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1. UvOD

Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu s laserskim otparavanjem (engl. Laser
Ablation-Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry, LA-ICP-MS) prvi put je uvedena 1985.
godine te je od tada postala standardna metoda elementnog mapiranja. * Zbog visoke osjetljivosti,
osim za odredivanje glavnih elemenata i1 elemenata u srednjem koncentracijskom podrucju,
pogodna je za odredivanje elemenata u uzorcima s vrlo niskim udjelom elemenata. Upravo radi
dobrog prostornog razluc¢ivanja i moguénosti odredivanja elemenata u koncentracijskom podrucju
tragova i ultratragova, upotrebljava se u morfoloskoj i kvantitativnoj analizi uzoraka deponiranih
na razli¢ite &vrste supstrate, poput razli¢itih tkiva.

Prva publikacija ove tematike potjee iz 1992. godine u radu Durranta i Warda, koji su
istrazivali studiju izvodljivosti i1 potencijal metode za multielementnu analizu bioloskih uzoraka,
uz koristenje biologkih referentnih materijala.® Za proucavanje prostorne elementne distribucije
zainteresirao se Wang sa suradnicima, predstavivsi koncept bioimaginga pomoc¢u metode LA-ICP-
MS, dvije godine kasnije.* Od tada se ova metoda nasiroko uvrijezila u podru¢ju metalomike,
proteomike, nanotehnologije, klinickih medicinskih studija i u drugim podru¢jima.

Studije bioimaginga pomo¢u metode LA-ICP-MS usmjerene su na proucavanje distribucije
lijekova ili nanocestica 1 markera oznacCenih ionima metala u presjecima bioloskog tkiva ili
pojedinac¢nim stanicama, te na vizualizaciju metaloma unutar bioloSkog tkiva, primjerice u mozgu.
Na ovaj se naé¢in mogu usporedivati bolesna i zdrava tkiva.*® Homeostaza metala unutar bioloskih
sustava od iznimne je vaznosti za imunosni odgovor, unutarstaniénu signalizaciju i metabolizam
uopc¢e. Odavno je poznato da su povisene i1 neregulirane koncentracije odredenih elemenata
povezane s razliitim bolestima. Stoga su metode pogodne za kvantitativnu procjenu njihovih
razina unutar bioloskih uzoraka od izrazite vaznosti te su danas aktualna mnogobrojna istrazivanja
u ovom podru¢ju.” Ubrzani napredak ove mikroanaliticke metode potaknula je i modernija
raCunalna oprema, smanjeno vrijeme trajanja impulsa lasera, a sveukupno je rezultiralo boljim
odnosom signala 1 Suma, te posebice moguénos¢u snimanja vise spektara u jedinici vremena uz

visoko razluéivanje i poboljsanu kvalitetu slike.®
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2. METALI U BIOLOSKIM TKIVIMA

IzloZenost teskim metalima iz okoliSa postala je velika prijetnja ljudskom zdravlju. Antropogene
aktivnosti ukljucujuéi urbanizaciju i industrijalizaciju povecale su izlozenost ¢ovjeka teskim
metalima. Rudarstvo, upotreba gnojiva i pesticida, sagorijevanje fosilnih goriva, proizvodnja
kemijskih stabilizatora, baterija, plastike, tekstila, mikroelektronike samo su neki od primjera
izvora teSkih metala koji dospijevaju u okolis. Metali se zatim akumuliraju u biljkama, voc¢u 1
povréu ¢ijom konzumacijom dolazi do unosa zagadivaca u ljudski organizam.

Esencijalni metali kao $to su krom (Cr), kobalt (Co), bakar (Cu), Zeljezo (Fe), mangan
(Mn), molibden (Mo), selenij (Se) i cink (Zn) imaju vaznu biokemijsku i fiziolosku ulogu u
organizmima pri niskim koncentracijama. Ti elementi u tragovima su znacajni u gradi nekih
enzima ukljucenih u redoks reakcije, biosintezu, prijenos i ostale metabolicke aktivnosti. Za neke
neesencijalne metale poput arsena (As), kadmija (Cd), zive (Hg), nikla (Ni) i vanadija (V) nije
poznata bioloska svrha, ve¢ upravo suprotno, poznati su njihovi $tetni uinci na zdravlje. Ipak, i
esencijalni kao i neesencijalni metali mogu biti toksicni za organizam ukoliko njihove
koncentracije prelaze odredene vrijednosti. Prema Medunarodnoj agenciji za istrazivanje raka
(engl. International Agency for Research on Cancer, IARC), arsen, krom (V1), kadmij i nikal su
klasificirani u grupu 1 kancerogenih tvari. Arsen i kadmij djeluju Stetno na metabolizam glukoze
1 ostale metabolicke puteve, dok zajedno s olovom i Zivom c¢ine problem za kardiovaskularni
sustav. Isto tako, poznato je da uz arsen i1 kadmij, izloZzenost bakru, niklu, olovu i cinku moze
dovesti do rizika nastanka dijabetesa.’

Raspodjela metala na razini organizma i stanice je presudna za razumijevanje kako metali
djeluju te kako se njihovo djelovanje moze promijeniti. Stovide, mjerenje koncentracije metala u
specificnom podrucju bioloskog tkiva je od velike vaznosti. Nedostatak metala ili njihova
prevelika koncentracija moZe biti dokaz bolesti. Neravnoteza Zeljeza moZe ukazivati na neuroloske
bolesti, visoke razine bakra u serumu su Cesta pojava kod pacijenata s rakom dojke. Osim bolesti,

provode se razna istrazivanja lijekova na bazi metala koji se koriste kod lije¢enja tumora.®
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3. METODA LA-ICP-MS

3.1. Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu

Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu (engl. Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry, ICP-MS) je spektrometrijska metoda u kojoj induktivno spregnuta plazma (ICP)
sluzi kao ionizacijski izvor, dok se detekcija iona provodi pomocu spektrometra masa. Zbog niskih
detekcijskih granica i visoke rezolucije, osjetljivosti kod simultanog multielementnog odredivanja,
Sirokog dinamickog raspona te mogucénosti kvalitativnog 1 kvantitativnog odredivanje elemenata
u razli¢itim koncentracijskim podrucjima i velike brzine mjerenja, primjenjuje se u mnogim
podrucjima.

U instrument se uvodi tekuc¢i uzorak koji se pod utjecajem visoke temperature prevodi u
aerosol, nakon Cega slijedi uparavanje 1 proces kidanja kemijskih veza. Posljedi¢no, nastaju
ionizirani atomi (ioni) koji iz plazme ulaze u spektrometar masa te se razdvajaju na temelju odnosa
mase i naboja (m/z), sto ¢ini osnovu njihove identifikacije i1 detekcije. Kod povezivanja plazma
sustava i spektrometra, problem predstavlja prijenos iona iz plazme prema analizatoru masa,
upravo radi velike razlike u tlakovima unutar razli¢itih dijelova instrumenta. Plazma nastaje 1
odrzava se konstantnim dotokom argona pri atmosferskom tlaku, a spektrometar masa zahtijeva
vrlo visoki vakuum (10°° torr). Za prevladavanje ovoga problema, plinska faza uzorka pod
atmosferskim tlakom se prevodi u evakuiranu komoru §to omogucava spojnica (engl. interface),
koja se sastoji od dva cilindra, jedan za takozvano skupljanje, a drugi za obiranje uzorka.

Interferencije kod metode ICP-MS dijele se na spektralne te one uzrokovane zbog razlike
u sastavu matrice. Kod spektralnih interferencija smetnje mogu nastati zbog ionskih specija koje
imaju isti omjer m/z kao i ioni analita. Tu valja spomenuti oksidne ione, viSeatomne ione i
dvostruko nabijene ione. KoriStenjem analizatora mase s visokom rezolucijom mogu se u znatnoj
mjeri ukloniti spektralne interferencije. Budu¢i da u slu¢aju zahtjevnijih matrica moze do¢i do
znacajnijeg narusavanja omjera signala i Suma pri mjerenju signala analita, smetnje uzrokovane
matricom mogu se umanjiti razrijedivanjem uzorka, promjenom postupka uvodenja uzorka, ili u
odredenim slucajevima, separacijom analita od matrice. Slika 1 shematski prikazuje sustav ICP-
MmS.H
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Slika 1. Shematski prikaz sustava ICP-MS!?

3.2. Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu s laserskim otparavanjem

Lasersko otparavanje (ablacija) postaje dominantna tehnologija za izravno uzorkovanje ¢vrstih
tvari, a posebnu primjenu nasla je i u analiti¢koj kemiji. Spektrometrija masa uz induktivno
spregnutu plazmu s laserskim otparavanjem (LA-ICP-MS) je nacelno nedestruktivna metoda
kojom je za analizu potrebno ukloniti samo povrSinski sloj uzorka, dok ostatak ostaje netaknut.
Osim elementne analize koja se postize konvencionalnom metodom ICP-MS, metoda LA-ICP-MS
ima mnoge prednosti. Naime, moguce je prostorno okarakterizirati nehomogenosti na povrSini

uzorka koja se moze i oslikati na temelju elementnog sastava.l

3.2.1. Lasersko otparavanje

Lasersko otparavanje (ablacija) se odnosi na proces pri kojem se zracenje pulsnog lasera velike
snage fokusira na povrSinu ¢vrstog uzorka pri ¢emu dolazi do prelaska odredenog volumena u
plinovito stanje. Interakcijom materije i laserske zrake dolazi do izbijanja atoma, iona i molekula
s povrSine uzorka te nastajanja plazme uz povrSinu. lako mehanizam ablacije nije u potpunosti
jasan, pretpostavlja se da ukljucuje termicke i netermicke procese.'? Lasersko zradenje (gustoéa

snage) te termicka i opticka svojstva materijala kriticni su parametri koji utje¢u na konacni rezultat.
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Interakcija materije 1 laserske zrake se moZe opisati dvama procesima: isparavanjem i
otparavanjem (ablacijom). Kada laserska zraka traje nekoliko mikrosekundi i kada je intenzitet
zradenja manji ili jednak 10° W/cm?, isparavanje je dominantni proces koji utje¢e na uklanjanje
materije s povrsine uzorka. Termicka i opticka svojstva uzorka utjecu na koli¢inu materije koja se
otklanja pomocu laserskog zracenja. Opticka svojstva (apsorpcija i refleksija) odreduju i udio
snage koja se apsorbira te dubinu opti¢ke apsorpcije unutar uzorka. lako je ova interakcija
definirana kao isparavanje, energija je lokalizirana i dana u kratkom vremenu, pri ¢emu
termodinamicki modeli ne opisuju ovu interakciju u potpunosti. Proces taljenja je, uz isparavanje,
takoder Cesta pojava, pri cemu je zbog razlika u latentnim toplinama isparavanja para obogacena
opisano otklanjanje materijala s povrSine uzorka ovisno o termickim svojstvima naziva se
frakcionacija i nepoZzeljna je, jer smanjuje tocnost analize.

Nadalje, pri visokom intenzitetu laserskog zraéenja (> 10° W/cm?) povrsina izuzetno brzo
postiZze temperaturu potrebnu za isparavanje. Prije nego povrsinski sloj ispari, temperatura i tlak
dostignu vrijednost iznad kriticne §to uzrokuje ,,eksploziju povrsinskog sloja. Takva interakcija
se moze opisati i kao netermicki proces i dobila je naziv laserska ablacija, odnosno izravan
prelazak u plinovito stanje bez opazivog taljenja i uz minimalnu frakcionaciju. Pri tom procesu
dolazi do pojave tzv. laserski inducirane plazme iznad otparene povrsine. Temperatura inducirane
plazme prelazi vrijednosti od 10* K te zbog radijativnog prijelaza topline na povrsinu dolazi do
plazma zasjenjenja. Laserski inducirana plazma traje nekoliko mikrosekundi, §to je viSe od trajanja
laserskog pulsa i uzrokuje poteskoce kod metode LA-ICP-MS kao $to je frakcionacija koja moze
biti vedeg opsega nego ona koja se dogodi kod izravnog isparavanja.'®* Naime, na emisiji
karakteristiénog zraCenja iz takve plazme temelji se jo$ jedna metoda: laserski inducirane

spektroskopije sloma (engl. Laser Induced Breakdown Spectrometry, LIBS).1*

3.2.2. Instrumentacija za metodu LA-ICP-MS

Sustav LA-ICP-MS sastoji se od lasera s cjelokupnim optickim sustavom te ablacijskom ¢elijom,
induktivno spregnute plazme kao ionizacijskog izvora te spektrometra masa kao detekcijskog

sustava. Laser s opti¢kim sustavom 1 ablacijskom ¢elijom prikazan je shematski na slici 2.
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Slika 2. Shematski prikaz lasera s optickim sustavom i ablacijskom ¢elijom!?

Laseri koji se koriste kod tehnike laserskog otparavanja mogu se kategorizirati prema izvoru,
valnoj duljini emitiranog zracenja te trajanju pulsa. Naj¢es$c¢i laseri koji se koriste u metodi LA-
ICP-MS su laseri u ¢vrstom stanju poput Nd:YAG te plinski laseri kao §to je ArF excimer.
Osnovna valna duljina Nd:YAG lasera, kao i veine lasera u ¢vrstom stanju je u bliskom
infracrvenom podrucju i iznosi 1064 nm. Naime, §to je krac¢a valna duljina lasera, to je veca
ucinkovitost ablacije 1 manje je izrazena frakcionacija. Smanjenjem valne duljine raste energija
fotona za cijepanje veza Sto pogoduje ablaciji, a takoder i manjem ucinku plazma zasjenjenja.
Stoga se za lasersko otparavanje umjesto osnovne valne duljine generiraju harmonici, osobito tre¢i
(355 nm), Cetvrti (266 nm) i peti (213 nm) harmonik u ultraljubi¢astom podruéju.'? Excimer laseri
sadrze komore ispunjene molekulama plina koje emitiraju zracenje karakteristicne valne duljine.
Najcesce se koriste halogeni elementi ili halogenidi plemenitih plinova, koji emitiraju zracenje
valnih duljina u ultraljubi¢astom podrucju, poput XeCl (308 nm), KrF (248 nm), ArF (193 nm) te
F2 (157 nm).*®

Osim lasera, sustav sadrzi 1 opticke elemente koji usmjeravaju zraenje na povrsinu uzorka
te opticki mikroskop s ugradenom le¢om za fokusiranje 1 CCD kameru koji daju pregled povSine
uzorka. Uzorak je smjeSten u ablacijsku komoru s prozorom od kvarcnog stakla propusnog za

ultraljubicasto zraCenje. Ablacijska komora je smjeStena na postolju koje se moze pomicati duz
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sve tri prostorne osi pomocu racunala, kroz koju se odrzava protok inertnog plina nositelja (obi¢no
argon ili helij) koji nosi otpareni dio uzorka do plazme. Visok protok plina nositelja moze smanjiti
depoziciju uzorka u komori i cijevi za prijenos te se na taj nac¢in moze povecati ucinkovitost
prijenosa, a smanjiti efekt memorije. Vecina sustava LA-ICP-MS (slika 3) Kkoristi spektrometar
masa s kvadrupolnim analizatorom kao sustav detekcije zbog velike brzine skeniranja spektra
masa. Nedostatak kod kvadrupolnih analizatora je kada se u otparenom volumenu nalaze velike
Cestice pri ¢emu dolazi do prostorne promjene u ionskom oblaku $to dovodi do pogorsanja signala.
Zbog toga se Cesto koriste drugi analizatori poput analizatora mase s dvostrukim fokusiranjem,
kojeg odlikuje visoka razluCivost te analizator mase s mjerenjem vremena leta koji istodobno

analizira mase iona.?
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D laser
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pumpa ICP-MS
\ f——-3
- o 1 I
uzorak na “_ Al N /n
nosacu = : 5 - ——:1—-'—; 1

! o.|la.
Ar @_’AI

Slika 3. Shematski prikaz sustava LA-ICP-MS?®

Sustav laserske ablacije je idealan pristup u analizi kako bi se mehanicka 1 kemijska energija
zamjenile energijom svijetla. Tradicionalni pristup u analizi je mikrovalno potpomognuta
razgradnja koja se i danas esto koristi.*” Velika prednost analize uz lasersko otparavanje je upravo
priprema uzorka koja nacelno nije ni potrebna ili je vrlo jednostavna. Pri analizi povrSine
materijala ili dubinskom profiliranju nema pripreme uzorka, dok je pri elementnoj analizi uzorka
potrebna homogenizacija ukoliko je uzorak heterogen, $to se moze posti¢i mljevenjem te

presanjem u &vrstu pastilu.?
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3.2.3. Pristupi u kalibraciji

Metoda LA-ICP-MS je postala standardna tehnika za elementnu analizu koju karakteriziraju niske
granice detekcije, visoka prostorna razlucivost, Siroko linearno dinamic¢ko podrucje i jednostavna
priprema uzorka. Jedan od najvecih izazova na koji se nailazi kod metode LA-ICP-MS je
mogucnost to¢ne I pouzdane kvantitativne analize. Neki od razloga su frakcionacija koja se dogada
tokom procesa otparavanja, prijenos aerosola, ionizacija u plazma izvoru i odstupanja zbog
instrumentnog drifta. Buduci da ucinkovitost otparavanja, a tako i ovi procesi ovise 0 sastavu
matrice uzorka, za pouzdane i1 toCne rezultate pozeljno je koristiti standarde ¢ija se matrica
podudara s matricom uzorka. Bazdarenje vanjskim standardima, koji se ili temelje na dostupnim
certificiranim referentnim materijalima, ili su pripremljeni u laboratoriju, glavni je nacin
bazdarenja kod metode LA-ICP-MS.

Certificirani referentni materijali (engl. Certified Reference Materials, CRMs) omogucuju
kalibraciju s visokim stupnjem sljedivosti te moraju odgovarati uzorku u koncentracijama analita
kao i u kemijskom sastavu te fizikalnim svojstvima. Primjer za certificirani referentni materijal su
stakleni referentni materijali serije NIST SRM 61X. lako se koriste za kalibraciju, nerijetko se
matrica standarda ne podudara s matricom uzorka. Takav slucaj je vrlo Cest kod analize bioloskih
uzoraka gdje gotovo i ne postoje standardi koji odgovaraju uzorku svjezeg tkiva. Ograni¢ena
dostupnost odgovarajuéih referentnih materijala za kvantitativnu LA-ICP-MS analizu dovelo je do
razvoja alternativnih strategija u kalibraciji. Ipak, kompleksnost i heterogenost bioloskih tkiva ¢ine
oponasanje matrice uzorka teSko izvedivom pa jo$ nije razvijen prikladan nacin kalibracije kako
bi se dobila Zeljena to¢nost, preciznost i robustnost. U vecini slu€ajeva, standardi se pripremaju u
laboratoriju i podvrgavaju internoj karakterizaciji i validaciji pomocu razli¢itih metoda kao $to je
spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu nakon mikrovalno potpomognute
razgradnje.®

Prvi protokol za standardne materijale tkiva predstavili su Becker i suradnici 2005. godine,
a temeljio se na homogenizaciji uzoraka mozdanog tkiva.'® Ovi tkivno specifi¢ni standardi se
uobicajeno proizvode uzorkovanjem iz istog tipa tkiva ciljane vrste (npr. mozak, jetra, ili krv) te
su dopirani razli¢itim koncentracijama analita i presjeceni na istu debljinu kao uzorak.*® 2 U tom
kontekstu u viSe relevantnih literaturnih izvora opisana je upotreba standarda na bazi polimera kao

polimernih filmova prethodno naneSenih centrifugiranjem, standarda ugradenih u epoksidnu
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10

smolu i standarda printanih pomo¢u inkjet printera.?? ?* Koristenje Zelatine kao matrice za
kalibraciju elemenata u mekom bioloskom tkivu i stanicama pruza nekoliko prednosti, upravo
zbog mogucénosti finog podesavanja svojstava Zelatine. Najces¢i zelatinski standardi za biolosku
primjenu kod metode LA-ICP-MS su u obliku takozvanih presjeka, zatim mikro¢ipovi, standardi
napunjeni u kalupe, kapljice dobivene pipetiranjem ili standardi dobiveni uz pomo¢ robotiziranih

dozirajuéih uredaja.?®> %

4. PRIMJENA METODE LA-ICP-MS

Zbog brojnih prednosti pred konvencionalnim pristupima analize ¢vrstih uzoraka, ova metoda se
primjenjuje za analizu razli¢itih uzoraka: geoloskih uzoraka poput stijena, ruda i fosila, razli¢itih
bioloskih uzoraka, uzoraka povijesnih artefakata (za koje je osobito vazna nedestruktivnost

metode), mikroplastike, polimera, uzoraka iz okolisa i dr.

4.1. Primjena za analizu uzoraka iz okolisa

Ova metodologija izvrstan je pristup u odredivanju kemijskog sastava u uzorcima stabla zbog
visoke prostorne razluc¢ivosti koju pruza fokusirano lasersko zracenje. Odredivanje kemijskog
sastava stabla moze se koristiti kako bi se pratili atmosferski uvjeti, kemija u tlu te zagadenja.
Zbog velike osjetljivosti, moguce je provesti mulitelementnu analizu pri vrlo niskim granicama
detekcije. Watmough i suradnici proveli su kvantitativnu multielementnu analizu te odredili 11
elemenata za uzorke crvenog javora. Znac¢ajne promjene u koncentracijama elemenata primjecene
su kod stabala koja su rasla na zagadenom tlu blizu talionice metala.

Analiza lebdecih Cestica moze ukazati na zagadenje zraka i na taj se nafin moze pratiti
kvaliteta istoga. Na primjer, arsen se smatra velikim pokazateljem zagadenja i jedan je od
najopasnijih zagadivaca zraka dobiven antropogenim utjecajima. Konvencionalna metoda analize
ukljucuje membranske filtre sa sitnim porama u kojima se skupljaju lebdece Cestice te se potom
razgraduju 1 analiziraju. Lasersko otparavanje je izvrsna alternativa za takvu analizu zato Sto se
gestice mogu otpariti direktno iz filtra.'?

Elementna analiza provedena je na uzorcima koralja s podrucja Velikog koraljnog grebena

u Australiji kako bi se promotrio utjecaj Covjeka i prirode na okoli$ grebena. Nakon validacije
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dobiveni su to¢ni i reproducibilni podatci pri niskim koncentracijama elemenata rijetkih zemalja
(engl. Rare Earth Elements, REES) pri 1 do 100 ppb. Sadrzaj lantanoida u uzorcima koralja
odgovarao je sastavu vode koja je okruzivala koralje. Medutim, frakcionacija elemenata rijetkih
zemalja ukazala je na snazan sezonski ciklus koji je usko povezan s koncentracijom mangana. Ova

metoda zasigurno je dobar alat za utvrdivanje bioloske aktivnosti u morskom okoligu.*

4.2. Primjena za analizu geoloskih uzoraka

Jedno od prvih istrazivanja metode objavljeno je 1985. godine u kojem su se analizirali uzorci
razli¢itih geoloskih materijala.! lako su slabo zastupljeni, elementi u tragovima mogu ukazivati na
razne geoloske procese koji su slijedili po postanku Zemlje. Njihova analiza je vrlo bitna Sto je
dovelo do $irenja primjene ove metode u geoloSkim istrazivanjima. Za potrebe analize dostupni su
razli¢iti certificirani referentni materijali geoloSkih uzoraka, dobiveni preSanjem praskastih
uzoraka ili taljenjem ¢ime se dobivaju staklasti uzorci. Za minerale poput silikata primjereni su i
sintetiCki stakleni referentni materijali poput NIST SRM 612 ukoliko nije dostupan standard koji
odgovara matrici uzorka.®!

Napredak u instrumentaciji sustava za lasersko otpravanje zajedno sa ICP-MS sustavom
omogucuje preciznu analizu elemenata pri niskim razinama koncetracije. Zadnje desetljece
donijelo je inovaciju u 2D i 3D elementnom i izotopnom mapiranju uzorka. Naime, mapiranje
pomoc¢u metode LA-ICP-MS je brzorastuce podrucje u geoznanostima zbog bogatstva prostornih
informacija koje daje o procesima kao §to je petrogeneza magmatskih, metamorfnih i sedimentnih
stijena.

Vazna je primjena i u podrucju geokronologije za datiranje geoloskih materijala poput
stijena, fosila i minerala te geoloskih dogadaja. Najcesce se koristi za U-Pb geokronologiju u kojoj
se starost materijala procjenjuje na temelju odnosa izmedu izmjerenih koli¢ina izotopa 2*U i
stabilnog izotopa 2°°Pb. Mjerenjima se mogu identificirati potencijalno homogena podrugja u
podrijetlu ili starosti promatranjem dobivenih karakteristicnih mapa za glavne elemente i elemente
u tragovima. Glavni elementi (npr. Mg, Ca, Sr, Mn, Fe, Ba) pomaZu u otkrivanju potencijalnih
promjena u sastavu minerala, dok elementi u tragovima pomazu pri otkrivanju prisutnosti
detritalnih materijala (npr. Ga, Rb, Zr, Th) ili migraciji te preraspodjeli elemenata tijekom

dijageneze ili deformacije (npr. Mg, V, Mn, Cu, Rb, Sr, U).%
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4.3. Primjena za analizu bioloSkih uzoraka

Prva primjena u analizi bioloskih uzoraka zapocela je 90-ih godina proslog stolje¢a. Godine 1992.
objavljen je rad u kojem su dva biljna certificirana referentna materijala analizirana metodom LA-
ICP-MS te je kvantitativno odreden sadrzaj dvadeset i $est elemenata.’

Pogodna je za analizu elemenata u tragovima u bioloskim uzorcima upravo zbog visoke
osjetljivosti, jer ne zahtijeva slozenu pripravu uzorka te je kompatibilna s drugim metodama
analize koje se Cesto koriste za bioloSke uzorke poput imunohistokemijskih metoda, gel
elektroforeze i dr. Razlucivost pri oslikavanju bioloskih uzoraka metodom LA-ICP-MS nije toliko
visoka kao kod nekih drugih metoda poput mikroanalize rendgenskom fluorescencijom, ali je i
dalje dovoljno visoka da omoguéuje elementno mapiranje na razini stanica.>®

Raspodjela metala u tkivima organa i na razini stanica je od Kkriticne vaznosti za
razumijevanje njihove uloge u organizmu i kako njihovo ponaSanje moze biti povezano sa
fizioloskim funkcijama. Razvijena je metoda za kvantitativno oslikavanje esencijalnih metala
ukljucuju¢i Mg, Mn, Fe, Cu i Zn koriste¢i metodu LA-ICP-MS. Kalibracija je provedena na
zelatinskim standardima Kkoji su dopirani elementima od interesa. Razvijena metoda primjenjena
je na uzorcima bubrega Stakora kako bi se regulirala razina bakra koja je povezana s Wilsonovom
bolesti.®*

Veliku pozornost u raznim istraZivanjima dobiva odredivanje koncentracija elemenata
pomoc¢u metode LA-ICP-MS u ljudskoj kosi koja moze biti pokazatelj zagadenja okolisa, unosa
kontaminirane hrane ili konzumacije lijekova. Brom 1 jod su ukljuceni u nekoliko fizioloSkih
funkcija kao Sto je regulacija osmotskog tlaka, kiselo-luznata ravnoteZa organizma, ravnoteza
kolagena IV i sinteza tiroidnih hormona. Njihova koncentracija u biolo§kim uzorcima povezuje se
s raznim bolestima kao §to su cisti¢na fibroza, hipertireoza i hipotireoza. Analiza je ukazala na
poviSenu koncentraciju joda pacijenata koji se lijeCe od hipotireoze u odnosu na zdravu
populaciju.®®

Sve je veca primjena i u analizi tkiva koja su podvrgnuta odredenim pretragama koja
zahtijevaju unos razli¢itih kontrastnih sredstava. Kontrastna sredstva na bazi gadolinija koriste se
kod pretrage oslikavanja magnetskom rezonancijom i smatra se da imaju samo limitirane
nuspojave te se brzo izbacuju iz organizma preko bubrega. Kako bi se promotrio utjecaj gadolinija

u organizmu, analizirani su uzorci ljudskog mozga pacijenta koji je tretiran kontrastnim sredstvom.
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Analiza je pokazala ostatke gadolinija u razli¢itim podrucjima mozga s najviSom vrijednosti
koncentracije od 800 ng g ¢ak i nakon dvije godine primjene kontrastnog sredstva ¢ime se moze
utvrditi kako metoda pruza vrlo bitne informacije o prostornoj distibuciji gadolinija, ali i drugih

metala u bioloskom tkivu.3¢

5. MULTIELEMENTNO OSLIKAVANJE U BIOLOSKIM
TKIVIMA

Arnaudguilhem 1 suradnici proveli su istraZivanje o razvoju metodologije za kvantitativhu
primjenu temeljene na polimernom filmu i internoj standardizaciji. Prvotno su pripravili otopinu
dekstrana te su na jedan dio otopine primjenili metodu dodatka standarda (tzv. “spiking”) sa
standardnim otopinama indija (In), rodija (Rh) i iridija (Ir), a na drugi dio otopine s ostalim
standardnim otopinama (Fe, Cu, Zn, Pt, P, Co, Ni, Se, Mo, Hg, Cd) kako bi pripravili kalibracijske
standarde za kvantifikaciju. Takoder, pripravili su standarde mekog tkiva na nadin da su
homogenizirali svinjski bubreg, izvagali ga te dodali standarde odredenih koncentracija. Metodom
kriomikrotomije dobiveni su tanki slojevi bubreznog tkiva od 8, 10, 14 i 30 um. Isto tako,
prikupljeni su i uzorci ljudskog tkiva (jajnika i tumorskih izraslina) te su zajedno s uzorcima

bubrega podvrgnuti analizi pomoéu metode LA-ICP-MS. 10

5.1. Kalibracija i kvantitativno oslikavanje

Za svaki standard polimera koncentracija 0, 2,5, 10, 100 i 400 pg g™* skeniran je set od 3 uzastopne
linije te je intenzitet signala svakog iona normaliziran prema intenzitetu signala internog standarda
uz prosje¢nu vrijednost izraCunatu na temelju tri skena. Na temelju prosjene vrijednosti,
provedena je linearna regresija kao funkcija koncentracija standarda i na temelju nje odredene su
koncentracije elemenata uzimaju¢i u obzir razliku u otparenim volumenima (zbog razliCite
debljine slojeva). Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je i pronalazak najprikladnijeg internog
standarda (koji ne bi bio prisutan u promatranim tkivima) za svaki element uzimajuci u obzir
njegovu masu i ionizacijski potencijal. Promatrajuéi ova dva parametra, 1*°In (5,79 eV), 1%Rh

(7,46 eV) i 121r (8,97 eV) uzeti su u obzir kao interni standardi zbog pokrivanja velikog broja masa
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i ionizacijskih potencijala elemenata od interesa. Kalibracijske krivulje ovih elemenata prikazane

su na slici 4.
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Slika 4. Kalibracijske krivulje elemenata dobivene kao funkcija intenziteta signala

internih standarda®®

Dobiveni su korelacijski koeficijenti u vrijednostima od 0,995 do 1 §to ukazuje na dobro slaganje,

osim za P (<0,5), Fe (<0,2) i Hg (<0,09). Vrijednost korelacijskog koeficijenta za zivu moze se

objasniti gubitkom zive procesom isparavanja, dok su niske vrijednosti za zeljezo i fosfor rezultat

prisutnosti istih u polimeru i predmetnom stakalcu koje se takoder povrSinski otparava pri cemu

se povecava pozadinski signal, a smanjuje linearnost. Nadalje, kalibracijske krivulje pokazuju da

je indij interni standard kojeg odlikuje najvisa osjetljivost $to dovodi do zakljucka da je upravo In

najprikladniji interni standard za sve elemente. Pouzdanost razvijene metodologije utvrdena je

pomocu standarda i homogeniziranih tkiva bubrega s razli¢itim koli¢inama metala te razli¢itim

debljinama slojeva. Granice detekcije odredene su prema podacima linearne regresije za polimerne

standarde uzimajuci u obzir razli¢ite gustoce i debljine polimernih filmova. Koristeéi In kao interni

Nikolina Beljan
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standard za najtanji sloj (8 pm) dobivena je granica detekcije za elemente Co, Mo, Pt (0,1 pg g?),
te Cu (0,2 pgg™), Cd (0,3 pgg™), Ni (0,5 pgg™), Zn (0,9 pg g™ i Se (1 ug g*).

Standardni protokol kod osoba oboljelih od peritonealne karcinomatoze je uklanjanje oba
jajnika ili lijeCenje kemoterapijom za koju se koriste lijekovi poput cisplatina i oksaliplatina.
Razvijena metodologija primjenjena je za oslikavanje elemenata za dva tipa uzoraka razli¢itih
pacijenata. Slika 5 prikazuje kvantitativnu raspodjelu platine iz lijeka te endogenih elemenata Cu,
Zn, Mo i Cd.

Cmax:20 63Cu

C max

-

HEE

~Cmax:0,2

Slika 5. Kvantitativno oslikavanje elemenata metodom LA-ICP-MS u uzorku jajnika pacijenta

lijecenog oksaliplatinom™®

Najveée vrijednosti koncentracije za Pt (15—20 pg g™) bile su u perifernom predjelu jajnika $to
ukazuje na tip lijecenja — direktni kontakt lijeka sa tkivom i organima. Takoder, 5-10 pg g Pt
moze se kvantificirati u srediSnjem dijelu jajnika, Sto bi moglo odgovarati ostatku Pt od prethodnog
sistemati¢nog lijeCenja kemoterapijom. Bakar je takoder homogeno raspodijeljen pri nizim
koncentracijama od 2,5 do 5 pg g*. Molibden, element uklju¢en u neke bioloske procese,
identificiran je pri granici kvantifikacije (0,1 pg g™). Zabrinjavajuéa je prisutnost kadmija (1-2 pg

g?) te se postavlja veliko pitanje o njegovom porijeklu i potencijalnim toksi¢nim ucincima za
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normalno funkcioniranje jajnika. Analiza bioimaginga ukazala je kako platina utjece na tkivo ¢ime
se omogucuje usporedivost klinickih protokola i promatranje njihove uc¢inkovitosti. Naposljetku,
kvantifikacija endogenih elemenata (Cu, Zn, Ni, Mo) je takoder od velike vaznosti jer se moze

pratiti potencijalni utjecaj lijeka na ove esencijalne elemente.?

5.2. Daljnja istrazivanja i napredak

Moze se reci da je laserska ablacija pristup 21. stoljeca u kemijskoj analizi i mnoge su kompanije
svjesne o povecanoj potraznji za komercijalnim instrumentima koji ¢e brzo analizirati svaki uzorak
s dobrom osjetljivosti, to¢nosti i preciznosti. Takoder, laserska ablacija omogucuje primjenu u
kemijskoj analizi u stvarnom vremenu kao §to je mjerenje u naprednoj industriji (baterije, solarne
¢elije), proizvodnji hrane i farmaceutskih pripravaka te mnogim drugim industrijskim procesima.

Razvoj i pobolj$anja u tehnologiji, a time i izvedba te komercijalizacija lasera uvelike su
utjecali na broj primjena koji svakim danom sve vise raste. Rana instrumentacija nije mogla biti u
koraku s razvojem industrije jer laseri u pocetku nisu bili dovoljno pouzdani niti su imali dovoljnu
snagu kao §to je slucaj danas. Laseri s ve¢om energijom, kra¢im pulsevima i visokom stopom
ponovljivosti postaju sve vise ucinkoviti, pouzdani i cjenovno prihvatljivi. Laserska ablacija je
toliko napredovala da je danas postala rutinski pristup u mnogim industrijskim procesima. Umjetna
inteligencija ¢e zasigurno doprinijeti u napretku laserske ablacije za razne primjene te potencijalno
pomoéi u boljem razumijevanju samog procesa.’

I dalje je kalibracija te potreba za referentnim materijalima jedan od najvecih problema 1
nedostataka ove metode. Automatizacija standardne proizvodnje razli¢itim procesima trebala bi
drasti¢cno povecati ucinkovitost u generiranju referentnih materijala. Tako bi moglo do¢i do
njithove masovne proizvodnje 1 potencijalne komercijalizacije. Povecana je potreba za
proizvodnjom kalibracijskih standarda koji se temelje na materijalu (npr. polimeri i Zelatina) sa
svojstvima i karakteristikama koje su lake za kontrolirati i modificirati za specifi¢cnu primjenu.
Tako viSe univerzalne matrice mogu se podudarati s bioloskim uzorkom i mogu savladati probleme
kao $to su rukovanje s bioloSkim materijalom i obilje pozadinskog signala endogenih elemenata

unutar standarda koji mogu utjecati na kalibracijski raspon i granice detekcije.®
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6. ZAKLJUCAK

Akumulacija metala u okolisu sve je veca zbog utjecaja industrijalizacije i urbanizacije. Povecana
prisutnost metala, ali i njihov nedostatak u organizmu moze ukazivati na razne bolesti stoga je
mjerenje koncentracija u specificnim podru¢jima bioloskog tkiva od velike vaznosti.
Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu sa laserskim otparavanjem je jedna od
najnaprednijih metoda za kvantifikaciju specija metala koju odlikuju izvrsna osjetljivost i visoka
prostorna razlucivost.

lako je primjena metode LA-ICP-MS u geoznanosti najviSe zastupljena, zadnjih godina
primjena u analizi bioloskih uzoraka i uzoraka iz okolisa sve se viSe povecava. Za uzorke iz okolisa
postoji velik broj certificiranih referentnih materijala, medutim kako su ti materijali prvotno
osmisljeni za tekucinsku analizu, nisu primjenjivi za direktnu analizu metodom LA-ICP-MS zbog
nehomogenosti na mikroskali.

Takoder, iako su u dosadasnjim istrazivanjima prikazana brojna istraZivanja vezana za
kvantifikaciju metala u bioloskom tkivu metodom LA-ICP-MS, nailazi se na iste probleme —
heterogenost uzoraka i nedostatak prikladnih certificiranih referentnih materijala. Budu¢i da se i
dalje najéesce koristi pristup pripreme standardnih materijala u laboratoriju, potreban je daljnji
razvoj novih 1 poboljSanje postojecih referentnih materijala koji ¢e biti cjenovno prihvatljivi.

Metoda LA-ICP-MS se sve viSe primjenjuje U razli¢itim podru¢jima, medutim potrebna
su daljnja istrazivanja u svrhu dodatnih poboljSanja, §to ¢e zasigurno uvelike unaprijediti modernu

analitiku.
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