaobserwowano zwiększone 

gromadzenie miedzi. Zauważono, iż anomalia w morfologii oraz dystrybucji pierwiastków 

w tkankach pobranych od szczurów z grupy T są zbliżone do zmian obserwowanych u zwierząt 
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poddanych administracji pożywki hodowlanej (grupa M) i prawdopodobnie mogą one wynikać 

z samego uszkodzenia tkanek, do jakiego może dochodzić podczas implantacji a nie rozwoju 

nowotworu. Dla obu tych grup eksperymentalnych, w rejonach odpowiadających miejscu 

implantacji, zaobserwowano zwiększoną akumulację żelaza oraz wapnia. 

 Na podstawie oceny zarówno rozmieszczenia pierwiastków jak uzyskanych wyników 

analizy ilościowej wysunięto wniosek, iż selen mógłby być potencjalnym, pierwiastkowym 

markerem rozwoju glejaka wielopostaciowego w badanych modelach zwierzęcych.  

S2 “Application of vibrational spectroscopy methods in the investigation of animal models 

of glioblastoma multiforme” 

 Badania w pracy [S2] miały na celu weryfikację, czy rozwój glejaka wielopostaciowego 

w mózgach szczurzych powoduje zmiany w zawartości oraz strukturze głównych molekuł 

biologicznych oraz akumulacji pierwiastków lekkich. W pierwszej kolejności, wykorzystując 

mikrospektroskopię FTIR, przeprowadzono dwuwymiarowe obrazowanie tkanek co pozwoliło 

na uzyskanie map rozmieszczenia biomolekuł oraz wskazanie różnic w ich akumulacji 

pomiędzy regionami zdrowymi a zmienionymi nowotworowo. Zaobserwowane anomalie 

w dystrybucji biomolekuł korelowały ze zmianami histologicznymi tkanki, a ich rozległość 

okazała się zależna od rodzaju implantowanej linii komórkowej GBM i była największa dla 

grupy U. Następnie, za pomocą tej metody oraz mikrospektroskopii Ramana, przeprowadzono 

szczegółową analizę spektralną wybranych obszarów tkanki, a mianowicie kory mózgowej, 

istoty białej oraz guza dla półkuli implantowanej i nieimplantowanej. Porównanie widm 

zarejestrowanych na terenie lewej i prawej półkuli w obszarach kory oraz istoty białej pozwoliło 

na stwierdzenie, że rozwój glejaka nie ma wpływu na gromadzenie biomolekuł w odległych 

obszarach mózgu. Skupiono się również na zbadaniu lokalnych zmian biochemicznych 

spowodowanych rozwojem GBM. Analiza porównawcza widm zarejestrowanych w obszarze 

nowotworu oraz jego otoczeniu wykazała, że rejony GBM charakteryzują się zmniejszoną 

zawartością lipidów, kwasów nukleinowych oraz związków zawierających grupy karbonylowe 

a także zmianami w zawartości i strukturze białek. W porównaniu do tkanek otaczających, 

w rejonach nowotworów zaobserwowano większą zawartość białek o strukturze drugorzędowej 

typu beta. W celu potwierdzenia istotności otrzymanych wyników poddano je zaawansowanej 

ocenie statystycznej z wykorzystaniem metody analizy głównych składowych (PCA, ang. 

principal component analysis). Wyniki PCA wykazały, że w przypadku grup Pa oraz U różnice 

między widmami IR zarejestrowanymi w rejonie nowotworu oraz kory mózgowej i istoty 

białej, są znaczące.  

 Ponadto, analiza zawartości lekkich pierwiastków przeprowadzona z wykorzystaniem 

metody SR-XRF ujawniła wzrost akumulacji sodu i chloru oraz zmniejszone gromadzenia 

magnezu w guzach rozwiniętych u zwierząt z grupy U.
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5. Dyskusja  

Wszelkie procesy chorobowe zachodzące w organizmie mogą mieć swoje 

odzwierciedlenie w składzie pierwiastkowym oraz biochemicznym tkanek, których badanie 

może stanowić istotny element w poznaniu patogenezy danego schorzenia. Analiza próbek 

biologicznych jest trudnym zagadnieniem, co wynika ze złożonej struktury ich matrycy, 

a także, często niskich zawartości badanych składników. Ponadto, zwykle dysponuje się 

niewielką ilością materiału próbki do przeprowadzenia analizy. Dokładna ilościowa analiza 

pierwiastkowa próbek biologicznych stanowi bardzo ważny problem biomedycyny. W tego 

rodzaju badaniach wykorzystywane są narzędzia analizy instrumentalnej, w tym metody 

spektroskopowe takie jak absorpcyjna spektrometria płomieniowa (F-AAS) i bezpłomieniowa 

z zastosowaniem kuwety grafitowej (GF-AAS) oraz atomowa spektrometria emisyjna ze 

wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzężonej (ICP-OES). Do metod analizy pierwiastkowej 

należy również spektrometria masowa ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzężonej 

(ICP-MS). Na podstawie przeglądu literatury przeprowadzonego dla celów publikacji A1 

stwierdzono, że metodami najczęściej wykorzystywanymi do analizy pierwiastkowej próbek 

biologicznych są ICP-MS i ICP-OES, które w odróżnieniu od metod F-AAS i GF-AAS 

pozwalają na wykonywanie analiz wielopierwiastkowych. Metoda ICP-OES jest zazwyczaj 

wybierana jako narzędzie analizy pierwiastków głównych w próbce, z kolei metoda ICP-MS 

wykorzystywana jest w analizie tych o zawartościach na poziomie śladowym i ultraśladowym. 

Dane przedstawione w analizowanych pracach naukowych, w tym wartości precyzji 

i poprawności przeprowadzonych pomiarów, pozwoliły wskazać ICP-MS jako metodę 

o największej efektywności. Ma to związek również z osiąganiem najniższych granic 

wykrywalności pierwiastków spośród wymienionych metod analizy pierwiastkowej. Metoda 

ICP-MS jest bardziej wszechstronna, pozwala bowiem również na określenie składu 

izotopowego niektórych pierwiastków w próbkach. Jej wykorzystanie, jednak, może być 

ograniczone ze względu na wysokie koszty wykonywanych pomiarów. 

Wśród metod wielopierwiastkowej analizy ilościowej, wartą do rozważenia alternatywą 

dla wysokokosztowych metod plazmowych jest spektrometria TXRF. Możliwości analityczne 

tej metody, tj. niskie granice wykrywalności pierwiastków, krótki czas analizy oraz niewielka 

ilość materiału konieczna do wykonania oznaczeń, jak również nieskomplikowana procedura 

pomiarowa i niskie koszty, wpływają na jej szerokie wykorzystanie w analizie próbek różnego 

pochodzenia. W badaniach prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej podjęto się próby 

oceny przydatności metody TXRF dla potrzeb analizy zawartości fosforu, siarki, potasu, 

wapnia, żelaza, miedzi, cynku oraz selenu w próbkach biologicznych. Wyznaczone w pracach 

A1, S1 oraz A2 granice detekcji pierwiastków, jak również wartości precyzji pomiarów 

wykonanych z użyciem metody TXRF były zadowalające oraz porównywalne z wartościami 

tych parametrów dla omówionych wcześniej metod analizy pierwiastkowej, przede wszystkim 

dla pierwiastków o wyższej liczbie atomowej. W rezultacie międzylaboratoryjnego porównania 

wyników analizy pierwiastkowej tkanek szczurzych przeprowadzonych metodą TXRF 

wykazano, iż wartości stężeń pierwiastków o wyższych liczbach atomowych zmierzone przez 

współpracujące laboratoria były ze sobą zgodne. Rozbieżności zaobserwowano, natomiast, 

w przypadku pierwiastków lekkich, zwłaszcza fosforu i siarki. Ich źródłem mogą być różne 

algorytmy dekonwolucji stosowane w poszczególnych laboratoriach podczas dopasowania 
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widm rentgenowskich w zakresie promieniowania charakterystycznego tych pierwiastków 

(1,5-3,0 keV). Ze względu na złożony charakter widma w tym zakresie, wynikający z obecności 

dodatkowych linii serii K pochodzących od krzemu, chloru oraz argonu, jest ono szczególne 

wrażliwe na zastosowaną procedurę dopasowania. Istotnym czynnikiem wpływającym na 

obserwowane rozbieżności w zawartościach fosforu i siarki może być również różna 

efektywność absorpcji promieniowania rentgenowskiego w suchej pozostałości próbki. 

Usprawnienie procesu preparatyki próbek, optymalizacja i ujednolicenie stosowanych procedur 

dekonwolucji widm i kalibracji mogłyby być potencjalnymi działaniami skutkującymi 

polepszeniem przydatności metody TXRF w przypadku analizy pierwiastków lekkich 

w tkankach zwierzęcych. 

Głównym celem badań stanowiących przedmiot rozprawy doktorskiej była identyfikacja 

pierwiastków oraz biomolekuł zaangażowanych w rozwój glejaka wielopostaciowego 

w zwierzęcych modelach tego schorzenia. Zadanie to zrealizowano z zastosowaniem metod 

spektroskopowych, w szczególności metod analizy pierwiastkowej TXRF oraz SR-XRF a także 

metod spektroskopii wibracyjnej, tj. mikrospektroskopii FTIR oraz Ramana. Badania 

przeprowadzono z wykorzystaniem modeli zwierzęcych GBM określanych jako ortotopowe 

przeszczepy ksenogeniczne – komórki ludzkiego nowotworu wszczepiono do mózgów gryzoni. 

Dwa modele bazowały na rozwoju nowotworu z komercyjnie dostępnych ustalonych linii 

komórkowych GBM, a mianowicie U87mg (grupa U) oraz T98g (grupa T). Trzeci model 

powstał z wykorzystaniem komórek pobranych bezpośrednio z nowotworu rozwiniętego 

u pacjenta ze zdiagnozowanym GBM (grupa Pa).  

Nowotworom powstałym w modelach zwierzęcych GBM towarzyszył szereg zmian 

pierwiastkowych i biochemicznych. Przeprowadzone badania wykazały, że ilość 

obserwowanych anomalii zależała od implantowanej linii komórkowej, a największe różnice 

między tkankami zdrowymi a nowotworowymi stwierdzono dla zmian, które rozwinęły się po 

implantacji komórek linii U87mg. Analiza mikroskopowa tkanek pobranych z rejonu 

implantacji komórek glejaka pokazała, że zarówno wszczepienie komórek U87mg, jak i tych 

pochodzących bezpośrednio od pacjenta, doprowadziło do rozwoju guza w obrębie 

implantowanej półkuli mózgowej szczura. W przypadku komórek U87mg była to masywna 

zmiana, niekiedy obejmująca całą implantowaną półkulę, z widoczną niejednorodną strukturą, 

w obrębie której zidentyfikowano rejon właściwy guza oraz jego obszar szczątkowy. Natomiast 

po implantacji komórek T98g nie doszło do rozwoju nowotworu w mózgach szczurów, 

a zmiany morfologiczne tkanek obserwowane w miejscu wszczepienia mogły wynikać z ich 

uszkodzenia podczas procedury implantacji.  

Analiza metodą TXRF wykazała spadek zawartości fosforu w implantowanych półkulach 

mózgu szczurów należących do grupy U [praca A2]. Z kolei na podstawie map rozmieszczenia 

pierwiastków, otrzymanych z wykorzystaniem metody SR-XRF, w tkankach pobranych od 

zwierząt należących do tej grupy można było zaobserwować zmniejszenie akumulacji fosforu 

w rejonie szczątkowym nowotworu [praca A3]. Obszar ten stanowi rejon martwiczy guza, 

którego obecność jest jedną z charakterystycznych cech GBM, świadczącą o złym rokowaniu 

pacjentów [42]. Zmniejszenie dystrybucji fosforu w tym obszarze może wynikać z uszkodzenia 
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błon komórkowych, a w szczególności z rozpadu fosfolipidów będących składnikami 

budulcowymi błon, które wpływają na ich integralność [43]. Obniżoną akumulację 

fosfolipidów w rejonie szczątkowym guzów rozwiniętych z komórek U87mg potwierdziły 

badania przeprowadzone z wykorzystaniem metody FTIR. Wykazano, iż obszary te cechuje 

zmniejszona intensywność pasm charakterystycznych dla związków zawierających grupy 

fosforanowe (~1080 i 1240 cm-1) oraz grupy karbonylowe (~1740 cm-1) [praca S2]. 

Badania składu pierwiastkowego półkul mózgu pokazały wzrost zawartości wapnia oraz 

żelaza w nieimplantowanych półkulach dla zwierząt poddanych implantacji komórek U87mg. 

Ponadto, w obu półkulach mózgu szczurów z grupy Pa zaobserwowano zwiększenie poziomu 

żelaza w porównaniu do zwierząt kontrolnych [praca A2]. Analiza skrawków mózgu metodą 

SR-XRF wykazała niehomogeniczną akumulację wapnia oraz żelaza w obrębie masy guza, 

który rozwinął się z komórek U87mg. Istotny wzrost gęstości powierzchniowej wapnia 

odnotowano w rejonie szczątkowym nowotworu, natomiast żelaza w jego obszarze właściwym. 

Wzrost akumulacji tych dwóch pierwiastków odnotowano również w obrębie zmian które 

rozwinęły się po implantacji komórek pochodzących od pacjenta [praca A3]. Podejrzewa się, 

iż anomalie w gromadzeniu wapnia mogą być rezultatem procesu ekscytotoksyczności 

glutaminianu – pobudzającego neuroprzekaźnika, którego poziom w warunkach 

fizjologicznych regulowany jest przez astrocyty. Komórki GBM wykazują nieprawidłowości 

w zakresie kontroli poziomu glutaminianu. Co więcej, mogą uwalniać jego znaczne ilości do 

przestrzeni międzykomórkowej [44]. Nadmierna koncentracja glutaminianu aktywuje 

w błonach kanały przepuszczalne dla wapnia, co powoduje jego napływ do wnętrza komórki. 

To, z kolei, wywołuje szereg niszczących procesów prowadzących do śmierci komórki [45]. 

Żelazo jest mikroelementem istotnym dla wzrostu i procesów podziału komórek. Zwiększona 

akumulacja tego pierwiastka w obrębie zmiany powstałej z komórek pobranych od pacjenta 

oraz w rejonie właściwym nowotworu, który rozwinął się z komórek U87mg, może wskazywać 

na obszary o intensywnej proliferacji i inwazyjności. 

Miedź jest mikroelementem zaangażowanym w wiele istotnych procesów fizjologicznych, 

w tym w proces angiogenezy. Pierwiastek ten aktywuje wiele czynników promujących 

powstawanie nowych naczyń krwionośnych, a także stymuluje proliferację komórek 

śródbłonka, które wyścielają naczynia [46]. Angiogeneza jest procesem kluczowym dla 

wzrostu nowotworu, ze względu na zwiększone zapotrzebowanie na składniki znajdujące się 

we krwi [47]. Analiza TXRF półkul mózgu szczurów poddanych implantacji komórek U87mg 

wykazała zmniejszenie zawartości miedzi w porównaniu do zwierząt normalnych, a także 

spadek koncentracji tego pierwiastka w półkulach implantowanych w odniesieniu do półkul 

nieimplantowanych [praca A2]. Ponadto, analiza map rozmieszczenia pierwiastków 

w badanych tkankach wykazała zmniejszone gromadzenie się miedzi w obrębie zmian 

powstałych w mózgach zwierząt z grup U oraz Pa. Z kolei, istotny statystycznie wzrost 

akumulacji tego pierwiastka został zaobserwowany w tkankach sąsiadujących ze zmianą 

nowotworową, która powstała w wyniku implantacji komórek U87mg [praca A3]. Zwiększenie 

gęstości powierzchniowej miedzi w rejonie otaczającym nowotwór może wskazywać na 

zintensyfikowanie procesów rozwoju nowych naczyń i sugerować wysoką inwazyjność 

zmiany. 
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Analiza TXRF mózgów szczurów wykazała specyficzną dla badanych modeli zwierzęcych 

GBM akumulację selenu. Stężenie tego pierwiastka zmierzone w półkulach implantowanych 

zwierząt z grup U i Pa było odpowiednio wyższe i niższe w odniesieniu do odpowiedniej półkuli 

zwierząt kontrolnych [praca A2]. Z kolei na podstawie map rozmieszczenia selenu 

zaobserwowano jego zwiększoną akumulację w obrębie nowotworów, które powstały w obu 

tych grupach eksperymentalnych. Istotnie podwyższona zawartość selenu wyróżniała rejony 

rozwiniętych zmian nowotworowych od obszarów tkanek poddanych implantacji pożywki 

hodowlanej jak i komórek T98g, gdzie nie zaobserwowano ekspansji nowotworu. Spośród 

wszystkich badanych pierwiastków, jedynie region o zwiększonej akumulacji selenu pokrywał 

się z obszarem nowotworu zidentyfikowanym podczas oceny mikroskopowej. Co istotne, selen 

był jedynym pierwiastkiem o jednorodnym rozkładzie w obrębie zmiany w grupie U, a gęstość 

powierzchniowa tego pierwiastka była podwyższona zarówno w obszarze właściwym 

nowotworu jak i w jego rejonie szczątkowym [praca A3]. Na podstawie tych wszystkich 

obserwacji uznano, iż selen mógłby być potencjalnym, pierwiastkowym markerem rozwoju 

GBM w modelach zwierzęcych. Podwyższona akumulacja selenu w rejonie nowotworu może 

wynikać ze zwiększonego zapotrzebowania na ten pierwiastek, które wykazują intensywnie 

proliferujące komórki nowotworowe i/lub może być wynikiem odpowiedzi układu 

immunologicznego na rozwijający się nowotwór i towarzyszący temu procesowi stan zapalny 

[48, 49]. 

W badaniach zmian zawartości i struktury biomolekuł zachodzących w mózgach szczurów 

poddanych implantacji komórek GBM szczególnie użyteczna okazała się metoda 

mikrospektroskopii FTIR. Otrzymane z jej wykorzystaniem mapy chemiczne, jak również 

przeprowadzona analiza spektralna, pozwoliły na wskazanie związków, które mogą mieć 

znaczenie dla rozwoju nowotworu w badanych modelach zwierzęcych. Przeprowadzona 

analiza statystyczna uzyskanych wyników potwierdziła istotność różnic pomiędzy widmami IR 

zarejestrowanymi dla istoty białej, kory mózgowej oraz zmiany nowotworowej rozwiniętej 

z komórek U87mg oraz pochodzących od pacjenta. Może to świadczyć o potencjale 

diagnostycznym metody FTIR w rozróżnianiu tkanek zdrowych od zmienionych 

nowotworowo. Dla żadnego z modeli zwierzęcych GBM nie udało się, natomiast, potwierdzić 

istotności statystycznej różnic pomiędzy widmami ramanowskimi zarejestrowanymi 

w badanych rejonach mózgu [praca S2].  

Jedną z najistotniejszych obserwacji poczynionych w wyniku przeprowadzonej analizy 

biochemicznej, jest stwierdzony spadek akumulacji lipidów w rejonach nowotworów 

rozwiniętych z komórek U87mg i pochodzących od pacjenta, jak również w miejscu 

implantacji komórek T98g. Różnice w dystrybucji lipidów, wyraźnie widoczne na mapach 

topograficznych, pozwoliły na rozróżnienie obszaru nowotworu od tkanek otaczających [praca 

S2]. Jednym z czynników wpływających na zmniejszenie akumulacji lipidów może być 

wspomniana wcześniej redukcja zawartości fosfolipidów w obszarze guza. Inną z przyczyn 

może stanowić wysokie zapotrzebowanie energetyczne komórek nowotworowych związane 

z ich intensywną proliferacją [50, 51]. 

Obecność w widmie IR pasm absorpcji 1080 oraz 1240 cm-1 wynika, między innymi, 
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z zawartości w badanej próbce kwasów nukleinowych. Zarówno analiza topograficzna jak 

i spektralna przeprowadzona z wykorzystaniem metody FTIR wykazała różnice 

w intensywności i strukturze tych pasm pomiędzy tkankami zdrowymi a zmienionymi 

nowotworowo, przede wszystkim dla grup U oraz Pa [praca S2]. Ich zmniejszona intensywność 

może wskazywać na uszkodzenia kwasów nukleinowych w rejonach mózgu zajętych przez 

nowotwór [52].  

Analiza biochemiczna tkanek pobranych z obszaru implantacji od zwierząt z grup Pa oraz 

U wykazała wzrost zawartości białek o strukturze drugorzędowej typu beta kartki 

w porównaniu do tych o strukturze alfa helisy w obszarach objętych rozwojem nowotworu 

[praca S2]. Ze względu na fakt, iż struktura protein determinuje ich funkcje biologiczne, 

wszelkie jej zmiany mogą mieć swoje odzwierciedlenie w funkcjonowaniu komórek. 

Obserwowane anomalia mogą wynikać z mutacji genów związanych z procesem rozwoju 

nowotworu [52–54]. Wzrost zawartości białek o drugorzędowej strukturze beta kartki może 

być również związany ze zwiększonym uwalnianiem przez komórki glejaka proteoglikanu NG2 

do przestrzeni międzykomórkowej [55]. Związek ten posiada białkowy rdzeń o takiej właśnie 

strukturze drugorzędowej i wpływa m.in. na wysoką inwazyjność komórek GBM [56, 57]. 
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6. Podsumowanie 

W ramach rozprawy doktorskiej, w oparciu o zwierzęce modele GBM, zbadano zmiany 

pierwiastkowe i biochemiczne powstające w mózgu na skutek rozwoju tego nowotworu. Do 

tego celu wykorzystano metody analizy spektroskopowej: TXRF, SR-XRF, 

mikrospektroskopię FTIR oraz Ramana.  Ponadto, poruszono problem analizy pierwiastkowej 

próbek pochodzenia biologicznego, a przede wszystkim skupiono się na ocenie użyteczności 

do tego celu wybranych metod instrumentalnych. W szczególności: 

1. W przeprowadzonym przeglądzie literaturowym opisano możliwe zastosowania metod F-

AAS, GF-AAS, ICP-OES oraz ICP-MS do analizy pierwiastkowej różnego rodzaju próbek 

biologicznych. Przedstawiono stosowane do tego celu metody preparatyki próbek. Na 

podstawie analizy wybranych parametrów walidacyjnych (precyzja, poprawność oraz granice 

detekcji pierwiastków) oceniono użyteczność poszczególnych metod w badaniach zawartości 

fosforu, siarki, potasu, wapnia, żelaza, miedzi, cynku oraz selenu w takich próbkach [praca A1]. 

2. Potwierdzono użyteczność metody TXRF w analizie pierwiastkowej próbek 

biologicznych, przede wszystkim dla pierwiastków o wyższej liczbie atomowej. Zrealizowano 

to poprzez ocenę wybranych parametrów walidacyjnych oraz weryfikację 

międzylaboratoryjnego porównania wyników analizy próbek ssaków. Wskazano możliwe 

kierunki poprawy przydatności metody dla badania zawartości pierwiastków lekkich w takich 

próbkach [prace A1, A2, S1]. 

3. Wskazano różnice w składzie i rozmieszczeniu pierwiastków oraz istotnych biologicznie 

molekuł w mózgu pomiędzy badanymi modelami zwierzęcymi GBM. Liczba obserwowanych 

anomalii korelowała z inwazyjnością implantowanych komórek glejaka i była największa dla 

linii U87mg, a najmniejsza dla linii T98g. Stwierdzono, że implantacja tych ostatnich nie 

doprowadziła do rozwoju nowotworu, a obserwowane anomalie pierwiastkowe i biochemiczne, 

jak również w strukturze morfologicznej, mogą wynikać z uszkodzenia tkanek spowodowanego 

procedurą implantacji [prace A2, A3, S2]. 

4. Metody wykorzystane do zobrazowania rozmieszczenia pierwiastków oraz biomolekuł 

w badanych tkankach, a mianowicie SR-XRF oraz FTIR, uwidoczniły zmiany nowotworowe 

powstałe z komórek U87mg oraz pochodzących od pacjenta. Obserwowane anomalie zwykle 

korelowały ze zmianami histologicznymi tkanek. Z pomocą wyżej wymienionych metod, 

możliwa była również identyfikacja rejonów o odmiennej strukturze morfologicznej w obrębie 

nowotworu który rozwinął się z komórek U87mg [prace A3, S2]. 

5. Zidentyfikowano pierwiastki, które mogą być zaangażowane w rozwój GBM 

w zwierzęcych modelach nowotworu. Istotne dla procesu wzrostu glejaka anomalie 

zaobserwowano dla zawartości i dystrybucji fosforu, wapnia, żelaza, miedzi oraz selenu. 

Wskazano selen jako możliwy pierwiastkowy marker rozwoju glejaka w mózgach gryzoni 

[prace A2, A3]. 

6. Szczególnie użyteczna w analizie biochemicznej badanych tkanek okazała się metoda 

mikrospektroskopii FTIR. Przy jej użyciu zaobserwowano spadek zawartości lipidów, kwasów 
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nukleinowych oraz związków zawierających grupy karbonylowe, jak również zmiany 

w strukturze drugorzędowej białek w obszarach nowotworów rozwiniętych w mózgach 

szczurów z implantowanych komórek glejaka [praca S2]. 
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