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Streszczenie 

MiňŜnie szkieletowe peğniŃ nie tylko funkcje mechaniczne, ale takŨe uczestniczŃ w regulacji wielu 

proces·w metabolicznych. W r·Ũnych schorzeniach miňŜni takich jak dystrofie czy miopatie obserwuje siň 

zmiany zar·wno w skğadzie molekularnym, jak i pierwiastkowym tkanki. W niniejszej pracy podjňto pr·bň 

opisu tych zmian jakie zachodzŃ w tkankach miňŜni na materiale ludzkim - chorych badanych w ramach 

diagnostyki schorzeŒ nerwowomiňŜniowych. Wykorzystano do tego celu materiağ pobrany drogŃ biopsji 

chirurgicznej, kt·ry pierwotnie sğuŨyğ diagnostyce neuropatologicznej, a kt·ry wt·rnie wykorzystano do 

badaŒ za pomocŃ kilku uzupeğniajŃcych siň metod eksperymentalnych. Wykorzystano technikň emisji 

promieniowania rentgenowskiego wywoğanŃ czŃstkami nağadowanymi ɛPIXE (ang. Micro Particle Induced  

X-ray Emission) wspomaganŃ obrazowaniem za pomocŃ skaningowej transmisyjnej mikroskopii jonowej 

STIM (ang. Scanning Transmission Ion Microscopy), spektrometriň masowŃ jon·w wt·rnych MeV SIMS 

(ang. Secondary Ion Mass Spectrometry) oraz metodň spektrometrii masowej z desorpcjŃ/jonizacjŃ laserowŃ 

wspomaganŃ matrycŃ i analizŃ czasu przelotu jon·w MALDI-TOF (ang. Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry). Dodatkowo dla metody MALDI zostağa 

wykonana analiza widm fragmentacyjnych uzyskanych za pomocŃ metody LIFT (ang. Laser-Induced 

Fragmentation Technology). 

Technika ɛPIXE poğŃczona z mikroskopiŃ STIM umoŨliwiğa iloŜciowe okreŜlenie koncentracji  

i dystrybucji wybranych pierwiastk·w (m.in. Ca, K, Fe, Zn) w zachowanym kontekŜcie morfologicznym 

tkanek ludzkich. Technika MeV SIMS dostarczyğa informacji o skğadzie molekularnym z wysokŃ 

rozdzielczoŜciŃ przestrzennŃ, szczeg·lnie w zakresie lipid·w, drobnomolekularnych metabolit·w oraz 

jon·w. UzupeğniajŃca analiza z uŨyciem MALDI-TOF pozwoliğa na identyfikacjň we wğ·knach 

miňŜniowych konkretnych czŃsteczek lipidowych, gğ·wnie z grupy fosfatydylocholin (ang. 

Phosphatidylcholines, PC), z jednoczesnym okreŜleniem ich addukt·w (M+H , M+Na , M+K ) oraz 

potwierdzenie struktury na podstawie wykonanej fragmentacji MS/MS. 

Wyniki analizy dowiodğy, Ũe gğ·wnymi czŃsteczkami r·ŨnicujŃcymi wszystkie badane grupy, byğy 

czŃsteczki PC. R·Ũniğy siň one miňdzy sobŃ dğugoŜciŃ ğaŒcuch·w acylowych, liczbŃ wiŃzaŒ nienasyconych 

i rodzajem jonizacji. Takie zmiany mogŃ wpğywaĺ na wğaŜciwoŜci bğon biologicznych, jak tzw. pğynnoŜĺ, 

zdolnoŜĺ do wiŃzania jon·w oraz na funkcjonowanie biağek bğonowych. W kontekŜcie miňŜni, szczeg·lnie 

istotne wydajŃ siň zaleŨnoŜci miňdzy skğadem PC, a transportem jon·w wapnia, kt·ry odpowiada za 

prawidğowy skurcz i rozkurcz kom·rek miňŜniowych. Zidentyfikowane zmiany w skğadzie lipidowym 

sprzňgağy siň takŨe z zaburzeniami w rozkğadzie pierwiastk·w, zwğaszcza wapnia, co moŨe odzwierciedlaĺ 

zaburzenia funkcji siateczki sarkoplazmatycznej. Jest to szczeg·lnie istotne w przypadku schorzeŒ 

miňŜniowych, gdzie czňsto dochodzi do spadku aktywnoŜci ATP-azy i upoŜledzenia zdolnoŜci wiŃzania 
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CaĮ [1, 2]. Analiza molekularna i pierwiastkowa umoŨliwiğa lepsze zrozumienie tych zmian, a takŨe 

wskazağa na moŨliwe markery funkcjonalnego stanu miňŜni. 

Otrzymane wyniki wskazujŃ, Ũe fosfatydylocholiny mogŃ odgrywaĺ rolň nie tylko strukturalnŃ, ale 

i regulacyjnŃ wpğywajŃc na metabolizm kom·rkowy, sygnalizacjň i adaptacjň tkanek miňŜniowych  

w stanach chorobowych. PoğŃczenie danych uzyskanych przy uŨyciu r·Ũnych technik analitycznych 

umoŨliwiğo zarysowanie podejŜcia, kt·re moŨe wspieraĺ dalsze prace nad lepszym zrozumieniem zmian 

zachodzŃcych w tkance miňŜniowej w stanach patologicznych. Zidentyfikowane r·Ũnice molekularne  

i pierwiastkowe mogŃ stanowiĺ punkt wyjŜcia do poszukiwania potencjalnych biomarker·w, jednak 

wymagajŃ dalszej weryfikacji w wiňkszych grupach badawczych i w kontekŜcie klinicznym. Uzyskane 

wyniki stanowiŃ r·wnieŨ, jak siň wydaje, obiecujŃcy punkt wyjŜcia do dalszych badaŒ translacyjnych, kt·re 

pozwoliğyby na przeğoŨenie zmian w skğadzie lipid·w oraz rozkğadzie pierwiastk·w, na konkretne narzňdzia 

diagnostyczne lub terapeutyczne moŨliwe do zastosowania w praktyce klinicznej. 

Niniejsza praca wskazuje, Ũe wykorzystanie zaawansowanych metod mikroskopowych, 

spektroskopowych, moŨe byĺ istotnym krokiem w analizie skomplikowanych patomechanizm·w stan·w 

chorobowych, jakimi sŃ choroby nerwowomiňŜniowe. 
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Abstract 

Skeletal muscles not only perform mechanical functions but also play an important role in regulating 

numerous metabolic processes. In various muscular disorders such as dystrophies and myopathies, 

alterations are observed in both the molecular and elemental composition of muscle tissue. This study aimed 

to describe these changes occurring in muscle tissue using human material - i.e. patients examined for the 

diagnosis of neuromuscular disorders. Material was obtained by surgical biopsy, originally used for 

neuropathological diagnostics and subsequently used for this research with the use of several 

complementary experimental methods.  

The Micro Particle Induced X-ray Emission ɛPIXE was used, along with imaging aided by 

Scanning Transmission Ion Microscopy STIM, Secondary Ion Mass Spectrometry SIMS, and Matrix-

Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry MALDI-TOF. Additionally, for 

the MALDI method, a fragmentation using the Laser-Induced Fragmentation Technology LIFT method was 

performed. 

The ɛPIXE technique, supported by STIM imaging, enabled the quantitative determination of the 

concentration and distribution of selected elements (including Ca, K, Fe, and Zn) while preserving the 

morphological context of the tissue. MeV-SIMS provided high-resolution spatial information on the 

molecular composition, especially lipids, small-molecular metabolites and ions. The MALDI-TOF analysis 

allowed for the identification of specific lipid molecules mostly from the group of phosphatidylcholines 

(PC) including their adduct forms (M+H , M+Na , M+K ) and their fragmentation patterns for structural 

identification. 

The results showed that all discriminative peaks between the study groups corresponded to PC 

species. These molecules varied in acyl chain length, number of unsaturated bonds, and the ionization type. 

Such differences may influence the physical and chemical properties of biological membranes, including 

membrane fluidity, ion-binding capacity, and the function of membrane-associated proteins. In muscle 

tissue, these features are particularly relevant to calcium handling, which is essential for proper contraction 

and relaxation of muscle fibers. Changes in lipid composition were also found to be associated with 

alterations in elemental distribution, particularly of calcium, potentially indicating impaired sarcoplasmic 

reticulum function. This finding is especially relevant in the context of muscular conditions, where 

decreased ATP-ase activity and reduced calcium-binding capacity are frequently reported. The performed 

analysis allowed for a better understanding of these dysfunctions thanks to the combination of molecular 

and elemental analyses, which also suggested possible markers of muscle functional status. 

The data obtained suggest that phosphatidylcholine may serve not only a structural role in 

membranes but also a regulatory one, affecting cellular metabolism, signaling, and tissue adaptation in 

pathological states. The presented approach may facilitate future studies on the characterization of 
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pathological changes in skeletal muscle by integrating findings from different analytical methods. While the 

identified molecular and elemental differences require further validation in larger and clinically diverse 

study groups, they may provide a foundation for future biomarker discovery. The results also offer  

a valuable starting point for translational research aiming to link alterations in lipid composition and 

elemental distribution with practical diagnostic or therapeutic strategies applicable in a clinical setting. 

This study indicates that the use of advanced microscopic, spectrometric and spectroscopic methods 

may be a significant step in analyzing complex pathomechanisms such as those occurring in neuromuscular 

disorders. 
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Wstňp 

W ostatnich latach coraz wiňksze znaczenie przypisuje siň badaniom z zakresu tzw. zintegrowanej 

biologii przestrzennej, ğŃczŃcej informacje o skğadzie pierwiastkowym z analizŃ molekuğ biologicznych  

w kontekŜcie strukturalnym i przestrzennym. Takie podejŜcie umoŨliwia dokğadniejsze zrozumienie 

zğoŨonych zmian zachodzŃcych w chorobach tkanek, zwğaszcza tam, gdzie liczy siň nie tylko obecnoŜĺ 

okreŜlonej czŃsteczki, ale r·wnieŨ jej rozmieszczenie w mikroskali. W tym kontekŜcie zastosowanie 

nowoczesnych technik spektrometrycznych, moŨe pozwoliĺ na uzyskanie komplementarnego obrazu zmian 

zachodzŃcych w ludzkiej tkance miňŜniowej. 

MiňŜnie szkieletowe stanowiŃ jednŃ z najwiňkszych pod wzglňdem masy tkanek ludzkiego 

organizmu i odgrywajŃ nie tylko zasadniczŃ rolň w ruchu i utrzymaniu postawy, ale takŨe w regulacji 

gospodarki energetycznej, metabolizmu glukozy oraz homeostazy jonowej. Ich prawidğowe 

funkcjonowanie zaleŨy od precyzyjnej regulacji proces·w biochemicznych i strukturalnych, zachodzŃcych 

zar·wno na poziomie kom·rkowym, jak i subkom·rkowym. W stanach patologicznych, takich jak dystrofie 

miňŜniowe czy miopatie, dochodzi do zakğ·ceŒ w tych procesach, czego skutkiem mogŃ byĺ zaburzenia w 

strukturze i funkcji miňŜni. WciŃŨ jednak brakuje peğnego zrozumienia molekularnych i pierwiastkowych 

mechanizm·w leŨŃcych u podstaw tych schorzeŒ, zwğaszcza u ludzi. 

Dziňki uŨyciu analizy w skali mikrometrycznej, praca ta miağa na celu nie tylko wskazanie 

potencjalnych biomarker·w zmian patologicznych w miňŜniach, ale r·wnieŨ zaproponowanie podejŜcia 

badawczego integrujŃcego dane chemiczne, molekularne i przestrzenne. Dziňki zastosowaniu 

nowatorskiego zestawu metod moŨliwe byğo uzyskanie wglŃdu w lokalne zmiany biochemiczne, kt·re mogŃ 

pozostawaĺ niezauwaŨone m. in. przy tradycyjnych technikach analizy masowej. Zrozumienie roli 

pierwiastk·w Ŝladowych oraz molekularnego skğadu tkanek w procesach patologicznych stanowi obecnie 

jedno z kluczowych wyzwaŒ wsp·ğczesnej medycyny, szczeg·lnie w obszarze chor·b miňŜni. Badanie ich 

rozlokowania, koncentracji oraz wzajemnych interakcji w obrňbie zmienionych chorobowo struktur nie 

tylko pogğňbia naszŃ wiedzň o biochemicznych mechanizmach leŨŃcych u podstaw tych schorzeŒ, lecz takŨe 

otwiera drzwi do opracowywania nowatorskich strategii diagnostycznych i terapeutycznych. 

Dotychczasowe prace badawcze jednoznacznie wskazujŃ, Ũe zar·wno niedobory, jak i nadmiary 

konkretnych pierwiastk·w, a takŨe istotne zmiany w skğadzie molekularnym odzwierciedlajŃ, a co 

waŨniejsze, majŃ bezpoŜredni wpğyw na zaburzenia metaboliczne, kt·re znaczŃco determinujŃ przebieg 

choroby i stan zdrowia pacjent·w [3, 4]. Szczeg·lnŃ uwagň zwraca rola lipid·w, kt·rych zmieniony 

metabolizm moŨe wpğywaĺ na zdolnoŜĺ miňŜni do kompensacji skutk·w utraty unerwienia, zjawiska 

charakterystycznego dla wieku chor·b neurodegeneracyjnych [5]. 

W realizacji zağoŨeŒ badawczych niniejszej pracy zastosowano zaawansowane techniki 

spektroskopowe i spektrometryczne, pozwalajŃce na wielopoziomowŃ analizň pr·bek tkanek miňŜniowych. 
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Wykorzystano spektroskopiň emisyjnŃ promieniowania rentgenowskiego wzbudzonego czŃstkami 

nağadowanymi ɛPIXE (ang. Micro Particle Induced X-ray Emission) oraz poğŃczonŃ z niŃ skaningowŃ 

transmisyjnŃ mikroskopiň jonowŃ STIM (ang. Scanning Transmission Ion Microscopy), co umoŨliwiğo 

iloŜciowe obrazowanie rozmieszczenia pierwiastk·w Ŝladowych w zachowanym kontekŜcie 

morfologicznym. Takie poğŃczenie metod zapewnia wysokŃ precyzjň i miarodajnoŜĺ mapowania 

elementarnego przy jednoczesnym zachowaniu strukturalnej integralnoŜci analizowanej tkanki. Kolejnym 

zastosowanym narzňdziem byğa spektrometria masowa jon·w wt·rnych SIMS (ang. Secondary Ion Mass 

Spectrometry), pozwalajŃca na wnikliwŃ analizň molekularnŃ, zwğaszcza w zakresie zwiŃzk·w o niskiej 

masie czŃsteczkowej, z rozdzielczoŜciŃ przestrzennŃ siňgajŃcŃ poziomu submikronowego. Uzupeğnieniem 

analizy molekularnej byğa technika MALDI (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization), 

szczeg·lnie cenna w badaniach ukierunkowanych na skğad lipidowy. Metoda ta umoŨliwiğa nie tylko 

detekcjň, ale takŨe charakterystykň strukturalnŃ szerokiego spektrum lipid·w w tym fosfolipid·w, 

trigliceryd·w, sfingolipid·w czy cholesterolu [6]. W kontekŜcie analizowanych patologii miňŜniowych, 

takich jak miopatie i dystrofie, zmiany w skğadzie lipid·w mogŃ wpğywaĺ na integralnoŜĺ bğon 

kom·rkowych oraz mechanizmy odpowiedzialne za ich uszkodzenie i regeneracjň. 

Zastosowanie wyŨej wymienionych metod, umoŨliwiajŃcych jednoczesne obrazowanie oraz 

pomiary spektroskopowe w skali mikro i submikronowej umoŨliwia wnikliwŃ ocenň zğoŨonych zmian 

metabolicznych i degeneracyjnych w przebiegu chor·b miňŜniowych o r·Ũnorodnym podğoŨu [6, 7]. Dziňki 

tak zintegrowanemu podejŜciu moŨliwe byğo uchwycenie subtelnych, lecz istotnych, r·Ũnic pomiňdzy 

pr·bkami referencyjnymi a patologicznymi. 
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1. MiňŜnie szkieletowe (poprzecznie prŃŨkowane) 

MiňŜnie szkieletowe peğniŃ szereg istotnych funkcji, takich jak umoŨliwianie poruszania siň, 

stabilizacja postawy, regulacja temperatury ciağa, magazynowanie skğadnik·w odŨywczych oraz utrzymanie 

r·wnowagi jonowej w organizmie [8]. W odr·Ũnieniu od miňŜni gğadkich i miňŜnia sercowego, ich skurcze 

sŃ kontrolowane przez somatyczny ukğad nerwowy, co pozwala na Ŝwiadome sterowanie ich aktywnoŜciŃ. 

Warto podkreŜliĺ, Ũe miňŜnie szkieletowe stanowiŃ okoğo 40% masy ciağa czğowieka. Do narzŃd·w 

tworzonych gğ·wnie przez tkankň miňŜniowŃ (miňŜnie poprzecznie prŃŨkowane) naleŨŃ takŨe jňzyk, 

przepona. Znajdujemy je r·wnieŨ w oczodole (zewnňtrzne umiňŜnienie ruchowe gağki ocznej) oraz  

w Ŝcianie g·rnej czňŜci przeğyku.  Og·lnie szacuje siň, Ũe miňŜnie zawierajŃ od 50% do 75% cağkowitej 

iloŜci biağek organizmu, co podkreŜla ich fundamentalne znaczenie dla metabolizmu i prawidğowego 

funkcjonowania ciağa [9]. 

1.1.  Budowa 

Aby w peğni zrozumieĺ mechanizmy funkcjonowania miňŜni poprzecznie prŃŨkowanych, kluczowe 

jest poznanie ich mikrostruktury. Szczeg·lnie przydatna jest jej ocena w przekroju poprzecznym. JeŜli 

pominŃĺ badania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej (gdzie wykorzystuje siň gğ·wnie przekroje 

wzdğuŨ osi dğugiej wğ·kien) diagnostyka histopatologiczna/neuropatologiczna schorzeŒ miňŜni jest oparta 

na skrawkach wykonywanych na pğaszczyŦnie poprzecznej wzglňdem osi podğuŨnej wğ·kien. Taka 

orientacja skrawk·w umoŨliwia m. in. wiarygodnŃ ocenň tkanki miňŜniowej, w tym w szczeg·lnoŜci 

Ŝrednicy wğ·kien, dystrybucji funkcjonalnych typ·w wğ·kien miňŜniowych, iloŜciowych relacji miňdzy 

wğ·knami a przedzielajŃcŃ je tkankŃ ğŃcznŃ, wszelkich innych znamion patologii np. naciek·w zapalnych. 

Szczeg·lne znaczenie stosowania poprzecznych przekroj·w tkwi w tym, Ũe uŨywajŃc sekwencyjnych 

skrawk·w moŨna zastosowaĺ teoretycznie nieograniczonŃ liczbŃ r·Ũnych metod diagnostycznych  

i badawczych z zachowaniem tego samego ukğadu strukturalnego badanej tkanki, co umoŨliwia por·wnanie 

wynik·w uŨytych metod w tych samych wğ·knach miňŜniowych. Wğ·kna miňŜniowe to cylindryczne 

struktury o Ŝrednicy od 10 ɛm do 100 ɛm i dğugoŜci dochodzŃcej do kilkudziesiňciu centymetr·w. SŃ one 

podstawowymi jednostkami strukturalnymi miňŜnia, a ich ksztağt w przekroju poprzecznym moŨna okreŜliĺ 

jako okrŃgğy lub wielokŃtny. Wğ·kna te sŃ wielojŃdrowe, a jŃdra kom·rkowe, w warunkach prawidğowych, 

znajdujŃ siň peryferyjnie, tuŨ pod bğonŃ kom·rkowŃ zwanŃ sarkolemmŃ. Sarkolemma peğni funkcjň 

ochronnŃ i umoŨliwia wymianň jon·w, co jest niezbňdne do przewodzenia impuls·w nerwowych. Co wiňcej 

jest podstawowŃ strukturŃ zapewniajŃcŃ integralnoŜĺ wğ·kna miňŜniowego, a w jej budowanie znajdujemy 

kluczowe dla zachowania funkcji miňŜnia biağka takie jak dystrofina, dysferlina, sarkoglikany, dystroglikan 
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i inne. W tym miejscu warto wspomnieĺ, Ũe patogeneza wiňkszoŜci dystrofii miňŜniowych jest zwiŃzana  

z genetycznym defektem kt·regoŜ z biağek strukturalnych sarkolemmy, takich jak wspomniane wyŨej. 

KaŨde wğ·kno miňŜniowe otoczone jest cienkŃ warstwŃ tkanki ğŃcznej, zwanŃ Ŝr·dmiňsnŃ (ang. 

endomysium), kt·ra dostarcza wğ·knom substancji odŨywczych za poŜrednictwem wğoŜniczek oraz zawiera 

wğ·kna nerwowe. Wğ·kna miňŜniowe sŃ grupowane w pňczki (ang. fascicles). W przekroju poprzecznym 

pňczki majŃ ksztağt wielokŃtny i mogŃ zawieraĺ od kilku do kilkuset wğ·kien miňŜniowych. Pňczki te 

otoczone sŃ kolejnŃ warstwŃ tkanki ğŃcznej, znanŃ r·wnieŨ omiňsnŃ (ang. perimysium), kt·ra oddziela je od 

siebie i stanowi miejsce przebiegu wiňkszych naczyŒ krwionoŜnych oraz nerw·w. 

Wnňtrze wğ·kna miňŜniowego, widoczne w przekroju poprzecznym, ukazuje uporzŃdkowanŃ 

strukturň zğoŨonŃ z miofibryli bňdŃcych podstawowymi elementami kurczliwymi miňŜnia. Miofibryle majŃ 

Ŝrednicň okoğo 1 - 2 ɛm i zbudowane sŃ z biağek kurczliwych, gğ·wnie aktyny i miozyny, uğoŨonych  

w funkcjonalne jednostki zwane sarkomerami. W sarkomerach biağka takie jak titina, desmina i nebulina 

peğniŃ kluczowŃ rolň w utrzymaniu strukturalnej integralnoŜci miofibryli.  

MiňŜnie szkieletowe sŃ bogato unaczynione, co umoŨliwia dostarczanie tlenu i substancji 

odŨywczych do aktywnie kurczŃcych siň wğ·kien co jest kluczowe z punku widzenia prawidğowego 

funkcjonowania miňŜni, tkanki szczeg·lnie zaleŨnej od zaopatrzenia w energiň. W Ŝr·dmiňsnej obecne sŃ 

naczynia wğosowate otaczajŃce kaŨde wğ·kno miňŜniowe, natomiast w omiňsnej i namiňsnej (ang. 

epimysium) przebiegajŃ wiňksze naczynia krwionoŜne. Schematyczne przedstawienie opisanych struktur 

zostağo przedstawione na rysunku 1.1. 

 

Rysunek 1.1 Po lewej przedstawione zostağo schematyczne przedstawienie kluczowych struktur miňŜnia poprzecznie 

prŃŨkowanego. Po prawej znajduje siň mikroskopowy obraz pr·bki tkanki miňŜniowej barwionej hematoksylinŃ  

i eozynŃ, ukazujŃcy strukturň miňŜnia szkieletowego. 

 

1.2. Typy wğ·kien miňŜni szkieletowych 

Podziağ wğ·kien miňŜniowych na typy moŨna dokonaĺ wedğug kryteri·w funkcjonalnych, 

histochemicznych i biochemicznych. Zgodnie z kryterium funkcjonalnym wğ·kna miňŜni szkieletowych 
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moŨna podzieliĺ na Ăwolnokurczliweò (typ I)  i Ăszybkokurczliweò (typ II). Wğ·kna typu I to wğ·kna wolno 

kurczŃce siň, charakteryzujŃce siň wysokŃ odpornoŜciŃ na zmňczenie. Dziňki niskiej prňdkoŜci skurczu  

i niskiej aktywnoŜci miozyno-ATP-azy sŃ najlepiej przystosowane do skurcz·w wytrzymağoŜciowych. 

Wğ·kna typu IIa to wğ·kna szybko kurczŃce siň, cechujŃce siň wysokŃ aktywnoŜciŃ miozyno-ATP-azy  

i wiňkszŃ podatnoŜciŃ na zmňczenie. Zar·wno wğ·kna typu I i IIa sŃ okreŜlane jako Ăwğ·kna czerwoneò 

przez wysokŃ zawartoŜĺ mioglobiny. CzerpiŃ one energiň gğ·wnie z fosforylacji oksydacyjnej i obfitujŃ  

w mitochondria. Wğ·kna typu IIb uzyskujŃ energiň gğ·wnie na drodze glikolizy i charakteryzujŃ siň szybkim 

tempem skurczu. SŃ to wğ·kna o najwiňkszej Ŝrednicy, co wynika z wysokiej gňstoŜci biağek aktyny  

i miozyny. ZawierajŃ niewiele mitochondri·w i nazywane sŃ Ăwğ·knami biağymiò ze wzglňdu na niskŃ 

zawartoŜĺ mioglobiny. ATP pozyskujŃ przede wszystkim z glikolizy beztlenowej, wykazujŃ wysokŃ 

aktywnoŜĺ miozyno-ATP-azy i generujŃ najwiňkszŃ siğň skurczu jakkolwiek szybko ulegajŃ zmňczeniu. Ze 

wzglňdu na te cechy, grajŃ szczeg·lnŃ rolň podczas kr·tkotrwağych, intensywnych wysiğk·w. 

Jakkolwiek zasadnicze dwa typy wğ·kien miňŜniowych moŨna rozr·Ũniĺ juŨ w preparatach 

barwionych hematoksylinŃ i eozynŃ, jednak do precyzyjnego r·Ũnicowania typ·w wğ·kien miňŜniowych 

stosuje siň w szczeg·lnoŜci metody histochemiczne wykrywajŃce aktywnoŜĺ ATP-azowŃ w r·Ũnym pH.  

I tak wğ·kna typu I wykazujŃ wysokŃ aktywnoŜĺ ATP-azowŃ w pH 4,2. W przeciwieŒstwie do nich wğ·kna 

typu II wykazujŃ aktywnoŜĺ ATP-azowŃ przy pH 9,4. WpoŜr·d innych metod identyfikacji typ·w wğ·kien 

warto wspomnieĺ takŨe o wykorzystaniu izoform miozyny tzw. myosin fast i myosin slow wykrywanych 

metodŃ immunohistochemicznŃ. Funkcjonalne r·Ũnice miňdzy typami wğ·kien sŃ jak widaĺ zwiŃzane 

r·Ũnicami w ich metabolizmie i immunoekspresji biağek. Co jednak szczeg·lnie istotne mogŃ one odmiennie 

zachowywaĺ siň w zaleŨnoŜci od charakteru patologii np. charakterystyczny selektywny zanik wğ·kien typu 

II wystňpuje jako skutek uboczny kortykosterydoterapii. Z kolei np. w zaniku neurogennym miňŜnia  

(w wyniku odnerwienia) obserwujemy grupowanie siň typ·w wğ·kien i ich grupowy zanik. 
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2. Klasyfikacja miopatii i dystrofii miňŜniowych: ujňcie 

patofizjologiczne i morfologiczne 

Ze wzglňdu na podobieŒstwo objaw·w klinicznych w szerokim spektrum chor·b miňŜniowych  

o zr·Ũnicowanej etiologii, najczňŜciej stosowana klasyfikacja miopatii dzieli je na dwie gğ·wne grupy: 

miopatie pierwotne oraz miopatie wt·rne [10]. Taki podziağ uwzglňdnia zasadnicze mechanizmy 

patogenetyczne oraz charakter zmian histopatologicznych w obrňbie tkanki miňŜniowej, co ma kluczowe 

znaczenie zar·wno w diagnostyce r·Ũnicowej, jak i w ustalaniu strategii terapeutycznych. Choroby 

nerwowo-miňŜniowe (ang. neuromuscular diseases, NMD) stanowiŃ szerokŃ i heterogennŃ grupň zaburzeŒ, 

obejmujŃcŃ zar·wno etiologie genetyczne, jak i nabyte [11ï13]. CharakteryzujŃ siň one szerokim zakresem 

cech klinicznych, morfologicznych i molekularnych, a ich dynamika i przebieg mogŃ byĺ zr·Ũnicowane 

[12, 14]. Diagnostyka NMD moŨe wymagaĺ wykonania biopsji miňŜniowej, kt·ra czňsto zwiŃzana jest  

z koniecznoŜciŃ zastosowania wieloaspektowej interpretacji zmian, co jest w duŨej mierze procesem 

subiektywnym i trudnym do oceny iloŜciowej i co stanowi wyzwanie w praktyce klinicznej [15]. 

2.1. Miopatie pierwotne i wt·rne - definicje i podstawy 

klasyfikacyjne 

Gdy m·wimy o miopatiach mamy na myŜli schorzenia dotyczŃce miňŜni prŃŨkowanokom·rkowych 

(dotyczy to r·wnieŨ miňŜnia serca), natomiast w obrňb tego pojňcia nie wchodzi patologia miňŜni gğadkich. 

Przy zağoŨeniu, Ũe pojňcie miopatii jest najszerszym zakresowo okreŜleniem schorzeŒ dotyczŃcych miňŜni 

to naleŨy/moŨna w nich rozr·Ũniĺ np. dwie zasadnicze kategorie: miopatie pierwotne i wt·rne. Do miopatii 

pierwotnych zaliczamy te schorzenia, w kt·rych miňŜnie szkieletowe stanowiŃ gğ·wny lub jedyny organ 

dotkniňty procesem patologicznym i co za tym idzie sŃ gğ·wnŃ przyczynŃ dolegliwoŜci i skutk·w 

klinicznych.  Do szczeg·lnej grupy miopatii pierwotnych naleŨŃ dystrofie miňŜniowe, kt·re majŃ podğoŨe 

genetyczne i charakteryzujŃ siň stopniowym oraz postňpujŃcym w czasie uszkodzeniem tkanek 

miňŜniowych. Gğ·wnym mechanizmem uszkodzeŒ jest w tym przypadku defekt biağek, kt·re stabilizujŃ 

bğonň kom·rkowŃ miňŜnia podczas skurczu. Uszkodzenie takich struktur, jak bğona sarkolemmy 

ewentualnie w niekt·rych przypadkach otoczki jŃdrowej (nukleolemmy), prowadzi do zaburzenia 

przekazywania siğy skurczu, co w konsekwencji powoduje degeneracjň i martwicň wğ·kien miňŜniowych. 

Z czasem pojawia siň ich regeneracja, jednak proces ten jest niewystarczajŃcy, by zapobiec postňpujŃcemu 

osğabieniu miňŜni [16ï18]. Natomiast miopatie wt·rne to grupa chor·b bňdŃcych wynikiem wpğywu 

czynnik·w zewnňtrznych, takich jak  [19]: 

¶ toksyczne (np. polekowe), 
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¶ endokrynologiczne (np. niedoczynnoŜĺ tarczycy, hiperkortyzolemia), 

¶ immunologiczne (np. zapalne miopatie autoimmunologiczne), 

¶ neurogenne (np. zanik miňŜni wskutek odnerwienia), 

¶ metaboliczne (np. choroby mitochondrialne, glikogenozy), 

¶ lub zwiŃzane z uszkodzeniem zğŃcza nerwowo-miňŜniowego (np. miastenia rzekomoporaŦna). 

Uszkodzenie miňŜni w tych przypadkach wynika z wpğywu innych proces·w patologicznych, kt·re 

prowadzŃ do osğabienia miňŜni lub ich zaniku [20]. 

2.2. Problematyka klasyfikacji miopatii zapalnych 

Szczeg·lne trudnoŜci klasyfikacyjne dotyczŃ miopatii zapalnych, w kt·rych obecnoŜĺ naciek·w 

zapalnych w miňŜniu czňsto wsp·ğistnieje z patologiŃ og·lnoustrojowŃ. Zmiany zapalne, kt·re przede 

wszystkim charakteryzujŃ siň naciekami limfocytarnymi ale r·wnieŨ makrofag·w a niekiedy takŨe 

granulocyt·w w miňŜniach sŃ czňsto obecne w autoimmunologicznych chorobach tkanki ğŃcznej, takich jak 

twardzina czy toczeŒ rumieniowaty ukğadowy. W takich przypadkach miňsieŒ moŨe byĺ jedynie jednym  

z wielu narzŃd·w zajňtych procesem autoimmunologicznym, co prowadzi do przypisania choroby raczej do 

kategorii ukğadowych chor·b tkanki ğŃcznej [20].  

2.3. Cechy morfologiczne uszkodzenia miňŜnia w przebiegu 

miopatii  

Typowe zmiany patologiczne w miňŜniach odzwierciedlajŃce zniszczenie kom·rek i tkanek  

w wyniku miopatii obejmujŃ atrofiň lub przerost wğ·kien miňŜniowych, martwicň wğ·kien miňŜniowych, 

obecnoŜĺ wtrňt·w cytoplazmatycznych (obecnoŜĺ nietypowych struktur lub substancji w cytoplazmie 

kom·rki, kt·re mogŃ byĺ wynikiem r·Ũnych proces·w patologicznych), regeneracjň wğ·kien (bazofilia  

z powodu wysokiej zawartoŜci RNA), internalizacjň jŃder, nacieki zapalne, podwyŨszenie poziomu 

enzym·w w surowicy takich jak kinaza kreatynowa (stanowiŃ one wskaŦnik uszkodzenia kom·rek 

miňŜniowych). Zmiany te odzwierciedlajŃ destrukcjň tkanki miňŜniowej, a ich efektem jest utrata funkcji. 

Opisane procesy mogŃ prowadziĺ do zastŃpienia tkanki miňŜniowej przez tkankň tğuszczowŃ i ğŃcznŃ, co 

moŨe byĺ widoczne na poziomie histologicznym jako wğ·knienie (ang. fibrosis) i otğuszczenie (ang. 

lipomatosis) (czňsto w literaturze okreŜlane takŨe jako fatty replacement) [21]. Wğ·knienie jest procesem 

patologicznym, w kt·rym dochodzi do nadmiernej produkcji wğ·kien kolagenowych, prowadzŃcych do 

zgrubienia i stwardnienia tkanek, natomiast otğuszczenie jest stanem, w kt·rym kom·rki tğuszczowe 

gromadzŃ siň w tkance miňŜniowej, co moŨe prowadziĺ do dodatkowego osğabienia funkcji miňŜni.  
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W przebiegu miopatii i dystrofii miňŜniowych obserwuje siň uwaŨane za mniej lub bardziej 

charakterystyczne zjawiska histopatologiczne takie jak: 

¶ silne zr·Ũnicowanie Ŝrednicy wğ·kien miňŜniowych, kt·re sŃ oceniane w preparatach 

histologicznych krojonych w pğaszczyznach poprzecznych do dğugiej osi wğ·kien, 

¶ obecnoŜĺ wğ·kien atroficznych jak r·wnieŨ hypertroficznych, 

¶ zwiňkszenie iloŜci endomysium, 

¶ przemieszczenie jŃder do wnňtrza wğ·kna (tzw. internalizacja), kt·re w prawidğowych warunkach 

znajduje siň tuŨ pod sarkolemmŃ, 

¶ fragmentacja miofilament·w i rozmycie prŃŨkowania poprzecznego, co prowadzi do zaburzenia 

strukturalnej integralnoŜci wğ·kien miňŜniowych, wpğywajŃc na ich zdolnoŜĺ do skurczu, 

¶ tzw. combing (tğumaczone jako przeczesanie lub wyczesanie), czyli odseparowanie 

wewnŃtrzkom·rkowych struktur aparatu kurczliwego miňŜni, kt·re powoduje utratň wyraŦnej 

organizacji miofibryli co jest wynikiem rozdzielenia miofilament·w gğ·wnie przez glikogen, 

¶ obecnoŜĺ tzw. wğ·kien wielokŃtnych (ang. angulated fibers), kt·re przyjmujŃ nieregularny, 

wielokŃtny ksztağt w wyniku zaniku miňŜni, wystňpujŃ one szczeg·lnie w zanikach neurogennych, 

¶ tzw. nagie jŃdra, kt·re pozostajŃ w miňŜniach w koŒcowym etapie zaniku. 

NaleŨy wspomnieĺ, Ũe zakres zmian morfologicznych w miňŜniach jest znacznie szerszy. WyŨej 

opisane przykğady zmian to te, kt·re moŨna zaobserwowaĺ w mikroskopie Ŝwietlnym w barwieniu 

hematoksylinŃ i eozynŃ lub (w przypadku wğ·kien Ăwyczesanychò) w mikroskopie elektronowym.  

W ocenie histopatologicznej bierze siň pod uwagň r·wnieŨ wiele innych wykğadnik·w zmian 

patologicznych, kt·re moŨna ujawniĺ stosujŃc metody histochemiczne i immuhistochemiczne takich jak 

aktywnoŜĺ ATP-azowa, czy teŨ odczyn immunohistochemiczny na biağko dystrofiny, co zostağo szerzej 

opisane w rozdziale 2.4.  

2.4. Uwagi metodologiczne 

Diagnostyka neuropatologiczna miopatii obejmuje szereg specjalistycznych badaŒ, kt·re pozwalajŃ 

na identyfikacjň, klasyfikacjň oraz ocenň zaawansowania chor·b miňŜniowych. Do kluczowych metod 

naleŨŃ: 

¶ badania histopatologiczne (barwienia hematoksylinŃ i eozynŃ, trichrome wg. Gomoriego), kt·re 

umoŨliwiajŃ ocenň og·lnej struktury miňŜni, ujawniajŃ zanik wğ·kien, wğ·knienie, zwyrodnienia, 

nacieki zapalne, czy zmiany w rozmieszczeniu jŃder kom·rkowych, 

¶ badania histochemiczne dotyczŃce aktywnoŜci enzymatycznej takich enzym·w jak ATP-azy, 

oksydaza cytochromowa (ang. cytochrome oxidase, COX), dehydrogenaza bursztynowa (ang. 
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succinate dehydrogenase , SDH), kt·re pozwalajŃ na analizň metabolizmu kom·rek miňŜniowych, 

w szczeg·lnoŜci rozr·Ũnienie typ·w wğ·kien miňŜniowych i oceny funkcji mitochondri·w, 

¶ barwienia immunohistochemiczne (dystrofina, desmina, sarkoglikany itp.), kt·re sğuŨŃ do 

wykrywania obecnoŜci i rozmieszczenia biağek strukturalnych, kt·rych niedob·r lub nieprawidğowa 

budowa jest charakterystyczna dla okreŜlonych rodzaj·w miopatii. 

W chwili obecnej coraz wiňkszego znaczenia nabiera analiza genetyczna, kt·ra umoŨliwia identyfikacjň 

mutacji w genach odpowiedzialnych za dziedziczne postacie miopatii, co ma kluczowe znaczenie dla 

diagnozy, rokowania i poradnictwa genetycznego. 

Materiağ biopsyjny pod wzglňdem neuropatologicznym moŨna zakwalifikowaĺ do nastňpujŃcych 

kategorii [16]: 

¶ dystrofie miňŜniowe, kt·re obejmujŃ wrodzone choroby genetyczne prowadzŃce do postňpujŃcego 

uszkodzenia i zaniku miňŜni, 

¶ miopatie - jako niespecyficzna (jeŜli pominŃĺ tzw. idiopatyczne miopatie zapalne) szeroko pojňta 

grupa zmian patologicznych, kt·re jednak nie odpowiadajŃ jednoznacznie Ũadnej dobrze 

zdefiniowanej jednostce chorobowej, 

¶ biopsje negatywne, w kt·rych nie stwierdzono uchwytnych zmian morfologicznych w pr·bce, co 

jednak i co bardzo istotne nie wyklucza obecnoŜci choroby; m. in. z tego powodu w takich 

przypadkach istnieje potrzeba znalezienia niestandardowych metod nowatorskich, kt·re mogğyby 

ujawniĺ niedostrzegalne w standardowej metodologii zmiany patologiczne. 

Zgodnie w powyŨszym, na potrzeby niniejszej rozprawy starano siň zakwalifikowaĺ materiağ  

z biopsji miňŜniowych do jednej z trzech gğ·wnych kategorii: dystrofii, miopatii oraz pr·bek, kt·re nie 

wykazywağy zmian patologicznych. Ocena neuropatologiczna opierağa siň na badaniu mikroskopowym  

z wykorzystaniem standardowych metod histologicznych, histochemicznych oraz 

immunohistochemicznych. Podziağu analizowanych pr·bek dokonano na podstawie formalnych diagnoz 

neuropatologicznych, przygotowanych na podstawie zanonimizowanych raport·w patomorfologicznych. 
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3. Znaczenie lipid·w i pierwiastk·w w chorobach miňŜni 

3.1. ZwiŃzek miňdzy skğadem molekularnym tkanek 

miňŜniowych i miopatiŃ oraz dystrofiŃ miňŜniowŃ. 

Badania nad skğadem molekularnym tkanek miňŜniowych w kontekŜcie miopatii i dystrofii 

pozwalajŃ lepiej zrozumieĺ, w jaki spos·b zmiany w zawartoŜci lipid·w oraz okreŜlonych pierwiastk·w 

wpğywajŃ na integralnoŜĺ strukturalnŃ i funkcjonalnŃ miňŜni. Zjawisko to ma szczeg·lne znaczenie  

w kontekŜcie dysfunkcji sarkolemmy, cytoszkieletu oraz macierzy zewnŃtrzkom·rkowej (ang. extracellular 

matrix, ECM), kt·re odgrywajŃ kluczowŃ rolň w patogenezie miopatii i dystrofii miňŜniowych [22, 23]. 

Analiza skğadu lipidowego i pierwiastkowego tkanek miňŜniowych moŨe dostarczyĺ cennych 

informacji na temat molekularnych podstaw tych zaburzeŒ. Szczeg·lnie waŨne jest poddanie analizie zmian 

w profilach lipidowych i pierwiastkowych w kontekŜcie proces·w degeneracyjnych miňŜni, poniewaŨ mogŃ 

one nie tylko wskazywaĺ na obecnoŜĺ patologii na poziomie kom·rkowym, ale takŨe ujawniaĺ 

mechanizmy, kt·re mogğyby staĺ siň potencjalnym celem terapii. 

Interwencje ukierunkowane na regulacjň lipid·w bğonowych lub modulacjň poziomu wybranych 

pierwiastk·w, kt·rych celem jest stabilizacja bğon kom·rkowych i poprawa zdolnoŜci regeneracyjnych 

miňŜni, mogŃ znaczŃco poszerzyĺ obecnŃ wiedzň na temat miopatii i dystrofii miňŜniowych [24]. 

3.2. Lipidom miňŜni szkieletowych w miopatiach i dystrofiach 

miňŜniowych. 

Lipidom odnosi siň do zbioru wszystkich lipid·w obecnych w kom·rkach, tkankach lub 

organizmach, obejmujŃcego r·Ũnorodne klasy lipid·w, takie jak fosfolipidy, glikolipidy, sterole oraz 

triglicerydy. PeğniŃ one kluczowe funkcje w strukturze bğon kom·rkowych, przechowywaniu energii, 

sygnalizacji kom·rkowej oraz regulacji proces·w biologicznych. W kontekŜcie tkanek miňŜniowych skğad 

lipidowy, w tym profil fosfolipid·w, glikolipid·w, cholesterolu oraz innych zwiŃzk·w lipidowych, ma 

fundamentalne znaczenie dla stabilnoŜci bğon kom·rkowych, ich elastycznoŜci oraz funkcji przekazywania 

sygnağ·w miňdzykom·rkowych. Zaburzenia w tym zakresie mogŃ prowadziĺ do pogorszenia strukturalnej 

integralnoŜci sarkolemmy, co jest jednym z podstawowych mechanizm·w prowadzŃcych do dystrofii 

miňŜniowych. Niedobory lub nadmiar specyficznych lipid·w, a takŨe zmiany w skğadzie fosfolipid·w, 

mogŃ zaburzaĺ interakcje biağek transbğonowych z ECM oraz cytoszkieletem. W rezultacie dochodzi do 

osğabienia mechanizm·w zwiŃzanych z przekazywaniem siğ i sygnağ·w mechanicznych, co pogarsza 
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funkcje miňŜniowe [25].  Zrozumienie tych proces·w na poziomie molekularnym moŨe dostarczyĺ cennych 

wskaz·wek dotyczŃcych potencjalnych cel·w terapeutycznych w leczeniu miopatii i dystrofii miňŜniowych. 

3.3. Rola pierwiastk·w w patogenezie miopatii i dystrofii 

miňŜniowej 

Pierwiastki, takie jak wapŒ, magnez, potas, s·d oraz pierwiastki Ŝladowe (np. cynk, miedŦ, Ũelazo), 

peğniŃ kluczowe funkcje w regulacji proces·w enzymatycznych, r·wnowagi jonowej oraz mechanizmach 

przekazywania sygnağ·w w kom·rkach miňŜniowych (cynk [26, 27], miedŦ [28, 29], Ũelazo). Zaburzenia  

w homeostazie wapnia mogŃ prowadziĺ do nieprawidğowej aktywacji enzym·w, co przyspiesza degeneracjň 

miňŜni [30, 31]. Ponadto, zmiany w skğadzie pierwiastkowym w obrňbie tkanek miňŜniowych mogŃ 

wskazywaĺ na pierwotne mechanizmy patogenne miopatii, takie jak nieprawidğowe zarzŃdzanie reakcjami 

redoks, kt·re wpğywajŃ na stabilnoŜĺ bğon kom·rkowych i ich funkcjonalnoŜĺ [32]. 

Badania nad wğ·knami miňŜniowymi wykazağy, Ũe pierwiastki takie jak wapŒ, miedŦ, potas, chlor 

i siarka majŃ statystycznie istotny wpğyw w analizach dyskryminacyjnych, pomagajŃcych r·Ũnicowaĺ 

dystrofiň, miopatiň oraz pr·bki referencyjne [33, 34]. Przeanalizowanie tych skğadnik·w moŨe wiňc 

stanowiĺ klucz do zrozumienia podstaw miopatii i dystrofii miňŜniowych. 

3.4. PrzyszğoŜĺ terapii dystrofii miňŜniowych: uszczelniacze 

bğonowe jako innowacyjne podejŜcie terapeutyczne 

PomijajŃc nowatorskie terapie genowe, co do kt·rych skutecznoŜci nadal niewystarczajŃco duŨo 

wiemy, a kt·re sŃ z pewnoŜciŃ sŃ niezwykle kosztowne oraz posiadajŃ silnie restrykcyjne wskazania [35, 

36]; na dzieŒ dzisiejszy nie istniejŃ realnie dostňpne opcje leczenia dla pacjent·w cierpiŃcych na dystrofie 

miňŜniowe. Pomimo to pojawiajŃ siň badania wskazujŃce na obiecujŃcy potencjağ uszczelniaczy bğonowych, 

jako nowej klasy Ŝrodk·w terapeutycznych, kt·re mogŃ skutecznie ograniczaĺ lub nawet zapobiegaĺ 

postňpujŃcym uszkodzeniom kom·rkowym zachodzŃcym w dystrofiach miňŜniowych [37]. Niestety, 

najbardziej efektywne stňŨenia uszczelniaczy bğonowych nie sŃ dobrze tolerowane przez zdrowych 

ochotnik·w nawet w kr·tkoterminowych badaniach [38]. JednoczeŜnie pacjenci z dystrofiŃ miňŜniowŃ 

wymagajŃ dğugotrwağej terapii, poniewaŨ skutecznoŜĺ tych substancji zaleŨy od ich obecnoŜci w momencie 

uszkodzenia bğony kom·rkowej.  

Zrozumienie r·wnowagi miňdzy uszkodzeniem bğony a jej naprawŃ moŨe zapewniĺ wglŃd  

w r·Ũnorodne etapy penetracji w r·Ũnych chorobach miňŜni oraz pom·c w opracowaniu bardziej 

skutecznych strategii terapeutycznych [39]. 
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PodsumowujŃc, badania nad molekularnym skğadem tkanek miňŜniowych w kontekŜcie miopatii  

i dystrofii miňŜniowych stanowiŃ kluczowy element w poszukiwaniach nowych moŨliwoŜci 

terapeutycznych. Zrozumienie roli lipid·w, pierwiastk·w oraz ich interakcji z biağkami strukturalnymi  

i matrycŃ zewnŃtrzkom·rkowŃ otwiera nowe perspektywy w leczeniu tych niejednokrotnie nieuleczalnych 

schorzeŒ. 
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4. Teoretyczny zarys wykorzystanych metod badawczych 

4.1. Protonowa fluorescencja rentgenowska PIXE 

4.1.1. Wprowadzenie do metody PIXE 

Metoda pomiarowa emisji promieniowania rentgenowskiego wzbudzonej czŃstkami nağadowanymi 

PIXE naleŨy do grupy metod spektroskopii emisyjnej. Jest to metoda pokrewna do powszechnie stosowanej 

w naukach przyrodniczych oraz przemyŜle techniki fluorescencji rentgenowskiej  (ang. X-ray Fluorescence, 

XRF). Obie techniki opierajŃ siň na detekcji tzw. charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego 

emitowanego w wyniku deekscytacji atom·w badanego materiağu. CechŃ wsp·lnŃ obu technik jest 

wykorzystanie unikalnych dla kaŨdego pierwiastka linii emisyjnych, co umoŨliwia jednoznacznŃ 

identyfikacjň i iloŜciowŃ analizň skğadu chemicznego pr·bki.  

W metodzie PIXE wzbudzenie atom·w zachodzi w wyniku oddziağywania wysokoenergetycznych 

czŃstek nağadowanych (najczňŜciej proton·w o energiach rzňdu kilku MeV) z materiağem pr·bki, poprzez 

bombardowanie jej powierzchni. Na tle innych metod analitycznych, PIXE wyr·Ũnia siň wyjŃtkowo wysokŃ 

czuğoŜciŃ w detekcji pierwiastk·w Ŝladowych, osiŃgajŃc poziom detekcji stňŨeŒ rzňdu ppm (ang. parts per 

million), a nawet ppb (ang. parts per billion). Dodatkowo, technika ta umoŨliwia analizň szerokiego zakresu 

pierwiastk·w (dla Z > 10), co czyni jŃ narzňdziem uniwersalnym zar·wno w badaniach materiağowych, 

biologicznych, jak i Ŝrodowiskowych. 

Metoda PIXE zostağa po raz pierwszy eksperymentalnie zaprezentowana przez zesp·ğ Thomasa 

Johanssona z Uniwersytetu w Lund (Szwecja) w 1970 roku [40]. Badania dotyczyğy detekcji pierwiastk·w 

Ŝladowych w pr·bkach zawierajŃcych roztw·r soli miedzi osadzony na folii wňglowej bombardowanych 

protonami o energii 1,5 MeV. Zastosowanie wysokorozdzielczego, wielokanağowego detektora 

p·ğprzewodnikowego Si(Li) pozwoliğo na rejestracjň promieniowania rentgenowskiego o bardzo niskiej 

intensywnoŜci, emitowanego przez pierwiastki o masie rzňdu 10 ĭĮ g. W kolejnych latach metoda ta byğa 

sukcesywnie rozwijana. W celu optymalizacji czuğoŜci i zakresu analizowanych pierwiastk·w rozszerzono 

typ stosowanych czŃstek wzbudzajŃcych (np. o czŃstki Ŭ, czy ciňŨkie jony), a takŨe udoskonalono systemy 

detekcji. PrzeglŃdowy artykuğ Johanssona z 1976 roku [41] potwierdziğ potencjağ tej techniki, wskazujŃc na 

jej wysokŃ selektywnoŜĺ pierwiastkowŃ oraz nieniszczŃcy charakter analizy.  

Wsp·ğczeŜnie, metoda PIXE znajduje zastosowanie r·wnieŨ w badaniach konserwatorskich np.  

w analizie warstw pigmentowych obrazu Madonna dei fusi Leonarda da Vinci [42]. Zastosowanie wiŃzki 

proton·w o energiach w zakresie 1,2 - 2,8 MeV pozwoliğo na otrzymanie charakterystyki kolejnych warstw 

malarskich wspomnianego obrazu, dostarczajŃc cennych informacji o skğadzie chemicznym zastosowanych 

pigment·w i materiağ·w barwnikowych bez naraŨenia na zniszczenie badanych struktur. UniwersalnoŜĺ, 
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wysoka czuğoŜĺ oraz wyjŃtkowy potencjağ metody PIXE znajdujŃ potwierdzenie takŨe w najnowszych 

osiŃgniňciach badawczych realizowanych we wsp·ğpracy z RuĽer Boġkoviĺ Institute RBI (Zagrzeb, 

Chorwacja), kt·ry jest przodujŃcym oŜrodkiem wyposaŨonym w akceleratory czŃstek, umoŨliwiajŃce 

precyzyjne wykorzystanie wiŃzek proton·w oraz innych czŃstek nağadowanych o energiach rzňdu kilku 

MeV [43ï46]. 

4.1.2. Mechanizm emisji promieniowania X w metodzie PIXE 

Zasadniczy mechanizm metody PIXE opiera siň na jonizacji wewnňtrznych powğok elektronowych 

atom·w i generacji charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego w wyniku oddziağywania 

wysokoenergetycznych czŃstek nağadowanych (np. proton·w, czŃstek alfa, ciňŨkich jon·w) z materiŃ. 

CzŃstki te, przemieszczajŃc siň przez materiağ pr·bki, oddziağujŃ gğ·wnie elektrostatycznie (kulombowsko) 

z elektronami, co moŨe skutkowaĺ wybiciem elektronu z jednej z wewnňtrznych powğok elektronowych 

atomu (najczňŜciej K lub L). Schematyczna ilustracja tego zjawiska przedstawiona zostağa na rysunku 4.1 

znajdujŃcego siň w kolejnym rozdziale. W konsekwencji skutkuje to powstaniem wakansu i tym samym 

przejŜcia atomu w stan wzbudzony. Innymi sğowy, prowadzi to do jego jonizacji. Aby powr·ciĺ do 

najniŨszego moŨliwego poziomu energetycznego (stanu podstawowego), elektron z wyŨszej powğoki musi 

przejŜĺ na powğokň z deficytem elektronowym. R·Ũnica energii miňdzy tymi poziomami zostaje uwolniona 

w postaci promieniowania rentgenowskiego o charakterystycznej energii, specyficznej dla danego 

pierwiastka. Proces ten nazywany jest fluorescencjŃ rentgenowskŃ. 

W zaleŨnoŜci od pary powğok biorŃcych udziağ w przejŜciu wyr·Ũnia siň charakterystyczne linie 

spektralne. Przykğadowo, jeŜli luka powstaje w powğoce K i zostaje wypeğniona przez elektron z powğoki 

L, emitowana jest linia KŬ. W przypadku tego przejŜcia, subtelne r·Ũnice energetyczne miňdzy 

podpowğokami L  (2p / ) i L  (2p / ) skutkujŃ powstawaniem dw·ch odrňbnych linii: KŬ  oraz KŬ . Gdy 

elektron pochodzi z powğoki M, zgodnie z notacjŃ Siegebahna mamy do czynienia z promieniowaniem linii 

Kɓ, charakteryzujŃcym siň niŨszŃ intensywnoŜciŃ. W zaleŨnoŜci od konkretnej podpowğoki wyr·Ũnia siň 

przejŜcia Kɓ - Kɓ . Analogiczna klasyfikacja dotyczy r·wnieŨ sytuacji, gdy elektron zostaje wybity  

z powğoki L, co moŨe mieĺ miejsce, gdy energia wiŃzki bombardujŃcej jest niŨsza niŨ energia wiŃzania 

powğoki K [47]. 

4.1.3. Mechanizmy relaksacji atomu 

Proces deekscytacji atomu wzbudzonego w wyniku wybicia elektronu z wewnňtrznej powğoki moŨe 

przebiegaĺ na r·Ũne sposoby. NajczňŜciej rozwaŨanym mechanizmem jest emisja fotonu 

charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego, jednak nie jest to jedyna moŨliwa droga relaksacji. 

Alternatywnym procesem, konkurencyjnym wobec fluorescencji rentgenowskiej, jest emisja elektronu 

Augera. Jest to zjawisko, w kt·rym nadmiar energii uwalniany podczas przejŜcia elektronu z wyŨszej 
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powğoki przekazywany jest nie w postaci emisji fotonu, lecz poprzez przekazanie tej energii innemu 

elektronowi, w wyniku czego zostaje on wybity z atomu. Oba mechanizmy przedstawiono schematycznie 

na rysunku 4.1. Emisja elektronu Augera ma miejsce wyğŃcznie wewnŃtrz atomu i nie generuje 

bezpoŜrednio promieniowania X, co sprawia, Ũe jest procesem Ăcichymò z punktu widzenia detekcji 

foton·w. R·wnoczeŜnie mechanizm ten istotnie wpğywa na cağkowitŃ wydajnoŜĺ fluorescencji oraz 

interpretacjň widma. 

WydajnoŜĺ fluorescencji definiowana jest jako stosunek (ang. fluorescence yield) ‫ 

prawdopodobieŒstwa emisji promieniowania rentgenowskiego do cağkowitego prawdopodobieŒstwa 

deekscytacji atomu. Parametr ten jest silnie zaleŨny od liczby atomowej pierwiastka i moŨe zostaĺ opisany 

za pomocŃ nastňpujŃcej zaleŨnoŜci: 

‫  
ὤ

Ὀ  ὤ
 ȟ ρ 

gdzie: ὤ to liczba atomowa pierwiastka, Ὀ jest to stağa zaleŨna od rodzaju linii spektralnej i przyjmuje 

wartoŜĺ okoğo ρπ dla linii K oraz okoğo ρπ dla linii L [48].  

 Co wiňcej, dla pierwiastk·w o niskim Z (np. C, N, O) emisja Augera jest procesem dominujŃcym, 

natomiast dla pierwiastk·w ciňŨkich (Z > 30) prawdopodobieŒstwo emisji promieniowania X wzrasta 

znaczŃco, osiŃgajŃc wartoŜci bliskie 100% [47]. 

Mechanizmy jonizacji materii przez czŃstki punktowe (np. protony) oraz ciňŨkie jony, a takŨe 

zwiŃzane z nimi procesy deekscytacji atomu i emisji promieniowania charakterystycznego, zostağy 

szczeg·ğowo opisane w klasycznym przeglŃdzie autorstwa Johanssona [41]. PrzeglŃd ten podkreŜla takŨe 

zaleŨnoŜci iloŜciowe miňdzy intensywnoŜciŃ sygnağu fluorescencji a parametrami wiŃzki jonowej oraz 

charakterystykŃ analizowanego materiağu. 

 

Rysunek 4.1 Schemat jonizacji powğoki wewnňtrznej wywoğanej bombardowaniem protonami (po lewej), a takŨe 

nastňpujŃcej po niej emisji promieniowania rentgenowskiego (Ŝrodek) lub emisji elektron·w Augera (po prawej). 
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W przypadku pierwiastk·w o niskiej liczbie atomowej, takich jak pierwiastki biogenne (np. P, S, 

Cl), dominujŃcym mechanizmem deekscytacji jest emisja Augera, co ogranicza intensywnoŜĺ 

promieniowania rentgenowskiego i tym samym obniŨa czuğoŜĺ detekcji w metodzie PIXE. To ograniczenie 

naleŨy uwzglňdniaĺ podczas interpretacji danych spektroskopowych. Niemniej jednak, poprzez odpowiedni 

dob·r energii wiŃzki wzbudzajŃcej, czasu akwizycji oraz konfiguracji ukğadu pomiarowego, moŨliwe jest 

uzyskanie obiektywnych wynik·w r·wnieŨ dla pierwiastk·w lekkich. 

4.1.4. PIXE jako narzňdzie wysokorozdzielczej analizy skğadu 

pierwiastkowego tkanek biologicznych 

Technika PIXE opiera siň na emisji charakterystycznych kwant·w promieniowania 

rentgenowskiego, powstajŃcych wskutek wzbudzenia atom·w pr·bki przez nağadowane czŃstki. Metoda ta 

pozwala na precyzyjnŃ, nieinwazyjnŃ analizň skğadu pierwiastkowego r·Ũnorodnych materiağ·w, w tym 

tkanek biologicznych, bez koniecznoŜci niszczenia ich integralnoŜci. 

JednŃ z nieodzownych zalet metody emisji promieniowania rentgenowskiego wzbudzonej 

nağadowanymi czŃstkami jest zastosowanie czŃstek o masie, kt·rej wartoŜĺ znaczŃco przewyŨsza masň 

elektronu (np. proton·w lub czŃstek Ŭ). Prowadzi to do relatywnie niewielkich strat energii kinetycznej 

podczas ich penetracji przez materiň, w por·wnaniu do elektron·w, co ogranicza zakğ·cenia trajektorii 

wiŃzki i minimalizuje emisjň promieniowania hamowania (niem. Bremsstrahlung), kt·re jest gğ·wnym 

Ŧr·dğem tğa o ciŃgğym widmie w spektroskopii rentgenowskiej. Typowo wykorzystywane Ŧr·dğo 

wzbudzajŃce w metodzie PIXE stanowi wiŃzka czŃstek o energiach rzňdu 1 - 3 MeV, przy czym dla 

proton·w optymalna efektywnoŜĺ wzbudzenia przypada na energiň okoğo 3 MeV [47].  

W og·lnym przypadku, liczba foton·w charakterystycznego promieniowania X emitowanych przez 

i-ty pierwiastek w kierunku detektora wyraŨa siň wzorem [49]: 

ὣ ὗẗὩẗ ὧὼẗ„Ὁὼ ẗὩ Ὠὼȟ ς 

gdzie: 

¶ ὣ - liczba emitowanych foton·w charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego dla i-tego 

pierwiastka w kierunku detektora, 

¶ ὗ - cağkowity ğadunek padajŃcej wiŃzki na pr·bkň, 

¶ Ὡ - ğadunek elementarny, 

¶ ὧὼ - koncentracja i-tego pierwiastka w pr·bce jako funkcja gğňbokoŜci,  

¶ „Ὁὼ  - przekr·j czynny na produkcjň promieniowania X dla i-tego pierwiastka, zaleŨny od 

energii czŃstek Ὁὼ w gğňbokoŜci ὼ, 

¶ ‘ - liniowy wsp·ğczynnik tğumienia promieniowania rentgenowskiego w materiale pr·bki, 
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¶  — - kŃt pomiňdzy kierunkiem detekcji promieniowania a normalnŃ do powierzchni pr·bki, 

¶ Ὠ - maksymalna gğňbokoŜĺ penetracji czŃstek w pr·bce. 

ťr·dğem ciňŨkich jon·w wykorzystywanych w technikach spektroskopowych moŨe byĺ na 

przykğad duoplasmatron. Jony te sŃ nastňpnie przyspieszane do okreŜlonych energii za pomocŃ 

akcelerator·w elektrostatycznych, takich jak klasyczny akcelerator Van de Graaffa (o potencjale rzňdu 

2 - 3 MV) lub nowoczeŜniejszy akcelerator tandemowy typu Tandetron. Dziňki zaawansowanej konstrukcji 

Tandetronu moŨliwe jest osiŃgniňcie por·wnywalnych energii wiŃzki przy niŨszym napiňciu 

przyspieszajŃcym, rzňdu okoğo 1,5 MV. 

W ramach realizacji zağoŨeŒ niniejszej rozprawy pomiary zostağy przeprowadzone w Instytucie 

RBI, kt·ry dysponuje akceleratorami obu typ·w. W wykorzystywanym systemie wiŃzka nağadowanych 

czŃstek jest kierowana na pr·bkň za pomocŃ ukğad·w optyki wiŃzki, obejmujŃcych magnesy zakrzywiajŃce, 

magnesy kwadrupolowe, soczewki magnetyczne i elektrostatyczne, pğytki deflekcyjne (ang. deflection 

plates) oraz kolimatory. Pomiary prowadzone sŃ w warunkach wysokiej pr·Ũni (ciŜnienie poniŨej 1Ŀ10  

mbar), co zapewnia odpowiednio dğugŃ ŜredniŃ drogň swobodnŃ czŃstek i minimalizuje ich rozpraszanie. 

Technika PIXE najczňŜciej realizowana jest in situ, chociaŨ moŨliwe sŃ r·wnieŨ pomiary  

w warunkach atmosferycznych [50, 51]. W nowoczesnych systemach pomiarowych wiŃzka nağadowanych 

czŃstek jest wprowadzana do komory analitycznej przez kolimator, kt·rego zadaniem jest zar·wno 

ograniczenie geometryczne, jak i homogenizacja energetyczna wiŃzki. Kolimator umoŨliwia uzyskanie 

wiŃzki o Ŝrednicy rzňdu kilku do kilkunastu mikrometr·w, co pozwala na precyzyjne ogniskowanie oraz 

selektywne badanie wybranych obszar·w pr·bki. Ze wzglňdu na mikrometryczne rozmiary plamki technikň 

tň okreŜla siň mianem ÕPIXE. 

Pr·bka umieszczana jest na stojaku, zwykle zintegrowanym z systemem translacyjnym, 

ustawionym w osi wiŃzki, z moŨliwoŜciŃ zautomatyzowanego transferu i pozycjonowania. Gğ·wne 

komponenty komory pr·Ũniowej obejmujŃ detektory promieniowania rentgenowskiego, najczňŜciej 

p·ğprzewodnikowe detektory Si(Li) lub krzemowe detektory dryftowe (ang. Silicon Drift Detectors, SDD), 

oraz puszkň Faradaya, sğuŨŃcŃ do pomiaru prŃdu wiŃzki poprzez wychwytywanie nağadowanych czŃstek po 

ich przejŜciu przez pr·bkň. 

Warunkiem przeprowadzenia pomiaru jest zastosowanie pr·bki o gruboŜci mniejszej niŨ zasiňg 

czŃstek w danym materiale, co umoŨliwia ich transmisjň z jedynie czňŜciowŃ utratŃ energii kinetycznej.  

W przeciwnym razie peğna absorpcja czŃstek w materiale uniemoŨliwia dokğadne wyznaczenie dawki oraz 

kontrolň warunk·w ekspozycji. 

W systemach dedykowanych do analizy materiağ·w wraŨliwych, takich jak pr·bki biologiczne, 

stosuje siň dodatkowo tzw. przerywnik wiŃzki (ang. chopper). Element ten peğni dwie podstawowe funkcje. 

Po pierwsze, umoŨliwia pomiar prŃdu wiŃzki w trybie przerywanym, co jest szczeg·lnie istotne przy bardzo 

niskich natňŨeniach (rzňdu pA lub niŨszych), gdy sygnağ mierzony bezpoŜrednio moŨe byĺ por·wnywalny 
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z poziomem szumu elektroniki. Przerywany tryb pracy pozwala w·wczas na integracjň ğadunku w czasie, 

co znaczŃco zwiňksza dokğadnoŜĺ oraz powtarzalnoŜĺ pomiaru. Po drugie, okresowo przerywa ciŃgğoŜĺ 

strumienia czŃstek z ustalonŃ czňstotliwoŜciŃ, co pozwala na redukcjň cağkowitej dawki energii 

przekazywanej do pr·bki oraz ogranicza lokalnŃ depozycjň cieplnŃ. Jest to szczeg·lnie istotne w przypadku 

delikatnych pr·bek biologicznych, kt·re sŃ wraŨliwe na przegrzanie i degradacjň strukturalnŃ. 

ChociaŨ metoda PIXE jest powszechnie uznawana za technikň nieniszczŃcŃ, w praktyce, zwğaszcza 

podczas analizy tkanek biologicznych, moŨe dojŜĺ do uszkodzeŒ termicznych pr·bki. Zjawisko to wynika 

z absorpcji energii przez materiağ na skutek intensywnego bombardowania czŃstkami o energiach rzňdu 

kilku MeV, co prowadzi do nagrzewania oraz potencjalnych zmian morfologicznych lub chemicznych  

w badanym obszarze. W przypadku wykorzystania ciňŨkich jon·w, dodatkowym efektem moŨe byĺ 

rozpylanie (ang. sputtering) atom·w z powierzchni pr·bki. W konsekwencji, planowanie parametr·w 

ekspozycji stanowi istotny etap przygotowania eksperymentu. 

KoŒcowym efektem pomiar·w metodŃ PIXE jest widmo promieniowania rentgenowskiego,  

w kt·rym wyraŦnie wyodrňbnione sŃ piki odpowiadajŃce charakterystycznym przejŜciom elektronowym  

w atomach pierwiastk·w obecnych w badanym materiale. KaŨdy pik odpowiada emisji promieniowania 

rentgenowskiego powstağej na skutek przejŜcia elektronu z powğoki wyŨszej energii (najczňŜciej L lub M) 

do powğoki niŨszej energii (zwykle K) lub np. pomiňdzy podpowğokami tej samej powğoki. Energia 

emitowanego fotonu jest jednoznacznie zwiŃzana z liczbŃ atomowŃ Z i stanowi swoisty "odcisk palca" 

danego pierwiastka. Analiza energii tych charakterystycznych linii pozwala na identyfikacjň jakoŜciowŃ 

pierwiastk·w w pr·bce. Natomiast iloŜciowa analiza skğadu chemicznego opiera siň na pomiarze 

intensywnoŜci tych linii, uwzglňdniajŃc mechanizmy absorpcji, przekroje czynne oraz geometriň detekcji, 

co umoŨliwia detekcjň skğadnik·w z czuğoŜciŃ siňgajŃcŃ poziomu ppm, a w sprzyjajŃcych warunkach nawet 

ppb. Na rysunku 4.2 przedstawiono przykğadowe widmo promieniowania rentgenowskiego uzyskane dla 

pr·bki tkanki miňŜniowej. Na widmie zaznaczono charakterystyczne linie emisyjne poszczeg·lnych 

pierwiastk·w, co umoŨliwia ich jednoznacznŃ identyfikacjň. Analiza takiego spektrum pozwala nie tylko 

na okreŜlenie skğadu pierwiastkowego pr·bki, lecz r·wnieŨ na ocenň obecnoŜci zanieczyszczeŒ oraz 

weryfikacjň jakoŜci i czystoŜci badanego materiağu biologicznego. 
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Rysunek 4.2. Widmo PIXE zarejestrowane dla pr·bki tkanki miňŜniowej. Pozycje pik·w odpowiadajŃ 

charakterystycznym liniom emisyjnym pierwiastk·w obecnych w pr·bce. Sygnağ pochodzŃcy od krzemu jest efektem 

uŨycia podkğadek z azotku krzemu (Si N ) podczas eksperymentu. 

4.1.5. Geometria ukğadu detekcyjnego i charakterystyka detektor·w 

promieniowania X 

Na rozmieszczenie gğ·wnych element·w detekcyjnych w komorze pomiarowej systemu PIXE 

wpğywa szereg proces·w fizycznych, takich jak tğumienie promieniowania rentgenowskiego, utrata energii 

wiŃzki jon·w oraz emisja promieniowania hamowania generowanego przez elektrony wt·rne.  

W standardowej konfiguracji stosowanej w Instytucie RuĽer Boġkoviĺ skolimowana wiŃzka czŃstek 

nağadowanych jest kierowana prostopadle do powierzchni pr·bki, co minimalizuje wpğyw niedoskonağoŜci 

powierzchni, zwğaszcza gdy detektor rentgenowski obserwuje pr·bkň wzdğuŨ osi wiŃzki jon·w. W praktyce 

jednak w RBI nie byğo moŨliwe zastosowanie takiego ukğadu, poniewaŨ detektor promieniowania 

rentgenowskiego umieszczony jest w kriostacie zamocowanym do naczynia Dewara. W efekcie detektor 

znajduje siň okoğo 4 cm od powierzchni pr·bki i jest ustawiony pod kŃtem 135Á wzglňdem kierunku wiŃzki 

pierwotnej, co odpowiada kŃtowi 45Á wzglňdem powierzchni pr·bki. Takie rozmieszczenie jest r·wnieŨ 

korzystne ze wzglňdu na redukcjň tğa, gdyŨ emisja promieniowania hamowania od wt·rnych elektron·w 

osiŃga maksimum w kierunku okoğo 90Á. Umieszczenie detektora pod kŃtem znaczŃco odbiegajŃcym od 

tego kŃta pozwala zatem ograniczyĺ jego wpğyw na jakoŜĺ pomiaru [49]. 

W systemach PIXE powszechnie stosuje siň dwa typy detektor·w promieniowania 

rentgenowskiego: p·ğprzewodnikowe detektory krzemowo-litowe Si(Li) oraz nowoczeŜniejsze krzemowe 

detektory dryftowe SDD. Detektor Si(Li), bazujŃcy na krysztağach krzemu domieszkowanych litem [40], 

umoŨliwia analizň z rozdzielczoŜciŃ energetycznŃ rzňdu kilkuset eV. JednakŨe akwizycja jakoŜciowych 

danych moŨe wymagaĺ czasu od kilkunastu do kilkudziesiňciu minut, a koniecznoŜĺ chğodzenia ciekğym 

azotem w celu ograniczenia szum·w elektroniki stanowi istotne wyzwanie eksploatacyjne [49]. 

Detektory typu SDD, pomimo nieco niŨszej rozdzielczoŜci energetycznej, oferujŃ znacznie szybszŃ 

akwizycjň danych przy zachowaniu wysokiej czuğoŜci pomiarowej. Zastosowanie chğodzenia 
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termoelektrycznego (element Peltiera) eliminuje potrzebň stosowania ciekğego azotu, co upraszcza obsğugň 

i utrzymanie systemu. 

4.1.6. Wizualizacja rozkğadu pierwiastk·w - obrazowanie  

z wykorzystaniem ÕPIXE 

Udoskonalenia w technologii generacji, kolimacji wiŃzki jon·w oraz detekcji promieniowania 

rentgenowskiego umoŨliwiğy rozw·j mikroanalizy metodŃ PIXE, okreŜlanej jako ÕPIXE. W tej konfiguracji 

skolimowana wiŃzka czŃstek nağadowanych jest kierowana do komory pomiarowej, w kt·rej znajduje siň 

badana pr·bka. WiŃzka przechodzi przez kolimator, element optyki wiŃzki ograniczajŃcy jej Ŝrednicň do 

kilku lub kilkunastu mikrometr·w, co pozwala na skupienie jej na wybranym obszarze powierzchni pr·bki 

(ang. region of interest, ROI). JednorodnoŜĺ energetyczna wiŃzki zapewniana jest przez ukğad akceleracyjny 

oraz precyzyjny system selekcji energii. 

Pr·bka umieszczana jest na uchwycie w komorze pomiarowej, kt·ry umoŨliwia pozycjonowanie 

wzglňdem wiŃzki z dokğadnoŜciŃ rzňdu mikrometr·w, co ma kluczowe znaczenie dla jakoŜci danych 

przestrzennych uzyskiwanych w obrazowaniu pierwiastkowym - szczeg·lnie w przypadku materiağ·w 

niejednorodnych, takich jak pr·bki biologiczne. W zaawansowanych systemach ÕPIXE stosowany jest 

r·wnieŨ wspomniany wczeŜniej przerywnik wiŃzki, umoŨliwiajŃcy dodatkowŃ kontrolň nad parametrami 

pomiaru. 

System translacyjny uchwytu, na kt·rym znajduje siň pr·bka, umoŨliwia skanowanie jej 

powierzchni wiŃzkŃ jon·w. Poprzez kontrolowane przesuwanie pr·bki oraz rejestracjň promieniowania 

rentgenowskiego o wybranych energiach moŨliwe jest uzyskanie map przestrzennego rozkğadu 

pierwiastk·w w badanym materiale. SelektywnoŜĺ detekcji energii promieniowania X pozwala na przykğad 

na identyfikacjň akumulacji poszczeg·lnych pierwiastk·w w strukturach biologicznych. Obrazowanie tego 

typu realizowane jest zazwyczaj na powierzchniach o wymiarach od kilkudziesiňciu do kilkuset ÕmĮ, przy 

uŨyciu mikroruch·w uchwytu lub wiŃzki w celu przesuniňcia jej poğoŨenia.  

Metoda ÕPIXE znalazğa szerokie zastosowanie w analizie tkanek biologicznych, gdzie lokalizacja 

pierwiastk·w Ŝladowych ma kluczowe znaczenie w badaniach biochemicznych, toksykologicznych oraz 

medycznych. Technika ta umoŨliwia nieniszczŃce okreŜlenie zawartoŜci pierwiastk·w takich jak Fe, Zn, 

Cu, P czy Ca, kt·re peğniŃ istotnŃ rolň w procesach metabolicznych. JuŨ w latach 80. XX wieku ÕPIXE 

zostağa uznana za wysoce czuğŃ i efektywnŃ metodň obrazowania pierwiastk·w Ŝladowych w pr·bkach 

biologicznych [52], a rozw·j i zastosowania tej metody w badaniach biologicznych sŃ kontynuowane do 

dnia dzisiejszego [53ï56]. Przykğadem zastosowania metody ÕPIXE jest analiza rozkğadu pierwiastk·w  

w organizmach mağych bezkrňgowc·w, roŜlinach oraz wybranych narzŃdach ssak·w. Dziňki wysokiej 

rozdzielczoŜci przestrzennej moŨliwe jest zlokalizowanie mikroobszar·w o podwyŨszonym stňŨeniu 

okreŜlonych pierwiastk·w, co pozwala na wnikliwŃ analizň proces·w biologicznych na poziomie 
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kom·rkowym. Przykğadowo, Migula i wsp·ğpracownicy wykorzystali tň technikň do badania 

rozmieszczenia pierwiastk·w w ciele mszycy Protaphis pseudocardui, ŨerujŃcej na roŜlinie Berkheya 

coddii, znanej z akumulacji niklu [53]. Do pomiar·w zastosowano wiŃzkň proton·w o energii 3,0 MeV  

i prŃdzie 200 - 300 pA. Uzyskane wyniki umoŨliwiğy zobrazowanie rozkğadu niklu w r·Ũnych czňŜciach 

ciağa mszycy. 

W badaniach przeprowadzonych przez Yakamaru i wsp·ğpracownik·w na zamroŨonych 

przekrojach Ũeber szczurzych wykazano zr·Ũnicowane rozmieszczenie pierwiastk·w takich jak wapŒ, 

fosfor, siarka i potas w trzech wyraŦnie rozgraniczonych obszarach anatomicznych: chrzŃstce Ũebrowej, 

poğŃczeniu chrzňstno-Ũebrowym oraz koŜci twardej [56]. Zastosowanie analizy ɛPIXE umoŨliwiğo 

nieinwazyjne odwzorowanie rozkğadu tych pierwiastk·w z rozdzielczoŜciŃ dochodzŃcŃ do poziomu 

pojedynczych kom·rek. Uzyskane wyniki dostarczyğy cennych informacji na temat r·Ũnego stopnia 

mineralizacji poszczeg·lnych tkanek, podkreŜlajŃc jednoczeŜnie potencjağ ɛPIXE w badaniach fizjologii  

i patologii ukğadu kostnego. Badania te wskazujŃ r·wnieŨ na szerokie moŨliwoŜci zastosowania tej techniki 

w analizie tkanek ludzkich. 

4.2. Skaningowa transmisyjna mikroskopia jonowa STIM  

4.2.1. Zasada dziağania i charakterystyka metody 

Skaningowa transmisyjna mikroskopia jonowa naleŨy do zaawansowanych technik obrazowania 

strukturalnego. Metoda ta wykorzystuje wysokoenergetyczne jony o energiach rzňdu kilku MeV, kt·re 

podczas przechodzenia przez pr·bkň tracŃ energiň w zaleŨnoŜci od lokalnej struktury materiağu. ChociaŨ 

technika zostağa przedstawiona ponad 30 lat temu, jej szerokie zastosowanie w naukach biologicznych  

i biomedycznych nastŃpiğo dopiero w ostatnich kilkunastu latach, gğ·wnie dziňki integracji z metodami 

analizy pierwiastkowej, takimi jak PIXE czy SIMS [57]. Technika SIMS zostağa om·wiona w rozdziale 4.3. 

Gğ·wnŃ zaletŃ metody STIM jest moŨliwoŜĺ nieinwazyjnego obrazowania struktur pr·bki z wysokŃ 

rozdzielczoŜciŃ przestrzennŃ, bez koniecznoŜci stosowania barwnik·w fluorescencyjnych czy znacznik·w 

radioaktywnych [58]. Technika ta nie pozwala jednak na bezpoŜredniŃ analizň skğadu pierwiastkowego 

badanych materiağ·w, co ogranicza jej zastosowanie jako samodzielnej metody w wielu przypadkach.  

W klasycznym podejŜciu STIM wykorzystuje skolimowanŃ wiŃzkň wysokoenergetycznych jon·w  

o energiach siňgajŃcych kilku MeV [59], podobnych do tych stosowanych w technikach PIXE oraz SIMS. 

Energia ta jest zazwyczaj wystarczajŃca do penetracji przekroj·w o gruboŜci do okoğo 50 Õm [60]. 

4.2.2. Zasada fizyczna i model teoretyczny 

PodstawŃ dziağania mikroskopii STIM jest pomiar strat energii wysokoenergetycznych jon·w po 

ich przejŜciu przez cienkŃ warstwň pr·bki. W typowym zakresie energii wykorzystywanym w STIM 
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(1 ï 4 MeV dla proton·w) gğ·wnym mechanizmem hamowania jon·w jest hamowanie elektronowe, 

polegajŃce na przekazywaniu energii jon·w swobodnym lub zwiŃzanym elektronom badanego materiağu. 

Proces ten dominuje w zakresie MeV i odpowiada za wiňkszoŜĺ strat energii jon·w w materiağach 

biologicznych oraz organicznych. Drugorzňdnym mechanizmem, o mniejszym znaczeniu w tych zakresach 

energii, jest hamowanie jŃdrowe, wynikajŃce ze sprňŨystych zderzeŒ jon·w z jŃdrami atomowymi pr·bki. 

W zastosowaniach STIM jego wpğyw jest zwykle pomijalny, jednak moŨe nabieraĺ istotnoŜci przy analizie 

bardzo lekkich lub ultracienkich struktur. Rejestracja strat energii jon·w podczas przejŜcia przez pr·bkň 

odbywa siň najczňŜciej przy uŨyciu detektora p·ğprzewodnikowego (np. fotodiody krzemowej typu PiN) 

umieszczonego bezpoŜrednio za pr·bkŃ. 

Modele Bohra i Bethego stanowiŃ podstawň teoretycznego opisu zjawiska oddawania energii przez 

jony w materii. Podczas gdy model Bohra z 1913 roku oparty byğ na zağoŨeniach klasycznych, to opis 

wprowadzony przez Hansa Bethego w 1930 roku uwzglňdniağ efekty kwantowe i relatywistyczne opisujŃc 

procesy spowalniania w zakresie Ŝrednich i wysokich energii [61]. Po uwzglňdnieniu poprawek 

relatywistycznych oraz korekty gňstoŜci, ostateczny wz·r opisujŃcy straty energii moŨna zapisaĺ jako: 

Ὓ
ὨὉ

Ὠὼ

τ“ᾀὩ

άὧ‍
ẗὲẗὰὲ

ςάὧ‍‎Ὁ

Ὅ
‍ ‍‎ȟ‏ σ 

gdzie: 

¶ ά  - masa elektronu, 

¶ ὧ - prňdkoŜĺ Ŝwiatğa, 

¶ ὲ - gňstoŜĺ elektronowa materiağu (liczba elektron·w na jednostkň objňtoŜci), 

¶ ᾀ - ğadunek czŃstki nağadowanej (np. z = 1 dla protonu), 

¶ Ὡ - ğadunek elementarny, 

¶ ‍   - prňdkoŜĺ czŃstki wzglňdem prňdkoŜci Ŝwiatğa, 

¶ ‎   - wsp·ğczynnik relatywistyczny, 

¶ Ὁ  - maksymalna energia, jakŃ czŃstka moŨe przekazaĺ jednemu elektronowi w zderzeniu, 

¶ Ὅ - Ŝredni potencjağ jonizacji (charakterystyczny dla materiağu), 

 .‍‎- korekta gňstoŜci (istotna przy bardzo duŨych energiach)‏ ¶

Bethe wykazağ, Ũe strata energii czŃstki nağadowanej zaleŨy logarytmicznie od jej energii 

kinetycznej oraz silnie od jej ğadunku, co ma kluczowe znaczenie w metodach bazujŃcych na pomiarze 

ὨὉὨὼϳ , takich jak STIM. Podczas przejŜcia przez pr·bkň jon o energii z zakresu MeV oddziağuje przede 

wszystkim z elektronami materii, przekazujŃc im czňŜĺ swojej energii kinetycznej. Lokalna gňstoŜĺ 

elektronowa okreŜla liczbň zderzeŒ jon-elektron, a tym samym wpğywa na iloŜĺ energii traconej przez jon 

na jednostkň drogi. W obszarze pr·bki o wyŨszej gňstoŜci elektronowej jon napotyka wiňkszŃ liczbň 
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elektron·w i wydajniej przenosi im energiň, co prowadzi do wiňkszej utraty energii na tej samej drodze  

i intensywniejszego hamowania jonu, co bezpoŜrednio wpğywa na kontrast otrzymywany w mikroskopii 

STIM. Dziňki moŨliwoŜci obrazowania obszar·w o powierzchni siňgajŃcej setek ÕmĮ, STIM odgrywa 

istotnŃ rolň podczas selekcji rejon·w przeznaczonych do szczeg·ğowej analizy spektroskopowej metodami 

PIXE lub SIMS. Pozwala ona na wykrycie anomalii strukturalnych, takich jak niejednorodnoŜci 

morfologiczne czy lokalne zagňszczenia materiağu, co jest kluczowe dla wğaŜciwego ukierunkowania 

dalszych badaŒ [58, 62]. 

4.2.3. Integracja STIM z metodami spektroskopii jonowej 

Typowa konfiguracja aparaturowa STIM obejmuje integracjň z ukğadami spektroskopowymi, co 

umoŨliwia jednoczesne pozyskiwanie danych morfologicznych i chemicznych. W takim ukğadzie STIM 

peğni funkcjň wstňpnego obrazowania strukturalnego, pozwalajŃcego na identyfikacjň obszar·w  

o podwyŨszonej lub obniŨonej gňstoŜci, kt·re nastňpnie poddawane sŃ dalszej analizie metodami takimi jak 

PIXE lub SIMS. 

PoniewaŨ w metodzie STIM rejestrowana jest energia niemal wszystkich jon·w transmitowanych 

przez badanŃ pr·bkň, konieczne jest stosowanie bardzo niskich natňŨeŒ prŃd·w wiŃzki. Zwykle wartoŜci te 

nie przekraczajŃ 1 fA, co minimalizuje ryzyko uszkodzenia pr·bki i jednoczeŜnie pozwala na uzyskanie 

obraz·w o bardzo wysokiej rozdzielczoŜci przestrzennej. Dziňki temu metoda ta jest szczeg·lnie uŨyteczna 

w analizie struktur biologicznych na poziomie subkom·rkowym [60]. 

4.2.4. Charakterystyka aparatury STIM w Instytucie RuĽer Boġkoviĺ 

W trakcie realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej przeprowadzono badania w Instytucie RuĽer 

Boġkoviĺ w Zagrzebiu, gdzie system STIM stanowi m.in. kluczowy element zintegrowanego ukğadu MeV 

TOF-SIMS. Dodatkowo moŨliwa jest konfiguracja systemu STIM w linii pomiarowej PIXE, co r·wnieŨ 

zostağo wykorzystane w ramach niniejszej pracy. W ukğadzie SIMS wykorzystywane sŃ m. in. jony O  

przyspieszane do energii w zakresie 1 - 10 MeV za pomocŃ akceleratora Van de Graaffa. WiŃzka jonowa 

jest ogniskowana przez zestaw trzech soczewek kwadrupolowych, nastňpnie kolimowana i kierowana na 

pr·bkň. Takie poğŃczenie umoŨliwia jednoczesnŃ akwizycjň danych przestrzennych oraz chemicznych, 

dziňki zsynchronizowanemu systemowi elektroniki impulsowej oraz wsp·lnemu mechanizmowi 

pozycjonowania. Jony transmitowane przez pr·bkň, po uprzednim wytraceniu energii, sŃ rejestrowane przez 

fotodiodň PiN umieszczonŃ w odlegğoŜci okoğo 10 mm za pr·bkŃ. Aby zapewniĺ rzetelnoŜĺ danych 

iloŜciowych, niezbňdna jest dokğadna kalibracja prŃdu jonowego. 

Przykğadem zastosowania opisanej techniki sŃ badania przeprowadzone w RBI, podczas kt·rych 

poddano pomiarom liofilizowane pr·bki kom·rek linii CaCo-2. Uzyskana rozdzielczoŜĺ przestrzenna 

wyniosğa okoğo 400 nm/piksel, co pozwoliğo na rozr·Ũnienie region·w subkom·rkowych, w tym 
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cytoplazmy oraz jŃdra kom·rkowego. Na rysunku 4.3 zaprezentowano por·wnanie mikroskopowego 

obrazu optycznego kom·rki CaCo-2 (a) z odpowiadajŃcŃ mapŃ przestrzennego rozkğadu gňstoŜci uzyskanŃ 

metodŃ STIM (b) [62]. 

 

 

Rysunek 4.3 Po lewej znajduje siň obraz optyczny zliofilizowanej kom·rki CaCo-2, natomiast po prawej 

odpowiadajŃcy rozkğad gňstoŜci uzyskany metodŃ STIM. TC jest to cağkowita liczba zarejestrowanych jon·w [62]. 

4.2.5. Znaczenie w badaniach biologicznych 

Technika STIM stanowi niezwykle cenne narzňdzie uzupeğniajŃce dla metod spektroskopii jonowej, 

zwğaszcza w badaniach struktur biologicznych charakteryzujŃcych siň wysokŃ zğoŨonoŜciŃ morfologicznŃ  

i heterogenicznoŜciŃ gňstoŜci. Dziňki moŨliwoŜci uzyskiwania obraz·w o bardzo wysokiej rozdzielczoŜci, 

STIM pozwala na odwzorowanie architektury tkanek, kom·rek, a nawet subkom·rkowych struktur.  

W przypadku tkanek miňŜniowych metoda ta umoŨliwia m.in. lokalizacjň pojedynczych wğ·kien 

miňŜniowych, identyfikacjň granic kom·rkowych lub nawet moŨe zasugerowaĺ rejony objňte procesami 

degeneracyjnymi. Obszary dotkniňte takimi procesami lub stanami zapalnymi czňsto wykazujŃ zmienionŃ 

lokalnŃ gňstoŜĺ, co znajduje bezpoŜrednie odzwierciedlenie w wartoŜciach strat energii transmitowanych 

jon·w. 

Przygotowanie materiağu biologicznego do analizy STIM wymaga zapewnienia odpowiednich 

wğaŜciwoŜci fizycznych pr·bki, w szczeg·lnoŜci jej wysokiej transparentnoŜci dla wysokoenergetycznej 

wiŃzki jonowej. W praktyce oznacza to koniecznoŜĺ uzyskania cienkich, jednorodnych przekroj·w 

tkankowych o dobrze kontrolowanej gruboŜci. W tym celu pr·bki sŃ zazwyczaj natychmiast zamraŨane bez 

uprzedniego utrwalenia chemicznego, co umoŨliwia zachowanie ich struktury w stanie moŨliwie najbardziej 

zbliŨonym do fizjologicznego. Nastňpnie, przy uŨyciu kriomikrotomu, wykonywane sŃ skrawki o okreŜlonej 

gruboŜci, kt·re po umieszczeniu na podğoŨu pomiarowym poddaje siň procesowi liofilizacji. Tak 

przygotowane pr·bki speğniajŃ kluczowe wymagania stawiane materiağom przeznaczonym do analizy 

STIM, zapewniajŃc odpowiedniŃ jakoŜĺ oraz powtarzalnoŜĺ wynik·w pomiarowych. 
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4.3. Spektrometria masowa jon·w wt·rnych SIMS 

4.3.1. Rozw·j techniki 

Spektrometria masowa jon·w wt·rnych SIMS jest uniwersalnŃ i powszechnie stosowanŃ technikŃ 

analizy chemicznej ciağ stağych. Dziňki wyjŃtkowej czuğoŜci pierwiastkowej oraz zdolnoŜci do obrazowania 

powierzchni w skali mikro i nano oraz uzyskiwania informacji o rozkğadzie skğadu chemicznego zar·wno 

w pğaszczyŦnie pr·bki, jak i w gğŃb materiağu, technika SIMS znajduje szerokie zastosowanie w fizyce ciağa 

stağego, inŨynierii materiağowej, elektronice, biologii, geologii oraz naukach o Ŝrodowisku.  

PoczŃtki metody SIMS siňgajŃ eksperyment·w J.J. Thomsona z poczŃtku XX wieku.  

W swoich eksperymentach po raz pierwszy zaobserwowağ on emisjň jon·w dodatnich (wt·rnych) oraz 

atom·w neutralnych z powierzchni pr·bki bombardowanej wysokoenergetycznŃ wiŃzkŃ jon·w 

pierwotnych [63]. Wspomniane badania zapoczŃtkowağy przeğomowe odkrycia w dziedzinie interakcji 

jon·w z powierzchniŃ materii. W latach 40. XX wieku F.L. Arnot i J.C. Milligan badali wydajnoŜĺ emisji 

jon·w wt·rnych i ich zachowanie w polu magnetycznym, stanowiŃc tym samym podstawň do rozwoju 

techniki SIMS jako metody analitycznej. Pierwszy w peğni funkcjonalny system SIMS powstağ w latach 50. 

w RCA Laboratories (Princeton, New Jersey) dziňki pracy R.E. Honiga [64]. Owe wydarzenie stanowiğo 

jeden z kamieni milowych w rozwoju metody SIMS, a dekadň p·Ŧniej zaowocowağo opracowaniem 

pierwszych komercyjnie dostňpnych system·w pomiarowych, stworzonych przez zesp·ğ H. Liebla  

i R. Herzoga [65]. Od tamtej pory technika SIMS przeszğa istotny rozw·j, szczeg·lnie na przeğomie XX  

i XXI wieku, co byğo moŨliwe dziňki postňpowi technologii pr·Ũniowych oraz dynamicznemu rozwojowi 

mikro i nanoelektroniki opartej na technologiach p·ğprzewodnikowych. Wsp·ğczesne, zaawansowane 

systemy SIMS oferujŃ moŨliwoŜĺ precyzyjnej analizy chemicznej powierzchni oraz profilowania 

gğňbokoŜciowego materiağ·w z bardzo wysokŃ rozdzielczoŜciŃ przestrzennŃ i masowŃ, co znajduje swoje 

zastosowanie w wielu dziedzinach nauki. 

4.3.2. Zasada dziağania SIMS 

Schematyczne przedstawienie proces·w zachodzŃcych w metodzie SIMS zostağo zaprezentowane 

na rysunku 4.4. PodstawŃ metody jest zjawisko rozpylania jonowego, czyli emisja czŃstek z powierzchni 

pr·bki pod wpğywem bombardowania wiŃzkŃ jon·w pierwotnych o wysokiej energii. WiŃzkň pierwotnŃ 

najczňŜciej stanowiŃ jony o ğadunku dodatnim, ze wzglňdu na stosunkowo ğatwe przyspieszenie wiŃzki do 

odpowiedniej energii. Jony te (np. O , O , Ar , Xe , Ga , Cs+) sŃ przyspieszane i kierowane na powierzchniň 

pr·bki, powodujŃc szereg zjawisk fizycznych. Zderzenia jon·w pierwotnych z atomami powierzchni 

inicjujŃ proces transferu pňdu, kt·ry nastňpnie zapoczŃtkowuje kaskadň kolizji wewnŃtrz materiağu, 

obejmujŃcŃ zar·wno bezpoŜrednie zderzenia jon-atom, jak i wt·rne zderzenia atom-atom. Te ostatnie 
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odgrywajŃ istotnŃ rolň w przekazywaniu energii w gğŃb i ku powierzchni pr·bki, prowadzŃc do emisji 

czŃstek. W wyniku propagacji energii w kierunku powierzchni dochodzi do rozpylenia atom·w, czŃsteczek 

(molekuğ), klastr·w, a takŨe jon·w wt·rnych z powierzchni pr·bki, kt·re mogŃ byĺ dodatnio lub ujemnie 

nağadowane, a nastňpnie zanalizowane w spektrometrze masowym. WiňkszoŜĺ emitowanych czŃstek 

pozostaje jednak obojňtna elektrycznie i nie bierze udziağu w dalszej analizie. 

Proces rozpylania w technice SIMS ma charakter destrukcyjny, poniewaŨ wiŃŨe siň z sukcesywnym 

usuwaniem materiağu z powierzchni analizowanej pr·bki. Dziňki temu moŨliwa jest r·wnieŨ analiza 

gğňbokoŜciowa, polegajŃca na monitorowaniu skğadu chemicznego emitowanych jon·w wt·rnych w funkcji 

czasu trwania bombardowania jonami pierwotnymi, co umoŨliwia uzyskanie profili gğňbokoŜciowych. 

Informacje chemiczne uzyskane w ten spos·b mogŃ mieĺ charakter punktowy, liniowy, obrazowy 2D,  

a nawet tr·jwymiarowy (3D), co czyni metodň SIMS szczeg·lnie atrakcyjnŃ w badaniach zğoŨonych 

ukğad·w materiağowych. 

 

Rysunek 4.4 Schematyczna prezentacja mechanizmu desorpcji jonowej w technice SIMS, w kt·rej bombardowanie 

powierzchni jonami pierwotnymi prowadzi do rozpylania materiağu oraz emisji jon·w wt·rnych analizowanych pod 

kŃtem masy i ğadunku. 

Emisjň czŃstek nağadowanych z materiağu badanego moŨna opisaĺ za pomocŃ modelu kaskady 

liniowej (ang. linear cascade model), kt·ry jest najlepiej poznanym sposobem emisji jon·w wt·rnych. 

Zakğada on, Ũe zjawisko rozpylania jest wynikiem wielokrotnych zderzeŒ miňdzy jonami pierwotnymi  

i atomami powierzchni. Jest to model kinetyczny, czňsto por·wnywany do zderzeŒ kul bilardowych. Proces 

ten zachodzi bardzo szybko. Czas trwania jednej kaskady kolizji jest znacznie kr·tszy niŨ czas pomiňdzy 

kolejnymi uderzeniami jon·w pierwotnych, co pozwala traktowaĺ je jako niezaleŨne zdarzenia. Model 

kaskady liniowej najbardziej efektywnie opisuje emisjň wywoğanŃ bombardowaniem przez jony pierwotne 

o duŨej masie lub pojedyncze jony molekularne np: O , O , Ar , Xe , Ga  oraz Cs o energiach w przedziale 

od 0,1 keV do 50 keV. Jest to najczňŜciej wykorzystywany przedziağ energii, poniewaŨ wydajnoŜĺ 

rozpylania jest najwyŨsza w przedziale miňdzy 10 keV a 100 keV w zaleŨnoŜci od zastosowanych jon·w. 
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Oddziağywanie jon·w z powierzchniŃ pr·bki wywoğuje kaskadň kolizji - sekwencjň zderzeŒ jon-atom  

i atom-atom, w wyniku kt·rej dochodzi do emisji wt·rnych czŃstek z powierzchni [66]. W przypadku 

energii jon·w przekraczajŃcej 100 keV, efektywnoŜĺ sputteringu ulega obniŨeniu, poniewaŨ przekazywana 

energia przenoszona jest zbyt gğňboko pod powierzchniň pr·bki, co uniemoŨliwia emisjň jon·w wt·rnych  

z warstwy powierzchniowej. Mechanizmy sputteringu oraz ich modele teoretyczne wciŃŨ pozostajŃ 

przedmiotem intensywnych badaŒ, kt·re doprowadziğy m.in. do rozwoju modelu kaskady liniowej, 

wykluczajŃcego uproszczone podejŜcie oparte wyğŃcznie na procesach kinetycznych. 

Uzupeğnieniem klasycznego modelu kaskady liniowej jest tzw. sputtering potencjağowy (ang. 

potential sputtering), kt·ry zakğada, Ũe do emisji czŃstek z powierzchni moŨe dochodziĺ r·wnieŨ bez 

bezpoŜrednich zderzeŒ jon·w pierwotnych z atomami znajdujŃcymi siň na powierzchni pr·bki. W praktyce 

jednak transfer pňdu i ğadunku czňsto wystňpuje jednoczeŜnie, a ich wzajemne oddziağywanie jest silnie 

zaleŨne od rodzaju jon·w pierwotnych oraz przenoszonego przez nie ğadunku elektrycznego. W modelu 

potencjağowym kluczowe znaczenie ma obecnoŜĺ jonu pierwotnego w polu potencjağu atom·w 

powierzchniowych, co umoŨliwia transfer elektron·w pomiňdzy nimi. W wyniku tego procesu jony 

pierwotne ulegajŃ neutralizacji, a powstağe wzbudzenie atom·w powierzchniowych sprzyja emisji 

nağadowanych atom·w lub czŃsteczek z bombardowanej powierzchni pr·bki. Procesowi temu czňsto 

towarzyszy emisja elektron·w Augera. Model potencjağowy pozwala wyjaŜniĺ obserwowanŃ emisjň czŃstek 

przy bardzo niskich energiach jon·w pierwotnych (rzňdu 15 - 40 eV), przy kt·rych energia kinetyczna jest 

niewystarczajŃca do wywoğania emisji wyğŃcznie poprzez mechanizm przekazania pňdu [66]. 

Warto podkreŜliĺ, Ũe sam proces sputteringu ma charakter zğoŨony, a jego efektywnoŜĺ oraz 

dominujŃcy mechanizm sŃ silnie uzaleŨnione zar·wno od parametr·w wiŃzki jon·w pierwotnych (takich 

jak jej energia i rodzaj), jak i od wğaŜciwoŜci fizykochemicznych bombardowanego materiağu. 

4.3.3. WydajnoŜĺ rozpylania jonowego 

Jednym z podstawowych parametr·w opisujŃcych efektywnoŜĺ emisji w SIMS jest wydajnoŜĺ 

rozpylania (ang. sputtering yield, Y), definiowana jako liczba atom·w (molekuğ lub jon·w), kt·re opuŜciğy 

powierzchniň materiağu na kaŨdy jon pierwotny i moŨe ona zostaĺ opisana prostŃ formuğŃ: 

ὣ  
ὔί

ὔὴ
ȟ τ 

gdzie: ὔί odpowiada Ŝredniej liczbie rozpylonych atom·w, natomiast ὔὴ odpowiada licznbie jon·w 

pierwotnych. WydajnoŜĺ moŨe silnie zaleŨeĺ r·wnieŨ od energii jon·w pierwotnych, ich kŃta padania, 

stosunku masy jon·w pierwotnych do masy atom·w powierzchniowych oraz energii wiŃzaŒ atomowych  

w materiale. Badania eksperymentalne wykazağy, Ũe najwiňksza wydajnoŜĺ rozpylania ma miejsce zwykle 

dla kŃt·w padania z zakresu 45Á - 60Á, poniewaŨ geometrycznie zapewniajŃ one najwiňkszŃ powierzchniň 

bombardowania. W literaturze, ostateczna wydajnoŜĺ rozpylania jest czňsto definiowana jako tzw. 
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uŨyteczna wydajnoŜĺ rozpylania, uwzglňdniajŃca jedynie te jony wt·rne, kt·re mogŃ zostaĺ skutecznie 

zarejestrowane przez system detekcyjny w aparaturze SIMS. Teoretyczne podstawy opisu wydajnoŜci 

rozpylania zostağy szczeg·ğowo opracowane przez Petera Sigmunda [67], kt·rego prace stanowiŃ 

fundament wsp·ğczesnego modelowania zjawiska i sŃ rozwijane do dziŜ. 

4.3.4. Budowa i dziağanie ukğadu SIMS 

Typowy system SIMS pracuje w warunkach co najmniej wysokiej pr·Ũni (rzňdu 10  mbar lub 

niŨszej), co pozwala na istotne zmniejszenie prawdopodobieŒstwa kolizji jon·w (zar·wno pierwotnych, jak 

i wt·rnych) z czŃsteczkami gaz·w resztkowych obecnych w komorze analitycznej. Utrzymanie wysokiej 

pr·Ũni nie tylko zwiňksza ŜredniŃ drogň swobodnŃ jon·w, poprawiajŃc precyzjň i czuğoŜĺ analizy, ale 

r·wnieŨ ogranicza ryzyko wt·rnego zanieczyszczenia powierzchni pr·bki podczas pomiaru. Opr·cz 

systemu pr·Ũniowego instrumentacja SIMS skğada siň z kilku kluczowych komponent·w: Ŧr·dğa jon·w 

pierwotnych (dziağo jonowe), kolumny jonowej i systemu ogniskujŃcego, ekstraktora, analizatora 

masowego oraz detektora jon·w wt·rnych. Dziağo jonowe to element odpowiedzialny za generowanie  

i wstňpne ogniskowanie wiŃzki jon·w pierwotnych. W zaleŨnoŜci od zastosowania mogŃ byĺ stosowane 

r·Ũne techniki jonizacji w Ŧr·dle jonowym, np. przez zderzenia elektron·w z gazem (ang. electron impact, 

EI) lub za pomocŃ duoplasmatronu, w kt·rym jonizacja gazu (np. Ar, O ) zachodzi dziňki plazmie 

wytworzonej w procesie termoemisji elektron·w lub molekuğ emitowanych z rozgrzanego filamentu 

(katody). Po uformowaniu, wiŃzka jonowa jest przyspieszana oraz kolimowana za pomocŃ ukğad·w 

elektrostatycznych i magnetycznych soczewek kwadrupolowych. Kolumna jonowa zakoŒczona jest 

zazwyczaj kapilarŃ wykonanŃ ze szkğa borokrzemianowego, co umoŨliwia uzyskanie wiŃzki o Ŝrednicy 

rzňdu kilku mikrometr·w. WiŃzka jonowa trafia nastňpnie do komory pr·Ũniowej pod kŃtem okoğo 45Á  

w odlegğoŜci kilkudziesiňciu milimetr·w od pr·bki, co pozwala na uzyskanie wysokiej czuğoŜci 

powierzchniowej przy jednoczesnym ograniczeniu gğňbokoŜci penetracji jon·w. Jony wt·rne wybite  

z powierzchni pr·bki sŃ ekstrahowane z komory pomiarowej poprzez przyğoŨenie wysokiego napiňcia 

(okoğo 6 kV), a nastňpnie kierowane do analizatora masowego. W nowoczesnych systemach pomiarowych 

najczňŜciej stosowany jest analizator czasu przelotu (ang. Time of Flight, TOF), kt·ry umoŨliwia separacjň 

jon·w na podstawie stosunku masy do ğadunku (m/z) oraz zapewnia wysokŃ rozdzielczoŜĺ masowŃ. 

Rozpylone jony trafiajŃ ostatecznie na detektor, kt·ry wzmacnia sygnağ poprzez emisjň wt·rnŃ elektron·w 

proporcjonalnŃ do m/z danego jonu, dziağajŃc na zasadzie podobnej do powielacza elektronowego. 

UmoŨliwia on zar·wno pomiar masy jon·w, jak i tworzenie obraz·w rozkğadu chemicznego powierzchni. 

Czňsto stosowanym detektorem jest pğytka mikrokanalikowa MCP (ang. Microchannel Plate). Stanowi ona 

kluczowy element systemu detekcji, w kt·rym pojedynczy jon wt·rny inicjuje kaskadowŃ emisjň 

elektron·w wt·rnych w mikrokanalikach o Ŝrednicy kilku mikrometr·w. To zjawisko prowadzi do 
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wielokrotnego wzmocnienia sygnağu elektrycznego, co pozwala na detekcjň nawet pojedynczych jon·w  

z wysokŃ czuğoŜciŃ.  

W ramach niniejszej pracy badawczej pomiary przeprowadzono z wykorzystaniem systemu SIMS 

znajdujŃcego siň w Ruder Boġkoviĺ Institute, wyposaŨonego w akceleratory Van de Graaffa (do 6 MV) oraz 

Tandetron (do 1,5 MV) [68ï70]. Taka konfiguracja umoŨliwia pracň w trybie MeV-SIMS, kt·ry rozszerza 

moŨliwoŜci techniki o analizň gğňbszych warstw materiağu, przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej 

czuğoŜci detekcji informacji chemicznej w objňtoŜci pr·bki. W typowej konfiguracji systemu SIMS pr·bka 

umieszczana jest na manipulatorze umoŨliwiajŃcym jej pozycjonowanie w pğaszczyŦnie powierzchni oraz 

regulacjň kŃta nachylenia w zakresie Ñ1Á. W systemie zastosowanym w RBI wykorzystano zaawansowany 

piezo-manipulator 4D, kt·ry umoŨliwia skaningowe przemieszczanie pr·bki z wysokŃ precyzjŃ, co 

przekğada siň na zwiňkszenie efektywnoŜci generowania jon·w wt·rnych i poprawň jakoŜci uzyskiwanych 

danych analitycznych.  

NaleŨy r·wnieŨ wspomnieĺ o jednym z gğ·wnych ograniczeŒ metody, jakim jest trudnoŜĺ  

w ogniskowaniu jon·w ciňŨkich o wysokiej energii przy uŨyciu standardowych soczewek magnetycznych. 

W celu poprawy skupienia zastosowano w ukğadzie dodatkowy system ogniskujŃcy w postaci zwňŨajŃcej 

siň kapilary szklanej (tzw. soczewki kapilarnej), kt·ry zwiňksza strumieŒ wyjŜciowy jon·w w wyniku 

rozpraszania Rutherforda. Ze wzglňdu na istotne obniŨenie natňŨenia wiŃzki jonowej spowodowane 

przejŜciem przez kapilarň, w ukğadzie pomiarowym zastosowano detektor czŃstek umieszczony w geometrii 

transmisyjnej, peğniŃcy funkcjň wyzwalania sygnağu START w pomiarze czasu przelotu TOF. Detektor ten 

jest jednak podatny na uszkodzenia wskutek intensywnego oddziağywania promieniowania jonizujŃcego, 

co znaczŃco ogranicza jego ŨywotnoŜĺ i w praktyce wymusza jego regularnŃ wymianň. W ukğadzie 

zastosowanym w niniejszej pracy funkcjň detektora wyzwalajŃcego sygnağ START peğniğa dioda PiN, 

rejestrujŃca moment przejŜcia czŃstek w pobliŨu pr·bki i generujŃca impuls elektryczny inicjujŃcy pomiar. 

Czas przelotu jon·w okreŜlano jako r·Ũnicň miňdzy sygnağem START z diody PiN a sygnağem STOP 

pochodzŃcym z detektora MCP, bňdŃcego czňŜciŃ analizatora TOF. Wyznaczenie wartoŜci wspomnianej 

r·Ũnicy czasowej jest kluczowe w celu wyznaczenia masy jon·w, co czyni diodň PiN elementem 

niezbňdnym dla skutecznej synchronizacji ukğadu oraz przeprowadzenia wiarygodnej analizy przy uŨyciu 

spektrometrii czasu przelotu. 

W systemie zastosowanym w ramach niniejszej pracy badawczej, zastosowano analizator  

TOF-SIMS wyposaŨony w reflektron, czyli ukğad elektrostatycznych zwierciadeğ umoŨliwiajŃcy odbicie 

jon·w i skierowanie ich ponownie w stronň detektora. Reflektron kompensuje niewielkie r·Ũnice w energii 

kinetycznej jon·w o tej samej wartoŜci m/z, co pozwala na ich czasowe uporzŃdkowanie i znaczŃco 

zwiňksza rozdzielczoŜĺ czasowŃ oraz masowŃ pomiaru. Dziňki temu system umoŨliwia precyzyjnŃ 

identyfikacjň jon·w, szczeg·ğowŃ analizň chemicznŃ oraz obrazowanie molekularne badanych pr·bek. 

Zastosowanie reflektronu w poğŃczeniu z detektorem MCP pozwala na jednoczesnŃ rejestracjň peğnego 

spektrum jon·w wt·rnych oraz generowanie obraz·w chemicznych analizowanej powierzchni z wysokŃ 
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rozdzielczoŜciŃ przestrzennŃ i masowŃ. Detektor MCP zapewnia przy tym wysokŃ czuğoŜĺ i szybkoŜĺ 

detekcji, co przekğada siň na wysokŃ wydajnoŜĺ analitycznŃ cağego ukğadu. Szczeg·ğowy opis konstrukcji 

oraz zasady dziağania systemu TOF-SIMS wykorzystywanego w instytucie RBI zostağ przedstawiony  

w publikacjach [68, 69]. Na rysunku 4.5 przedstawiono przykğadowe widmo SIMS jednej z analizowanych 

pr·bek miňŜniowych. W zakresie m/z poniŨej 100 dominujŃ sygnağy pochodzŃce od mağoczŃsteczkowych 

zwiŃzk·w, takich jak fragmenty aminokwas·w i jony nieorganiczne. Z kolei w wyŨszych wartoŜciach m/z 

(powyŨej 150) zauwaŨalne sŃ piki odpowiadajŃce fragmentom lipidowym, typowym dla struktury 

kom·rkowej miňŜni. 

 

Rysunek 4.5. Przykğadowe widmo SIMS uzyskane dla pr·bki miňŜniowej. Analizň przeprowadzono w trybie 

pozytywnym przy uŨyciu jon·w pierwotnych tlenu O . 

4.3.5. Tryby pracy SIMS  

Technika SIMS moŨe byĺ stosowana w dw·ch podstawowych trybach, kt·re r·ŨniŃ siň gňstoŜciŃ 

wiŃzki jon·w pierwotnych, co definiuje gğňbokoŜĺ analizy powierzchni badanego materiağu. Wyr·Ũnia siň 

tryb statyczny oraz dynamiczny. Statyczny SIMS (ang. static SIMS) charakteryzuje siň niskŃ gňstoŜciŃ 

jon·w pierwotnych (poniŨej 10ĭį jon·w/cmĮ), dziňki czemu analizie podlega tylko wierzchnia warstwa 

pr·bki. Pozwala to na minimalizacjň uszkodzeŒ pr·bki, zapewniajŃc jednoczeŜnie wysokŃ czuğoŜĺ 

powierzchniowŃ i eliminujŃc sygnağ z obszar·w juŨ poddanych bombardowaniu jonami. Natomiast 

dynamiczny SIMS (ang. dynamic SIMS) stosowany jest przede wszystkim w warunkach wysokiej gňstoŜci 

wiŃzki jon·w pierwotnych (powyŨej10ĭį jon·w/cmĮ) i pozwala na uzyskanie profili gğňbokoŜciowych oraz 

szczeg·ğowŃ analizň zmian skğadu chemicznego w funkcji gğňbokoŜci. Ze wzglňdu na zwiňkszone 

prawdopodobieŒstwo implantacji jon·w pierwotnych, tryb ten wymaga uwzglňdnienia efekt·w matrycy 
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(ang. matrix effect), kt·re wpğywajŃ na zmniejszenie wydajnoŜci emisji jon·w wt·rnych, przez zmianň 

otoczenia elektronowego powierzchni. 

Technika SIMS w poğŃczeniu z moŨliwoŜciŃ skanowania pr·bki umoŨliwia r·wnieŨ obrazowanie 

molekularne. JednakŨe w typowych systemach SIMS, gdzie energia wiŃzki jon·w pierwotnych wynosi od 

kilku do kilkudziesiňciu keV (tzw. keV-SIMS), wydajnoŜĺ jon·w wt·rnych jest zazwyczaj niewystarczajŃca 

do wygenerowania obrazu pr·bki przed jej zniszczeniem wskutek bombardowania. W odpowiedzi na tň 

ograniczonŃ efektywnoŜĺ, kilka laboratori·w na Ŝwiecie [71, 72], w tym RuĽer Boġkoviĺ Institute [68], 

wykorzystuje wiŃzkň ciňŨkich jon·w o energii kilku MeV (MeV-SIMS). Metoda ta jest szczeg·lnie 

uŨyteczna do obrazowania pr·bek biologicznych oraz materiağ·w organicznych ze wzglňdu na mniejszŃ 

fragmentacjň molekuğ i moŨliwoŜĺ analizy gğňbszych warstw materiağu. 

Wykorzystanie wiŃzki MeV-SIMS, dostňpnej w RBI, zostağo r·wnieŨ udokumentowane  

w literaturze [69, 73, 74]. Podstawowa r·Ũnica miňdzy konwencjonalnym keV-SIMS i MeV-SIMS dotyczy 

generacji wiŃzki jon·w pierwotnych. OsiŃgniňcie energii rzňdu MeV wymaga zastosowania akcelerator·w 

o potencjale kilku megawolt·w. W MeV-SIMS rozpylanie jest wywoğywane gğ·wnie przez hamowanie 

elektronowe jon·w pierwotnych przechodzŃcych przez pr·bkň, a nie poprzez bezpoŜrednie zderzenia  

i przekazanie pňdu, jak ma to miejsce w keV-SIMS. Taki mechanizm prowadzi do bardziej selektywnego 

zrywania wiŃzaŒ atomowych na skutek oddziağywaŒ elektronowych, co istotnie ogranicza fragmentacjň 

molekuğ i umoŨliwia dokğadniejszŃ analizň ich skğadu. Jest to aspekt szczeg·lnie istotny w kontekŜcie badaŒ 

materiağ·w biologicznych [75]. 

W badaniach przeprowadzonych na potrzeby niniejszego doktoratu wykorzystano wiŃzkň jon·w 

pierwotnych O  o energii 9 MeV, pochodzŃcŃ z akceleratora Van de Graaffa. Pomiary wykonano w trybie 

ciŃgğym oraz za pomocŃ ukğadu TOF-MeV-SIMS, kt·rego szczeg·ğowy opis konstrukcji i dziağania zawarto 

w publikacji [68]. Ukğad SIMS zastosowany w niniejszych badaniach obejmuje standardowe elementy 

aparatury tego typu, takie jak: Ŧr·dğo jon·w pierwotnych, system skanowania, komora analityczna oraz 

analizator masowy; ich rozmieszczenie przedstawiono schematycznie na rysunku 4.6. 
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Rysunek 4.6 Schematyczna budowa ukğadu SIMS wykorzystanego w badaniach. Gğ·wne komponenty obejmujŃ 

Ŧr·dğo jon·w pierwotnych, system skanowania pr·bki, komorň analitycznŃ oraz analizator masowy z detektorem. 

4.4. Spektrometria masowa z desorpcjŃ i jonizacjŃ laserowŃ  

z wykorzystaniem matrycy 

4.4.1. Wprowadzenie do spektrometrii masowej z jonizacjŃ miňkkŃ 

Spektrometria masowa MS (ang. Mass Spectrometry) jest zaawansowanŃ technikŃ analitycznŃ, 

umoŨliwiajŃcŃ identyfikacjň i charakterystykň czŃsteczek chemicznych poprzez ich jonizacjň i analizň 

stosunku masy do ğadunku. ChociaŨ fundamenty tej techniki siňgajŃ poczŃtku XX wieku, dopiero rozw·j 

metod tzw. Ămiňkkiej jonizacjiò umoŨliwiğ jej szerokie zastosowanie w badaniach biomolekularnych. 

Do najbardziej przeğomowych technik naleŨŃ ESI (ang. Electrospray Ionization) oraz MALDI  [76]. 

W odr·Ũnieniu od metod twardej jonizacji np. EI (ang. Electron Ionization), techniki miňkkie pozwalajŃ na 

jonizacjň czŃsteczek bez ich znacznej fragmentacji, co jest kluczowe w analizie zwiŃzk·w biologicznych  

o duŨej masie czŃsteczkowej, takich jak lipidy, biağka czy peptydy [77]. 

4.4.2. Historia rozwoju techniki MALDI  

Spektrometria masowa ulegğa znacznemu rozwojowi na przestrzeni ostatnich piňciu dekad, 

umoŨliwiajŃc identyfikacjň i szczeg·ğowŃ analizň zwiŃzk·w biologicznych. ZnaczŃcy postňp osiŃgniňto  

zwğaszcza w analizie protein i lipid·w, zwiŃzk·w o duŨej masie czŃsteczkowej, kt·re odgrywajŃ istotnŃ rolň  

w identyfikacji zmian degeneracyjnych w tkankach miňŜniowych.  

JednŃ z pierwszych metod stosowanych do masowej analizy pr·bek organicznych byğ SIMS,  

o kt·rym szerzej pisano w rozdziale 4.3. W ramach tej techniki pr·bki czňsto przygotowywano przez 

rozpuszczenie w glicerolu. [78]. W trakcie rozwoju metod desorpcji i jonizacji z wykorzystaniem impulsu 

laserowego pojawiğa siň koncepcja zastosowania matrycy, jako substancji uğatwiajŃcej przeniesienie energii 
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i zwiňkszajŃcej efektywnoŜĺ jonizacji [79]. JuŨ na przeğomie lat 60. i 70. XX wieku prowadzono intensywne 

badania nad metodami jonizacji pr·bek biologicznych przy uŨyciu lasera, czňsto w poğŃczeniu  

z analizatorem czasu przelotu [79ï81]. Przeğomowym momentem byğo jednak wynalezienie techniki analizy 

masowej z wykorzystaniem mikro-pr·bkowania sondŃ laserowŃ (ang. Laser Microprobe Mass Analysis, 

LAMMA ) przez Hillenkampa i Kaufmana [82], kt·ra umoŨliwiğa pierwsze wykrycie sygnağ·w 

pochodzŃcych od organicznych polimer·w w analizowanych pr·bkach. PoczŃtkowo sygnağy te traktowano 

jako artefakty pomiaru, jednak zainicjowağy one systematyczne badania pr·bek organicznych, kt·re  

w latach 80 XX wieku doprowadziğy do powstania metody spektrometrii mas z wykorzystaniem desorpcji 

i jonizacji laserowej wspomaganej matrycŃ MALDI -MS. Akronim MALDI po raz pierwszy pojawiğ siň  

w literaturze naukowej w 1985 roku, w pracy dotyczŃcej wpğywu dğugoŜci fali promieniowania UV (ang. 

ultraviolet) na efektywnoŜĺ proces·w desorpcji i jonizacji w spektrometrii masowej z uŨyciem lasera  

o wysokiej gňstoŜci mocy [83]. Natomiast trzy lata p·Ŧniej, opublikowano pierwsze widma masowe biağek 

o masach przekraczajŃcych 10 kDa [84], co zapoczŃtkowağo dynamiczny rozw·j tej techniki. Od momentu 

swojego wprowadzenia, technika MALDI ugruntowağa swojŃ pozycjň jako jedna z kluczowych metod 

analizy molekularnej pr·bek biologicznych, ceniona za wysokŃ czuğoŜĺ w detekcji czŃsteczek o duŨej 

masie, takich jak proteiny i lipidy. Znajduje r·wnieŨ zastosowanie w badaniach nad tkankami ludzkimi, co 

dodatkowo podkreŜla jej szerokie moŨliwoŜci aplikacyjne [85]. 

Nowoczesne systemy MALDI umoŨliwiajŃ nie tylko identyfikacjň czŃsteczek, lecz takŨe 

obrazowanie ich przestrzennego rozkğadu w pr·bce za pomocŃ techniki IMS (ang. Imaging Mass 

Spectrometry). Uzyskane w ten spos·b dane stanowiŃ istotne Ŧr·dğo informacji, kt·re mogŃ przyczyniĺ siň 

do pogğňbienia wiedzy na temat mechanizm·w chor·b miňŜni [78]. 

4.4.3. Rola matryc w procesie jonizacji 

W spektrometrii masowej MALDI kluczowym elementem jest matryca. Jest to zwiŃzek, kt·rego 

zadaniem jest pochğanianie energii impulsu laserowego i poŜredniczenie w desorpcji oraz jonizacji analitu. 

ChociaŨ istniejŃ alternatywne podejŜcia z uŨyciem matryc nieorganicznych takie jak grafen [86], czy tlenki 

metali [87], najczňŜciej stosowane sŃ niskoczŃsteczkowe zwiŃzki organiczne, kt·re dopasowuje siň 

indywidualnie do rodzaju analitu oraz parametr·w lasera. NajczňŜciej wykorzystywanymi laserami  

w systemach MALDI sŃ lasery azotowe o dğugoŜci fali 337 nm oraz lasery Nd:YAG emitujŃce Ŝwiatğo  

o dğugoŜci fali 355 nm lub 266 nm. 

Matryce o zbyt duŨej masie czŃsteczkowej mogŃ wykazywaĺ ograniczonŃ zdolnoŜĺ do efektywnego 

przekazywania energii czŃsteczkom analitu, co negatywnie wpğywa na wydajnoŜĺ jonizacji. Z tego wzglňdu 

istotne jest, aby masa matrycy byğa odpowiednio dobrana. Musi byĺ ona na tyle niska, by umoŨliwiĺ 

skutecznŃ jonizacjň analizowanych zwiŃzk·w, a jednoczeŜnie nie generowaĺ nadmiernych sygnağ·w 

wğasnych, kt·re mogğyby zakğ·caĺ interpretacjň widma. 
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Matrycň nakğada siň na powierzchniň analitu r·Ũnymi metodami, na przykğad przez odparowanie, 

sublimacjň lub nanoszenie z rozpuszczalnikiem. Po nağoŨeniu matryca krystalizuje, tworzŃc na powierzchni 

analitu jednorodnŃ warstwň z krystalitami o wielkoŜci od kilku do kilkuset mikrometr·w. Masa 

skrystalizowanej matrycy jest zwykle wielokrotnie wiňksza niŨ masa analitu, a jej podstawowŃ rolŃ jest 

efektywna absorpcja Ŝwiatğa laserowego. Dziňki temu delikatne struktury, takie jak proteiny czy lipidy, nie 

ulegajŃ ğatwym uszkodzeniom termicznym, lecz zostajŃ poddane procesom desorpcji i jonizacji, desorbujŃc 

razem z czŃsteczkami matrycy. WydajnoŜĺ cağego procesu zaleŨy w duŨej mierze od jakoŜci oraz 

jednorodnoŜci skrystalizowanej warstwy matrycy [6]. Dob·r odpowiedniej matrycy ma kluczowe znaczenie 

w analizie tkanek miňŜniowych, kt·rych struktury wykazujŃ wysokŃ wraŨliwoŜĺ na termicznŃ depozycjň 

energii pochodzŃcŃ z impuls·w laserowych. 

W procesie pomiarowym przy wykorzystaniu metody MALDI, podczas ekspozycji pr·bki na 

impuls laserowy, energia pochğaniana jest gğ·wnie przez matrycň, kt·ra nastňpnie ulega odparowaniu, 

wynoszŃc czŃsteczki analitu do fazy gazowej. W powstağej chmurze dochodzi do wymiany jon·w 

(najczňŜciej proton·w H  lub kation·w sodu Na ) miňdzy matrycŃ a analitem, co prowadzi do powstania 

tzw. jon·w quasi-molekularnych, takich jak [M+H], czy [M+Na] , kt·rych masa odpowiada sumie masy 

czŃsteczki analitu i przyğŃczonego jonu. Zjawisko to dominuje w trybie dodatnim jonizacji, co wynika  

z obecnoŜci ğatwo protonujŃcych siň grup funkcyjnych (np. aminowych), powszechnych w strukturach 

bioczŃsteczek. MoŨliwe jest takŨe formowanie anion·w w trybie ujemnym, np. w wyniku deprotonacji 

(utraty H ), jednak tryb ten stosowany jest rzadziej ze wzglňdu na mniejszŃ czňstoŜĺ wystňpowania grup 

ulegajŃcych deprotonacji, takich jak grupy karboksylowe. 

Mimo ponad trzydziestu lat intensywnych badaŒ, mechanizm jonizacji w MALDI nadal nie jest do 

koŒca poznany. Obecnie przyjmuje siň, Ũe jonizacja zachodzi gğ·wnie w chmurze czŃsteczek powstağej  

w wyniku ablacji laserowej, w kt·rej dochodzi do dynamicznej wymiany jon·w miňdzy matrycŃ  

a czŃsteczkami analitu. Ze wzglňdu na wciŃŨ niepeğne poznanie mechanizmu jonizacji w MALDI, 

przyjmuje siň powszechnie, Ũe w procesie dominujŃ jony o pojedynczym ğadunku, co uğatwia interpretacjň 

widm i umoŨliwia bezpoŜrednie przypisanie wartoŜci m/z do masy monoizotopowej analizowanego 

zwiŃzku. 

Badania eksperymentalne przeprowadzone na potrzeby niniejszej rozprawy metodŃ MALDI zostağy 

zrealizowane przy wsp·ğpracy z Zespoğem Biochemii i Neurobiologii znajdujŃcym siň na Wydziale 

InŨynierii Materiağowej i Ceramiki Akademii G·rniczo-Hutniczej w Krakowie. Wspomniany zesp·ğ 

badawczy w artykule [88] podkreŜliğ kluczowe znaczenie doboru odpowiedniej matrycy w kontekŜcie 

jakoŜci uzyskiwanych widm oraz map jonowych. W pracy tej szczeg·ğowo oceniono wpğyw rodzaju 

matrycy, liczby warstw oraz parametr·w nanoszenia (z wykorzystaniem systemu SunCollect) na 

efektywnoŜĺ analizy lipid·w. Wykazano, Ũe wyb·r matrycy (np. DHB, NEDC, 1,5-diaminonaftalen) oraz 

warunki jej aplikacji istotnie wpğywajŃ na intensywnoŜĺ sygnağu i jakoŜĺ obraz·w jonowych, co wymaga 
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szczeg·lnej ostroŨnoŜci podczas por·wnywania wynik·w uzyskanych w r·Ũnych warunkach 

eksperymentalnych. 

4.4.4. Zarys teoretyczny metody MALDI 

Proces pomiarowy w spektrometrii mas MALDI moŨna og·lnie podzieliĺ na trzy etapy: ablacjň 

(desorpcjň), jonizacjň oraz detekcjň. CağoŜĺ odbywa siň w komorze pr·Ũniowej, zazwyczaj w warunkach 

wysokiej pr·Ũni (ang. high vacuum). Kluczowym etapem inicjujŃcym proces MALDI jest absorpcja 

promieniowania laserowego przez matrycň, kt·ra skutkuje gwağtownym nagrzaniem i prowadzi do desorpcji 

oraz ablacji materiağu z powierzchni pr·bki, w tym takŨe czŃsteczek analitu. Transfer energii w gğŃb matrycy 

podczas tego zjawiska opisuje prawo Beera: 

 Ὄ Ὄ ϽὩ  ȟ υ 
  

gdzie: Ὄ reprezentujň fluencjň (gňstoŜĺ energii lasera) na gğňbokoŜci ᾀ, Ὄ  jest to fluencja na powierzchni 

pr·bki, natomiast ‌ to wsp·ğczynnik absorpcji materiağu [78]. 

OdwrotnoŜĺ wsp·ğczynnika ‌ stanowi tzw. gğňbokoŜĺ penetracji ‏, kt·ra przedstawia odlegğoŜĺ od 

powierzchni pr·bki po przebyciu kt·rej fluencja Ŝwiatğa laserowego spadğa do 30% wartoŜci poczŃtkowej. 

PoniewaŨ wsp·ğczynnik materiağu jest ŜciŜle zaleŨny od dğugoŜci fali promieniowania 

elektromagnetycznego, gğňbokoŜĺ penetracji r·wnieŨ pozostaje ŜciŜle z niŃ powiŃzana. W praktyce oznacza 

to, Ũe zastosowanie r·Ũnych matryc w poğŃczeniu z wykorzystaniem lasera o konkretnej dğugoŜci fali (np. 

337 nm dla lasera azotowego UV) skutkuje r·Ũnymi wartoŜciami gğňbokoŜci penetracji (siňgajŃcymi od 

kilkudziesiňciu do kilkuset nanometr·w) w zaleŨnoŜci od wğaŜciwoŜci absorpcyjnych matrycy. 

Alternatywnym podejŜciem jest wykorzystanie promieniowania laserowego o innej dğugoŜci fali, 

na przykğad w zakresie podczerwieni (ang. infrared, IR) okoğo 3 Õm, kt·re pozwala na penetracjň  

i przekazanie energii pojedynczego impulsu laserowego nawet na gğňbokoŜci siňgajŃcej 1 Õm. Lasery 

stosowane w technice MALDI zazwyczaj generujŃ impulsy, co umoŨliwia punktowŃ absorpcjň energii,  

a w konsekwencji ablacjň materiağu przez wielokrotne naŜwietlanie tego samego miejsca, nawet przy 

stosunkowo niewielkiej gğňbokoŜci penetracji. Nawet przy niskich gğňbokoŜciach penetracji. Energia Ὁὥ 

zaabsorbowana przez jednostkň objňtoŜci ὠ w technice MALDI jest w zasadzie podstawowym parametrem 

definiujŃcym proces ablacji/desorpcji. BazujŃc na r·wnaniu numer 5 moŨna przedstawiĺ zaleŨnoŜĺ: 

Ὁὥ

ὠ
‌ὌȢ φ 

W zwiŃzku z tym, jeŜli matryca zastosowana w pr·bce charakteryzuje siň stosunkowo wysokim 

wsp·ğczynnikiem absorpcji ‌, konieczne jest uŨycie niŨszych wartoŜci fluencji powierzchniowej Ὄ . Z tego 

wzglňdu niezbňdne jest indywidualne dostosowanie parametr·w wiŃzki laserowej oraz rodzaju i sposobu 
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przygotowania matrycy do specyfiki danego ukğadu pomiarowego oraz typu analizowanej pr·bki  

w metodzie MALDI.  

W literaturze spotyka siň dwa terminy opisujŃce rozpylenie pr·bki: ablacja oraz desorpcja.  

W istocie sŃ to r·Ũne procesy. Desorpcja dotyczy rozpylenia pojedynczych czŃstek lub molekuğ, natomiast 

ablacja oznacza usuniňcie kilku monowarstw atomowych materiağu. Dlatego teŨ, ablacja jest bardziej 

precyzyjnym okreŜleniem, jednak z uwagi na to, Ũe podczas depozycji energii foton·w w ciele stağym 

zachodzi szereg zjawisk prowadzŃcych do rozpylenia materiağu, oba terminy bywajŃ uŨywane zamiennie 

[78]. 

JeŜli energia zdeponowana przez impuls Ŝwietlny przekracza ğŃcznŃ energiň wiŃzaŒ 

miňdzyczŃsteczkowych w danej objňtoŜci, dochodzi do gwağtownego przejŜcia materiağu z fazy 

skondensowanej do gazowej, co prowadzi do uwolnienia czŃstek matrycy i analitu do atmosfery pr·Ũniowej. 

Proces ten wynika z lokalnego, intensywnego ogrzania relatywnie cienkiej warstwy powierzchniowej 

matrycy, kt·ra silnie absorbuje promieniowanie laserowe. Ze wzglňdu na ultrakr·tki czas trwania impulsu 

laserowego, rozpraszanie energii termicznej przez przewodnictwo cieplne lub przeniesienie drgaŒ jest zbyt 

wolne, aby rozproszyĺ zdeponowanŃ energiň. Powoduje to szybkie, a czasem nawet Ăeksplozywneò 

przejŜcie fazowe, czyli ablacjň. W efekcie powstaje ekspandujŃca w pr·Ũni chmura (ang. plume) zğoŨona  

z czŃsteczek matrycy, analitu, fragment·w molekularnych oraz klastr·w (agregat·w matrycy i analitu).  

W wspomnianej chmurze zachodzŃ dalsze procesy, takie jak chğodzenie przez rozprňŨanie, zderzenia, 

wymiana ğadunk·w oraz, co najwaŨniejsze dla MALDI, jonizacja analitu. Przykğad eksperymentalnej 

ablacji czŃstek matrycy oraz rozprňŨania chmury czŃstek zostağ przedstawiony na poniŨszym rysunku 4.7. 

Dolna biağa linia na zdjňciach przedstawia powierzchniň matrycy, w tym przypadku alkoholu 

nitrobenzylowego. Lewa fotografia ukazuje obraz powierzchni w polu ciemnym, wykonany 45 ns po 

impulsie laserowym. Natomiast zdjňcie po prawej stronie pokazuje chmurň czŃstek w Ŝwietle 

rozproszonym, zarejestrowanŃ pod kŃtem 90Á wzglňdem powierzchni pr·bki, 311 ns po impulsie [89]. 

 
Rysunek 4.7. Generacja chmury czŃstek w technice MALDI, z wykorzystaniem lasera Nd:YAG (266 nm), uchwycona 

przy uŨyciu fotografii szybkiej z rozdzielczoŜciŃ czasowŃ 8 ns i przestrzennŃ 4 Õm [89]. 
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4.4.5. ZğoŨonoŜĺ jonizacji w MALDI w Ŝwietle danych 

eksperymentalnych 

Pomimo licznych badaŒ, mechanizmy odpowiedzialne za jonizacjň w technice MALDI wciŃŨ 

pozostajŃ nie do koŒca wyjaŜnione. Dotyczy to zar·wno samego procesu ablacji, jak i sposobu, w jaki 

dochodzi do powstania jon·w analitu i matrycy. Wyniki modelowaŒ teoretycznych czňsto nie sŃ ze sobŃ 

zgodne, a niekt·re z nich sŃ postrzegane jako nieintuicyjne lub kontrowersyjne. Nie ulega jednak 

wŃtpliwoŜci, Ũe MALDI umoŨliwia skutecznŃ jonizacjň zwiŃzk·w, co przekğada siň na wysokŃ czuğoŜĺ tej 

techniki. Eksperymenty wykazujŃ, Ũe wydajnoŜĺ jonizacji analitu (stosunek czŃstek nağadowanych do 

neutralnych) w przypadku MALDI wynosi zazwyczaj od 0,1 % do 1 %, chociaŨ w szczeg·lnych 

przypadkach moŨe dochodziĺ nawet do 10 % [78]. JednoczeŜnie liczba zjonizowanych czŃsteczek matrycy 

jest kilka rzňd·w niŨsza. 

ZaleŨnoŜĺ miňdzy intensywnoŜciŃ sygnağ·w jon·w matrycy i analitu, okreŜlona na podstawie widm 

masowych, sugeruje, Ũe do wymiany ğadunk·w dochodzi w obrňbie ekspandujŃcej chmury czŃstek 

powstağej w wyniku ablacji, a byĺ moŨe takŨe bezpoŜrednio po napromieniowaniu pr·bki. Zdarza siň 

r·wnieŨ zaobserwowaĺ widma, w kt·rych przy duŨym nadmiarze matrycy (rzňdu 10 ) rejestrowane sŃ 

intensywne sygnağy analitu przy jednoczeŜnie Ŝladowej obecnoŜci jon·w matrycy [90].  

4.4.6. Modele generowania jon·w w MALDI 

W literaturze istnieje kilka modeli pr·bujŃcych wyjaŜniĺ mechanizm powstawania jon·w  

w technice MALDI, jednak Ũaden z nich nie obejmuje w peğni wszystkich obserwowanych zjawisk, ale 

kaŨdy wnosi istotne elementy do og·lnego zrozumienia procesu. Obecnie dominujŃ dwa gğ·wne modele 

teoretyczne: klasyczny model fotojonizacji oraz tzw. model ĂszczňŜliwego ocalağegoò (ang. lucky survivor). 

W modelu fotojonizacji zakğada siň, Ũe czŃsteczki matrycy ulegajŃ jonizacji po absorpcji najczňŜciej dw·ch 

foton·w. Powstağe w ten spos·b jony matrycy majŃ nastňpnie przekazywaĺ ğadunek czŃsteczkom analitu 

(np. przez transfer protonu lub elektronu) w powstajŃcej chmurze gazowej. Jednak przy typowych (niskich) 

wartoŜciach fluencji lasera prawdopodobieŒstwo takich nieliniowych proces·w jest niewielkie. Dodatkowo 

obecnoŜĺ jon·w rodnikowych matrycy (np. M , [M+2H] , [Mī2H] ) w widmach MALDI sugeruje, Ũe ten 

mechanizm nie tğumaczy w peğni obserwowanych zjawisk, w szczeg·lnoŜci dominacji jon·w  

o pojedynczym ğadunku. Alternatywny model Ălucky survivorò zakğada, Ũe jony analitu powstajŃ jeszcze 

przed ablacjŃ lub w jej bardzo wczesnym etapie, w stabilnych mikroklastrach matryca-analit. Jony powstajŃ 

w efekcie oddziağywaŒ w fazie skondensowanej, ale tylko te, kt·re przetrwajŃ seriň proces·w neutralizacji 

w fazie gazowej, sŃ wykrywane przez detektor. Model ten tğumaczy m.in. dominacjň jon·w o pojedynczym 

ğadunku w widmach MALDI oraz niskŃ wydajnoŜĺ jonizacji. Dodatkowym argumentem przeciwko 

wystňpowaniu wyğŃcznie modelu fotojonizacji jest fakt, Ũe widma uzyskiwane z uŨyciem laser·w UV i IR 



54 

 

(mimo duŨej r·Ũnicy energii foton·w) sŃ czňsto bardzo podobne. Sugeruje to znaczŃcy udziağ proces·w 

termicznych oraz rozpad·w klastr·w matryca-analit. 

W praktyce proces jonizacji w MALDI jest wypadkowŃ wielu czynnik·w: energii foton·w, 

zdolnoŜci absorpcyjnej matrycy, chemicznego powinowactwa miňdzy matrycŃ i analitem, a takŨe dynamiki 

chmury poablacyjnej [78]. Dlatego teŨ kluczowe znaczenie dla skutecznoŜci i powtarzalnoŜci analizy ma 

dob·r odpowiedniej matrycy i spos·b przygotowania pr·bki. Matryca nie tylko umoŨliwia efektywnŃ 

absorpcjň promieniowania laserowego, ale takŨe wpğywa na dynamikň desorpcji i stopieŒ fragmentacji 

czŃsteczek. Ostateczna efektywnoŜĺ metody MALDI zaleŨy wiňc nie tylko od parametr·w 

instrumentalnych, lecz takŨe od odpowiedniego dopasowania wğaŜciwoŜci fizykochemicznych matrycy do 

charakterystyki analizowanej pr·bki. 

4.4.7. IMS - molekularne obrazowanie tkanek przy uŨyciu spektrometrii 

mas 

Obrazowa spektrometria masowa IMS stanowi zaawansowanŃ technologiň analitycznŃ, 

umoŨliwiajŃcŃ uzyskiwanie informacji molekularnych bezpoŜrednio z tkanek biologicznych przy 

jednoczesnym zachowaniu integralnoŜci przestrzennej pr·bki. Technika ta ğŃczy wysokŃ czuğoŜĺ 

spektrometrii mas z moŨliwoŜciŃ tworzenia szczeg·ğowych map rozkğadu zwiŃzk·w chemicznych, takich 

jak biağka, peptydy, lipidy, metabolity czy leki, w okreŜlonym kontekŜcie histologicznym. 

IMS wyr·Ũnia siň moŨliwoŜciŃ detekcji zwiŃzk·w bez koniecznoŜci ich uprzedniego znakowania. 

Oznacza to, Ũe analiza moŨe byĺ prowadzona bez dodatkowej chemicznej modyfikacji pr·bki, co 

minimalizuje ryzyko interferencji z naturalnymi wğaŜciwoŜciami badanych analit·w oraz umoŨliwia 

jednoczesne obrazowanie wielu czŃsteczek w pojedynczym pomiarze. Takie podejŜcie znaczŃco zwiňksza 

efektywnoŜĺ analiz molekularnych, czyniŃc IMS szczeg·lnie uŨytecznym narzňdziem w badaniach nad 

patogenezŃ chor·b, mikroŜrodowiskiem kom·rkowym oraz odpowiedziŃ tkanek na leczenie. Przykğadowo, 

w kontekŜcie badaŒ onkologicznych technika ta znajduje coraz szersze zastosowanie w diagnostyce  

i klasyfikacji nowotwor·w. UmoŨliwia wykrywanie szerokiego spektrum zwiŃzk·w, takich jak biağka, 

peptydy, lipidy, wňglowodany czy glikokoniugaty. IMS pozwala na lokalizacjň margines·w guza, ocenň 

jego heterogennoŜci, a takŨe moŨe wspomagaĺ identyfikacjň punktu rozsiewu nowotworu na podstawie 

badania przerzutu [91]. Dostarcza r·wnieŨ informacji prognostycznych i moŨe wspomagaĺ klasyczne 

metody diagnostyczne, takie jak histopatologia, immunohistochemia czy metody genetyki molekularnej 

[91]. Wszystko to sprawia, Ũe IMS staje siň wartoŜciowym narzňdziem w nowoczesnej diagnostyce 

nowotwor·w oraz w procesie odkrywania nowych biomarker·w diagnostycznych. 

Kluczowy postňp w rozwoju IMS stanowiğo zastosowanie techniki MALDI, w kt·rej matryca peğni 

rolň mediatora jonizacji po absorpcji promieniowania laserowego. Punktowe napromieniowanie pr·bki 

umoŨliwia uzyskanie mapy powierzchniowego rozkğadu molekuğ z wysokŃ rozdzielczoŜciŃ masowŃ  

i szerokim zakresem detekcji (od kilkuset dalton·w do ponad 100 kDa). W praktyce obrazowa spektrometria 
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masowa moŨe byĺ realizowana w dw·ch gğ·wnych trybach akwizycji danych: trybie peğnoobszarowym 

(ang. full scan imaging) obejmujŃcym cağŃ powierzchniň przekroju tkankowego oraz trybie 

ukierunkowanym (ang. targeted imaging) skoncentrowanym na konkretnych, biologicznie istotnych 

obszarach. 

W przypadku obrazowania ukierunkowanego identyfikacja region·w zainteresowania ROI opiera 

siň zazwyczaj na wczeŜniejszej analizie histologicznej. Na przykğad, po uprzednim zabarwieniu preparatu 

hematoksylinŃ i eozynŃ (H&E), patolog lub biolog moŨe wskazaĺ obszary o szczeg·lnym znaczeniu 

diagnostycznym. Wsp·ğrzňdne wybranych punkt·w sŃ nastňpnie wykorzystywane do precyzyjnego 

naniesienia matrycy jedynie na te fragmenty pr·bki. Taki wybi·rczy spos·b aplikacji matrycy, 

zsynchronizowany z systemem pozycjonowania spektrometru masowego, pozwala na selektywne 

pozyskanie danych wyğŃcznie z uprzednio wskazanych obszar·w. 

Opisane podejŜcie stanowi przykğad synergii klasycznych metod histopatologicznych z nowoczesnŃ 

analizŃ molekularnŃ. Zastosowanie obrazowania ukierunkowanego nie tylko skraca czas pomiaru  

i ogranicza objňtoŜĺ generowanych danych, ale takŨe zwiňksza ich trafnoŜĺ biologicznŃ. W kontekŜcie 

badaŒ wysokoprzepustowych pozwala to na znaczne oszczňdnoŜci zasob·w analitycznych i czasowych. 

Dob·r odpowiedniej strategii akwizycji powinien byĺ zawsze uzaleŨniony od celu badawczego. 

JeŜli celem jest uzyskanie peğnego, przestrzennego rozkğadu zwiŃzk·w w pr·bce, zaleca siň zastosowanie 

trybu peğnoobszarowego. Natomiast w sytuacjach, gdy kluczowe znaczenie ma analiza konkretnych zmian 

patologicznych, bardziej adekwatne staje siň obrazowanie ukierunkowane, wymagajŃce Ŝcisğej wsp·ğpracy 

z histopatologiem. 
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5. Metodologia pomiarowa  

5.1. Klasyfikacja pr·bek 

Na potrzeby analiz badawczych pr·bki tkanek miňŜniowych zostağy sklasyfikowane w trzech 

podstawowych grupach, zgodnie z podziağem zaprezentowanym w rozdziale 2.4 zatytuğowanym ĂUwagi 

metodologiczneò, stanowiŃcym gğ·wnŃ ideň klasyfikacji proces·w patologicznych miňŜni, badanych  

w niniejszej rozprawie: 

ǒ grupa C (kontrolna) obejmujŃca pr·bki miňŜni szkieletowych bez widocznych zmian 

patologicznych w badaniu histopatologicznym i stanowiŃce odniesienie dla analizy por·wnawczej 

zmian wystňpujŃcych w grupach ze zmianami patologicznymi, 

ǒ grupa M (miopatyczna) obejmujŃca pr·bki miňŜni wykazujŃce cechy miopatii o zr·Ũnicowanej, nie 

zawsze jednoznacznie zidentyfikowanej etiologii, zawierajŃce zar·wno zmiany pierwotne, wt·rne 

w tym takŨe neurogenne, 

ǒ grupa D (dystroficzna) obejmujŃca pr·bki miňŜni pochodzŃce od pacjent·w z rozpoznanŃ dystrofiŃ 

miňŜniowŃ niezaleŨnie od typu, w tym m.in. dystrofiŃ obrňczowo-koŒczynowŃ (LGMD)  

i wykazujŃce charakterystyczne zmiany odnoszone do dystrofii miňŜniowej takie jak: silne 

zr·Ũnicowanie Ŝrednicy wğ·kien, zwiňkszenie endomysium, a w czňŜci przypadk·w takŨe 

specyficzne zaburzenia immunofenotypowe np. brak ekspresji dysferliny itp.. 

Dla przejrzystoŜci dalszych analiz, kaŨdej z grup przypisano skr·ty C, M i D, kt·re bňdŃ 

konsekwentnie stosowane w kolejnych czňŜciach pracy. W zaleŨnoŜci od rodzaju i specyfiki zastosowanej 

metody pomiarowej, dokonano r·wnieŨ rozszerzeŒ i regrupowania materiağu, co zostağo szczeg·ğowo 

opisane w odpowiednich sekcjach analitycznych. 

5.2. Technika PIXE 

5.2.1. Preparatyka pr·bek 

Pr·bki tkanek, kt·re wykorzystano w opisanych poniŨej eksperymentach, zostağy pobrane od 

pacjent·w z podejrzeniem choroby miňŜniowej podczas biopsji chirurgicznej, przeprowadzonej poprzez 

naciňcie sk·ry i peğny dostňp do miňŜnia w znieczuleniu miejscowym. Przed kwalifikacjŃ poszczeg·lnych 

pr·bek biologicznych do dalszych etap·w badaŒ eksperymentalnych, kaŨdorazowo przeprowadzano 

szczeg·ğowŃ ocenň diagnostycznŃ z zastosowaniem standardowych procedur wykorzystywanych we 

wsp·ğczesnej miopatologii. Analizy obejmowağy zar·wno barwienia histologiczne m. in. z wykorzystaniem 
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hematoksyliny i eozyny, jak i histochemiczne w szczeg·lnoŜci stosowane w identyfikacji poszczeg·lnych 

typ·w wğ·kien miňŜniowych i aktywnoŜci enzymatycznej takie jak aktywnoŜĺ ATP-azowa wğ·kien  

w r·Ũnym pH zgodnie z og·lnie przyjňtymi, miňdzynarodowymi standardami diagnostyki 

neuropatologicznej. Proces ten zostağ zrealizowany w Zakğadzie Neuropatologii Katedry Patomorfologii 

Uniwersytetu JagielloŒskiego Collegium Medicum w Krakowie. Badania zostağy zatwierdzone przez 

Komisjň BioetycznŃ Uniwersytetu JagielloŒskiego Collegium Medicum (numer zgody: 

1072.6120.249.2020). 

W celu zachowania integralnoŜci strukturalnej materiağu biologicznego kaŨda z badanych pr·bek 

miňŜniowych zostağa poddana kriokonserwacji, niezwğocznie po wykonanej biopsji metodŃ szokowego 

zamroŨenia w izopentanie schğodzonym w ciekğym azocie. Takie podejŜcie pozwala na minimalizacjň 

artefakt·w mroŨeniowych i maksymalnŃ wiernoŜĺ odwzorowania mikrostruktury kom·rkowej i tkankowej. 

Przeciňtna Ŝrednica przekroju bioptatu miňŜnia mierzŃc w pğaszczyŦnie prostopadğej do podğuŨnej osi 

wğ·kien wynosiğa od okoğo 3 mm do 5 mm. Z tak przygotowanych blok·w tkankowych za pomocŃ 

kriomikrotomu (Leica Biosystems, CM 1860) w temperaturze -20 ÁC po uprzednim wykonaniu skrawk·w 

na potrzeby standardowej diagnostyki neuropatologicznej (o czym wspomniano w akapicie wyŨej), 

kontynuujŃc proces skrawania wycinano kolejne skrawki o kontrolowanej gruboŜci rzňdu kilku 

mikrometr·w, do cel·w niniejszej badawczych w ramach niniejszej rozprawy. UmoŨliwiğo to m. in. 

jednoczesnŃ analizň dwuparametrycznŃ i por·wnawczŃ w ramach zaplanowanych procedur badawczych na 

skrawkach bezpoŜrednio odwzorowujŃcych strukturň zmian diagnozowanych neuropatologicznie. 

Na potrzeby metody PIXE dla kaŨdej pr·bki, z wykorzystaniem kriomikrotomu pozyskano dwa 

sŃsiadujŃce przekroje o gruboŜci 8 Õm. Jeden z nich przeznaczano do klasycznej analizy histologicznej  

i osadzono na standardowym szkieğku mikroskopowym, natomiast drugi zamocowywano na okienku  

z azotku krzemu Si N  o gruboŜci 200 nm i wymiarach 2 Ĭ 2 mmĮ (Norcada, Kanada). Aby zminimalizowaĺ 

wpğyw obecnoŜci wody na wyniki spektroskopowe, analizowane pr·bki poddawano procesowi liofilizacji 

w temperaturze -80 ÁC (bez dalszej obr·bki chemicznej), zapewniajŃc efektywne usuniňcie wilgoci bez 

naruszania mikrostruktury. Po skompletowaniu materiağu badawczego sklasyfikowano go w trzech 

podstawowych grupach jak wspomniano wyŨej w rozdziale 5.1. 

5.2.2. Wstňpne przygotowanie i selekcja obszar·w pomiarowych 

Eksperymenty przeprowadzono w Laboratorium Interakcji Oddziağywania WiŃzki Jonowej 

Instytutu RuĽer Boġkoviĺ w Zagrzebiu (Chorwacja), przy uŨyciu akceleratora Tandetron o napiňciu 1 MV. 

Do wzbudzenia atom·w w analizowanych pr·bkach zastosowano wysokoenergetycznŃ, zogniskowanŃ 

mikrowiŃzkň proton·w o energii 2 MeV, co umoŨliwiğo analizň pierwiastkowŃ z rozdzielczoŜciŃ 

mikrometrycznŃ. Emisjň promieniowania rentgenowskiego indukowanego zderzeniami czŃstek z atomami 

zarejestrowano za pomocŃ detektora typu Si(Li) produkcji Princeton Gamma-Tech Institute, o aktywnej 
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powierzchni 30 mmĮ i oknie berylowym o gruboŜci 12,5 ɛm. Detektor umieszczono pod kŃtem 135Á 

wzglňdem osi wiŃzki, w odlegğoŜci okoğo 4 cm od powierzchni pr·bki. W celu ograniczenia wpğywu 

efekt·w radiacyjnych na strukturň tkanek pr·bki zostağy osadzone na tzw. Ăzimnym palcuò (ang. cold 

finger) i aktywnie chğodzone przy uŨyciu kriostatu z ciekğym azotem. Dodatkowo, w celu przeciwdziağania 

gromadzeniu siň ğadunk·w elektrostatycznych na napromienianych powierzchniach, ramki Si N  

zamontowano na uchwytach za pomocŃ taŜmy przewodzŃcej na bazie wňgla. 

Analiza PIXE zostağa poprzedzona pomiarami wykonanymi metodŃ skaningowej transmisyjnej 

mikroskopii jonowej STIM, co pozwoliğo na r·wnoczesne odwzorowanie zar·wno rozkğadu pierwiastk·w, 

jak i zmiennoŜci gňstoŜci powierzchniowej w obrňbie poszczeg·lnych przekroj·w. Pr·bki skanowano 

mikrowiŃzkŃ jon·w o Ŝrednicy okoğo 1 Ĭ 1 ÕmĮ, a dane STIM rejestrowano za pomocŃ detektora 

krzemowego PIPS (ang. Passivated Implanted Planar Silicon) o gruboŜci 300 Õm, ustawionego pod kŃtem 

25Á wzglňdem osi wiŃzki. Szczeg·ğowa konfiguracja komory detekcyjnej oraz ukğad optyczny 

przedstawione zostağy schematycznie na rysunku 5.1 A, natomiast zdjňcie zastosowanego uchwytu 

pomiarowego wraz z zamontowanymi pr·bkami znajduje siň na rysunku 5.1 B. 

 

Rysunek 5.1 A - Widok wnňtrza komory pomiarowej ukğadu PIXE, z widocznymi elementami konstrukcyjnymi oraz 

uchwytem detektora. B - Uchwyt na pr·bki z zamocowanymi ramkami krzemowymi, do kt·rych przymocowano 

skrawki tkanek za pomocŃ taŜmy wňglowej. 

W opisywanych pomiarach skoncentrowano siň na wybranych obszarach zawierajŃcych pojedyncze 

wğ·kna miňŜniowe. Tego typu podejŜcie umoŨliwiağo uzyskanie lokalnych charakterystyk chemicznych bez 

dodatkowych sygnağ·w tğa pochodzŃcych ze strony struktur otaczajŃcych. W pierwszym etapie 

przeprowadzono wstňpne skanowanie tkanek miňŜniowych metodŃ STIM, co pozwoliğo na uzyskanie 

og·lnego obrazu struktury tkanki. Na tej podstawie na kaŨdej z pr·bek starano siň wytypowaĺ po trzy 

obszary badawcze, w kt·rych dokonano dalszych pomiar·w metodŃ PIXE z zastosowaniem ustalonej 

rozdzielczoŜci przestrzennej wynoszŃcej 128 Ĭ 128 pikseli, przy wymiarze pojedynczego piksela r·wnym 

2,73 Ĭ 2,73 ÕmĮ. Otrzymane wyniki wraz z szczeg·ğowŃ specyfikacjŃ pomiarowŃ zostağy zaprezentowane 

w publikacji zatytuğowanej ĂSub-cellular elemental imaging of human muscle tissues affected by 

neuromuscular diseasesò [34].  



60 

 

5.2.3. Analiza pr·bek metodŃ STIM i identyfikacja wğ·kien 

W celu precyzyjnego wyznaczenia lokalizacji wğ·kien miňŜniowych, przed rozpoczňciem 

pomiar·w metodŃ PIXE przeprowadzono obrazowanie przy uŨyciu techniki STIM. Zastosowanie tej 

metody umoŨliwiğo jednoznacznŃ identyfikacjň poszczeg·lnych struktur miňŜniowych, co pozwoliğo na 

przeprowadzenie punktowych analiz w obrňbie wybranych wğ·kien. Przykğadowe wyniki obrazowania 

optycznego z nağoŨonym obrazem STIM przedstawiono na rysunku 5.2. Obraz uzyskano poprzez 

zestawienie fotografii wykonanej za pomocŃ mikroskopu optycznego z odpowiadajŃcym jej obrazem 

uzyskanym technikŃ STIM o wymiarach okoğo 350 Õm Ĭ 350 Õm. NağoŨenie obu metod obrazowania 

umoŨliwia jednoznacznŃ identyfikacjň struktur miňŜniowych. Czerwonymi prostokŃtami zaznaczono 

przybliŨone obszary skanowania, w kt·rych wykonano punktowe pomiary metodŃ PIXE dla pr·bki 

kontrolnej. 

 

Rysunek 5.2 Obraz pochodzŃcy z mikroskopu optycznego z nağoŨonym obrazem STIM dla pr·bki kontrolnej [34]. 

5.2.4. Pomiar PIXE i parametry eksperymentu 

Kalibracja aparatury PIXE zostağa przeprowadzona zgodnie z obowiŃzujŃcymi w danym czasie 

procedurami instytutowymi, wykorzystujŃc siatkň miedzianŃ (Cu grid) o stağym rozstawie linii 50 Õm jako 

wzorzec kalibracyjny. Pomiary kalibracyjne wykonano dla dw·ch r·Ũnych obszar·w skanowania: 

350 Ĭ 350 ÕmĮ przy ustawieniu skanu 2 Ĭ 1 oraz odpowiednio mniejszego obszaru przy skanie 0,5 Ĭ 1.  

Pozwoliğo to na przeprowadzenie kalibracji przestrzennej oraz dokğadne odwzorowanie rozkğadu 

pierwiastk·w na powierzchni pr·bki. Wstňpne skanowanie metodŃ PIXE wykonano na obszarach  

o wymiarach 350 Õm Ĭ 350 Õm. Obszary te poddano szczeg·ğowej analizie w celu wytypowania lokalizacji 

do pomiar·w punktowych, umoŨliwiajŃcych uzyskanie map pierwiastkowych o wysokiej rozdzielczoŜci 

przestrzennej. Dla pr·bek kontrolnych pomiary przeprowadzono w trzech odrňbnych punktach o zbliŨonych 

wymiarach, co pozwoliğo na ocenň lokalnych r·Ũnic w skğadzie pierwiastkowym. Lokalizacja punkt·w 
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pomiarowych wzglňdem tkanki miňŜniowej zostağa zilustrowana na rysunku 5.2. Wymiary analizowanych 

obszar·w wyraŨone w pikselach oraz ich przybliŨone odpowiedniki w mikrometrach przedstawiajŃ siň 

nastňpujŃco: 

¶ punkt 1: 12 Ĭ 11 pikseli (okoğo 32,8 Ĭ 30,0 ÕmĮ), 

¶ punkt 2: 14 Ĭ 12 pikseli (okoğo 38,2 Ĭ 32,8 ÕmĮ), 

¶ punkt 3: 15 Ĭ 13 pikseli (okoğo 41,0 Ĭ 35,5 ÕmĮ). 

Mapy rozkğadu liczby zliczeŒ promieniowania charakterystycznego wybranych pierwiastk·w 

przedstawiono na rysunkach 5.3 oraz 5.4. Na rysunku 5.4 kolejno od lewej do prawej zaprezentowano 

wyniki dla punkt·w 1, 2 oraz 3. Analiza uzyskanych map pierwiastkowych wykazağa wyraŦne 

zr·Ũnicowanie przestrzenne dystrybucji fosforu, siarki, chloru oraz potasu w obrňbie dobrze 

zdefiniowanych struktur wğ·kien miňŜniowych. Zaobserwowane r·Ũnice w skğadzie pierwiastkowym 

morfologicznie niezmienionych tkanek miňŜniowych mogŃ odzwierciedlaĺ fizjologicznŃ heterogennoŜĺ ich 

struktury i funkcji. 

Analogiczne pomiary przeprowadzono r·wnieŨ dla pr·bki pochodzŃcej z grupy dystrofii (rysunki 

5.5 - 5.7). W przypadku tej pr·bki obserwowano mniej wyraŦne zaznaczenie struktur wğ·kien, co utrudniağo 

ich jednoznacznŃ identyfikacjň. Pomimo tych ograniczeŒ wykonano punktowe analizy w trzech wybranych 

obszarach o wymiarach: 

¶ punkt 1: 6 Ĭ 6 pikseli (okoğo 16,4 Ĭ 16,4ÕmĮ), 

¶ punkt 2: 6 Ĭ 9 pikseli (okoğo 16,4 Ĭ 24,6ÕmĮ), 

¶ punkt 3: 8 Ĭ 17 pikseli (okoğo 21,8 Ĭ 46,4ÕmĮ). 

Lokalizacja punkt·w pomiarowych wzglňdem tkanki miňŜniowej zostağa zobrazowana na rysunku 

5.5. Mapy rozkğadu liczby zliczeŒ promieniowania charakterystycznego wybranych pierwiastk·w 

przedstawiono na rysunkach 5.6 oraz 5.7. Na rysunku 5.7 kolejno od lewej do prawej zaprezentowano 

wyniki dla punkt·w 1, 2 oraz 3. 

Szczeg·lnie interesujŃce wyniki uzyskano dla punktu 3, gdzie odnotowano lokalne zwiňkszenie 

zawartoŜci Ũelaza i cynku. Wraz z wiekiem w wğ·knach miňŜniowych obserwuje siň lokalny wzrost 

zawartoŜci Ũelaza, co moŨe sprzyjaĺ nasileniu peroksydacji lipid·w, zwiňkszonej podatnoŜci na uszkodzenia 

oraz upoŜledzeniu proces·w regeneracyjnych. Stres oksydacyjny stanowi istotny czynnik przyczyniajŃcy 

siň do zaniku miňŜni oraz zaburzeŒ ich odbudowy. Co wiňcej, zwiňkszona peroksydacja lipid·w  

w obecnoŜci Ũelaza jest charakterystyczna dla ferroptozy - formy Ŝmierci kom·rkowej zaleŨnej od Ũelaza. 

Pomimo potencjalnie niekorzystnych efekt·w jego nadmiaru, sugeruje siň, Ũe Ũelazo moŨe r·wnieŨ 

odgrywaĺ kluczowŃ rolň w skutecznej regeneracji miňŜni [92]. PodkreŜla to znaczenie precyzyjnej regulacji 

homeostazy Ũelaza w kontekŜcie zar·wno proces·w degeneracyjnych, jak i naprawczych zachodzŃcych  

w miňŜniach szkieletowych. W Ŝwietle przedstawionych danych moŨna przypuszczaĺ, Ũe lokalna 
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akumulacja Ũelaza moŨe stanowiĺ element mechanizmu wspierajŃcego odpowiedŦ regeneracyjnŃ. (rysunek 

5.7).  Z kolei jony cynku mogŃ wpğywaĺ na strukturň bğon kom·rkowych oraz wğaŜciwoŜci fizjologiczne 

prawidğowo funkcjonujŃcych wğ·kien miňŜniowych poprzez wydğuŨanie czasu trwania potencjağu 

czynnoŜciowego i skurczu [93]. Cynk odgrywa r·wnieŨ kluczowŃ rolň w procesach regeneracyjnych, 

poniewaŨ jego stňŨenie oraz aktywnoŜĺ wybranych metaloenzym·w cynkozaleŨnych wpğywajŃ na tempo 

syntezy kwas·w nukleinowych i biağek. W literaturze wykazano, Ũe nadmierne nagromadzenie cynku  

w miňŜniu sercowym oraz miňŜniach szkieletowych moŨe wskazywaĺ na zwiňkszone zapotrzebowanie na 

cynk w celu wspomagania proces·w naprawczych w uszkodzonej tkance [94]. Lokalny wzrost stňŨenia 

cynku moŨe stanowiĺ wskaŦnik intensywnoŜci reakcji kom·rkowej w odpowiedzi na uszkodzenie tkanek 

miňŜniowych [95]. Dodatkowo zwiňkszona aktywnoŜĺ enzym·w cynkozaleŨnych, towarzyszŃca procesowi 

dystroficznemu, moŨe r·wnieŨ przyczyniaĺ siň do obserwowanego wzrostu wewnŃtrzkom·rkowego 

stňŨenia Zn. 

Dodatkowo, dla pr·bki reprezentujŃcej grupň miopatii, przeprowadzono pomiary w dw·ch 

wybranych strefach punktowych (rysunki 5.8 - 5.10). Wymiary tych obszar·w prezentujŃ siň nastňpujŃco: 

¶ punkt 1: 10 Ĭ 18 pikseli (okoğo 27,3 Ĭ 49,1ÕmĮ), 

¶ punkt 2: 13 Ĭ 37 pikseli (okoğo 35,5 Ĭ 101,0ÕmĮ). 

Lokalizacja punkt·w pomiarowych wzglňdem tkanki miňŜniowej zostağa zobrazowana na rysunku 

5.8. Mapy rozkğadu liczby zliczeŒ promieniowania charakterystycznego wybranych pierwiastk·w 

przedstawiono na rysunkach 5.9 oraz 5.10. Na rysunku 5.10 kolejno od lewej do prawej zaprezentowano 

wyniki dla punkt·w 1 oraz 2. 
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Rysunek 5.3 Mapy rozkğadu liczby zliczeŒ wzbudzonego promieniowania charakterystycznego wybranych 

pierwiastk·w dla pr·bki z grupy kontrolnej, wykonane metodŃ PIXE na obszarze okoğo 350 x 350 ɛmĮ [34]. 
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Rysunek 5.4 Mapy rozkğadu liczby zliczeŒ promieniowania charakterystycznego dla wybranych pierwiastk·w  

w pr·bce kontrolnej (punkty pomiarowe 1-3, kolejno od lewej do prawej) [34]. 

Przyjňta strategia pomiarowa, uwzglňdniajŃca r·ŨnorodnoŜĺ rozmiar·w i lokalizacji punkt·w 

analizy, pozwoliğa na dokğadne okreŜlenie zmiennoŜci skğadu pierwiastkowego zar·wno pomiňdzy grupami 

pr·bek (kontrola, dystrofia miopatia), jak i w obrňbie ich struktury. Zebrane dane stanowiŃ cennŃ podstawň 

do dalszych badaŒ nad wğaŜciwoŜciami metabolicznymi i strukturalnymi badanych tkanek. 

 

Rysunek 5.5 Obraz pochodzŃcy z mikroskopu optycznego z nağoŨonym obrazem STIM dla pr·bki dystroficznej [34]. 
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Rysunek 5.6 Mapy rozkğadu liczby zliczeŒ wzbudzonego promieniowania charakterystycznego wybranych 

pierwiastk·w dla pr·bki z grupy dystrofii, wykonane metodŃ PIXE na obszarze okoğo 350 x 350 ɛmĮ [34]. 
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Rysunek 5.7 Mapy rozkğadu liczby zliczeŒ promieniowania charakterystycznego dla wybranych pierwiastk·w dla 

pr·bki dystrofii (punkty pomiarowe 1-3, kolejno od lewej do prawej). [34]. 
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Rysunek 5.8 Obraz pochodzŃcy z mikroskopu optycznego z nağoŨonym obrazem STIM dla pr·bki miopatii . 

 

 
Rysunek 5.9 Mapy rozkğadu liczby zliczeŒ wzbudzonego promieniowania charakterystycznego wybranych 

pierwiastk·w dla pr·bki z grupy miopatii, wykonane metodŃ PIXE na obszarze okoğo 350 x 350 ɛmĮ. 
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Rysunek 5.10 Mapy rozkğadu liczby zliczeŒ promieniowania charakterystycznego dla wybranych pierwiastk·w dla 

pr·bki miopatii (punkty pomiarowe 1-2, kolejno od lewej do prawej). 

5.2.5. Oprogramowanie i przetwarzanie danych 

W celu analizy danych liczbowych dotyczŃcych intensywnoŜci sygnağ·w charakterystycznych dla 

poszczeg·lnych pierwiastk·w, reprezentowanych przez tzn. liniň KŬ (Na, Mg, P, S, Cl, K, Fe, Zn, Br), 

zastosowano oprogramowanie PyMca [96], kt·re umoŨliwia identyfikacjň i analizň poszczeg·lnych 

skğadowych widma. Do generowania map rozkğadu przestrzennego pierwiastk·w opracowano autorskie 

skrypty w jňzyku Python, wykorzystujŃce biblioteki NumPy, SciPy oraz Pandas, umoŨliwiajŃce 

wizualizacjň lokalnych r·Ũnic w skğadzie badanych pr·bek. Analizy statystyczne przeprowadzono  

z uŨyciem oprogramowania Statistica 13 (StatSoft) oraz wğasnych skrypt·w Pythona opartych na tych 

samych bibliotekach, co umoŨliwiğo sp·jne przetwarzanie i interpretacjň danych iloŜciowych oraz 

obrazowych.  

Szczeg·lnŃ uwagň poŜwiňcono analizie danych punktowych, uznanych za najbardziej 

reprezentatywne w kontekŜcie diagnostyki r·Ũnicowej tkanek prawidğowych oraz patologicznie 

zmienionych. PodejŜcie to umoŨliwiğo identyfikacjň istotnych r·Ũnic w skğadzie pierwiastkowym, kt·re 

mogŃ mieĺ istotne implikacje biologiczne i kliniczne. 

5.2.6. Normalizacja danych pomiarowych 

W analizach spektroskopowych kluczowym aspektem zapewniajŃcym poprawnoŜĺ por·wnaŒ 

iloŜciowych pomiňdzy punktami pomiarowymi jest kontrola, bŃdŦ kompensacja zmiennoŜci warunk·w 

eksperymentalnych, przede wszystkim fluktuacji prŃdu wiŃzki. ZmiennoŜĺ natňŨenia wiŃzki protonowej 

przekğada siň bezpoŜrednio na liczbň zliczeŒ rejestrowanych przez detektor, co moŨe istotnie wpğywaĺ na 

interpretacjň danych oraz wiarygodnoŜĺ wyprowadzonych zaleŨnoŜci statystycznych. 
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System detekcyjny zastosowany w metodzie PIXE zostağ zintegrowany z ukğadem skanujŃcej 

wiŃzki protonowej, poruszajŃcej siň z duŨŃ prňdkoŜciŃ w pğaszczyznach poziomej i pionowej wzglňdem 

zamocowanej pr·bki. średnia prňdkoŜĺ skanowania wynosiğa 1,73 . Takie rozwiŃzanie umoŨliwiğo 

wielokrotne przejŜcia wiŃzki przez kaŨdy punkt badanego obszaru powierzchni pr·bki (piksel) w trakcie 

pojedynczej akwizycji, w poğŃczeniu ze Ŝrednim czasem skanowania przypadajŃcym na jednostkň 

powierzchni rzňdu 8,2  oraz prŃdem wiŃzki okoğo 500 pA, zapewniağo r·wnomierne dostarczenie 

ğadunku do kaŨdego punktu pomiarowego. W rezultacie ewentualne kr·tkotrwağe fluktuacje prŃdu wiŃzki 

zostağy uznane za zniwelowane. Dodatkowo zastosowanie wyŨej opisanego systemu pomiarowego 

minimalizuje moŨliwe termiczne uszkodzenia pr·bki. 

MajŃc powyŨsze na uwadze oraz brak informacji dotyczŃcej ğadunku prŃdu wiŃzki dostarczonego 

na kaŨdy piksel oraz zr·Ũnicowany sumaryczny czas naŜwietlania poszczeg·lnych pikseli, zostağa 

przeprowadzona normalizacja z wykorzystaniem sygnağu krzemu. Takie podejŜcie umoŨliwiğo wykonanie 

por·wnania zaleŨnoŜci miňdzypierwiastkowych. Natomiast w przypadku map rozkğadu liczby zliczeŒ 

promieniowania charakterystycznego wykorzystano dane bez uŨycia wspomnianej normalizacji, 

zakğadajŃc, Ũe sygnağ przestrzenny promieniowania charakterystycznego stanowi przybliŨone 

odwzorowanie rzeczywistego rozkğadu pierwiastk·w w pr·bce. 

ZağoŨono, Ũe sygnağ pochodzŃcy od krzemu pochodzi wyğŃcznie z podğoŨa znajdujŃcego siň pod 

pr·bkŃ, a jego tğumienie przez tkankň jest pomijalne ze wzglňdu na stağŃ, cienkŃ warstwň badanych tkanek. 

Dla kaŨdego pierwiastka ὢ wartoŜĺ znormalizowanŃ obliczono wedğug wzoru:  

ὢ  
ὢ

ὛὭ
 ȟ χ 

 

gdzie: ὢ  to liczba zliczeŒ danego pierwiastka w danym pikselu, natomiast ὛὭ to liczba zliczeŒ krzemu  

w tym samym pikselu. Taka procedura pozwala na kompensacjň wpğywu lokalnych zmian wğaŜciwoŜci 

pr·bki i detekcji, umoŨliwiajŃc miarodajne por·wnania iloŜciowe pomiňdzy punktami pomiarowymi. 

5.3. Technika SIMS 

5.3.1. Preparatyka pr·bek 

Przygotowanie pr·bek do analizy metodŃ SIMS zostağo przeprowadzone analogicznie z procedurŃ 

stosowanŃ w przypadku techniki PIXE (rozdziağ 5.2.1) z tŃ r·ŨnicŃ, Ũe pr·bki zostağy pociňte w tym 

przypadku na gruboŜĺ 5 Õm. GruboŜĺ ta zostağa ustalona na podstawie wytycznych opracowanych przez 

Instytut RuĽer Boġkoviĺ, bňdŃcy specjalistŃ w tej metodzie i posiadajŃcy wieloletnie doŜwiadczenie  
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w prowadzeniu badaŒ z jej wykorzystaniem. Wspomniana wartoŜĺ gruboŜci tkanki umoŨliwiğa prowadzenie 

obrazowania z wysokŃ rozdzielczoŜciŃ przestrzennŃ, siňgajŃcŃ okoğo 400 nm w pğaszczyŦnie bocznej. 

W celu zapewnienia efektywnej ekstrakcji jon·w wt·rnych, zastosowano dodatkowo pokrycie 

membran z azotku krzemu cienkŃ, przewodzŃcŃ warstwŃ zğota o gruboŜci 12 nm. Cienka warstwa zostağa 

naniesiona w procesie fizycznej depozycji par (ang. Physical Vapour Deposition, PVD) zğota w warunkach 

wysokiej pr·Ũni, poprzez lokalne, gwağtowne odparowanie materiağu - Au. 

5.3.2. Wstňpne przygotowanie i selekcja obszar·w pomiarowych 

Wstňpna procedura przygotowania oraz selekcji obszar·w do analizy SIMS byğa analogiczna do tej 

zastosowanej w pomiarach PIXE. Podczas pomiar·w skupiono siň na wybranych rejonach zawierajŃcych 

pojedyncze wğ·kna miňŜniowe, co miağo na celu zminimalizowanie wpğywu struktur otaczajŃcych  

i umoŨliwienie pozyskania reprezentatywnych widm dla konkretnych typ·w tkanek. Tutaj r·wnieŨ 

zastosowanie znalazğa metoda mikroskopii STIM, kt·ra pozwoliğa na wyb·r badanych obszar·w pr·bki. 

5.3.3. Pomiar SIMS i parametry eksperymentu 

W pierwszym etapie wykonano mapy rozkğadu jon·w wt·rnych dla obszar·w o wymiarach ok. 

780 Ĭ 780 ÕmĮ, w obrňbie kt·rych zidentyfikowano homogeniczne wğ·kna miňŜniowe. Na podstawie 

uzyskanych obraz·w wytypowano interesujŃce regiony do dalszej analizy. Nastňpnie kaŨdŃ z map 

podzielono cyfrowo na mniejsze obszary odpowiadajŃce fragmentom pojedynczych wğ·kien. Z kaŨdego 

takiego fragmentu wygenerowano zsumowane widmo (suma widm pikseli), wykorzystywane w dalszej 

analizie statystycznej. 

Dla wszystkich trzech typ·w analizowanych pr·bek (C, M i D) zastosowano identyczne wymiary 

obszaru skanowania, wynoszŃce 78 Ĭ 78 ÕmĮ. W celu zapewnienia reprezentatywnoŜci danych, dla kaŨdej 

pr·bki przeprowadzono 8 pomiar·w punktowych zlokalizowanych w obrňbie indywidualnie wybranych 

wğ·kien miňŜniowych, zgodnie z uprzednio wykonanym obrazowaniem STIM. W pomiarach zastosowano 

wiŃzkň jon·w tlenu O , co wynikağo z trybu pracy aparatury w tzw. trybie transmisyjnym, stosowanym 

m.in. podczas obrazowania STIM. Tlen zostağ wybrany ze wzglňdu na jego stosunkowo niewielkŃ masň 

atomowŃ w por·wnaniu do krzemu, co ogranicza straty energii podczas przechodzenia przez pr·bkň. Dziňki 

temu moŨliwe byğo uzyskanie dobrze zarysowanych obraz·w transmisyjnych, umoŨliwiajŃcych lokalizacjň 

struktur wewnňtrznych, takich jak wğ·kna miňŜniowe. 

Kalibracja aparatury zostağa przeprowadzona zgodnie z procedurami przyjňtymi w instytucie RBI 

z uŨyciem standardowych materiağ·w referencyjnych. W tym celu zastosowano siatkň miedzianŃ Cu oraz 

Leucynň. Kalibracjň wykonano w trybie obrazowania dla obszaru o wymiarach okoğo 140 Ĭ 140 ÕmĮ,  

co zapewniğo dokğadnoŜĺ zar·wno pozycjonowania pr·bki, jak i identyfikacji mas wykrywanych jon·w 
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wt·rnych. W trakcie pomiar·w dŃŨono do uzyskania por·wnywalnej liczby zliczeŒ w widmach dla kaŨdego 

ROI, aby zapewniĺ jednorodne warunki statystyczne i umoŨliwiĺ por·wnywalnoŜĺ danych po normalizacji.  

5.4. Technika MALDI  

5.4.1. Przygotowanie pr·bek 

Podobnie jak w przypadku przygotowania pr·bek do wczeŜniejszych analiz metodami PIXE oraz 

SIMS, r·wnieŨ na potrzeby analizy MALDI-TOF wykorzystano bioptaty miňŜni pobrane Ŝr·doperacyjnie 

od pacjent·w. Jak uprzednio wspomniano, bezpoŜrednio po pobraniu fragmenty miňŜnia poddawano 

szokowemu zamroŨeniu, a nastňpnie przechowywano w temperaturze -80 ÁC aŨ do momentu przygotowania 

do dalszych etap·w analizy. Zastosowanie szybkiego zamraŨania bez chemicznego utrwalania miağo na celu 

jak najwierniejsze zachowanie struktury tkanki oraz endogennego profilu lipidowego. Dziňki temu pr·bki 

mogŃ byĺ przechowywane w tej wğaŜnie temperaturze nawet przez okres przekraczajŃcy rok bez istotnej 

utraty integralnoŜci molekularnej [97]. 

Przygotowanie skrawk·w do analizy rozpoczňto od adaptacji pr·bek do ciňcia w kriomikrotomie. 

Na okoğo godzinň przed ciňciem tkanki przenoszono do komory kriomikrotomowej (Cryotome FSE, 

Thermo Fisher Scientific, Cheshire, Wielka Brytania), gdzie zar·wno temperaturň komory, jak i pr·bki 

stabilizowano na poziomie -15 ÁC. ChociaŨ cieŒsze skrawki, na przykğad o gruboŜci 10 ɛm, mogğyby 

potencjalnie poprawiĺ rozdzielczoŜĺ przestrzennŃ dystrybucji lipid·w [98], pr·by ich wykonania 

skutkowağy utratŃ ciŃgğoŜci oraz dezintegracjŃ materiağu. W zwiŃzku z tym dalsze analizy przeprowadzono 

na skrawkach o gruboŜci 12 ɛm, co stanowiğo kompromis pomiňdzy iloŜciŃ materiağu biologicznego 

niezbňdnŃ do uzyskania wysokiej intensywnoŜci sygnağu masowego, a stabilnoŜciŃ i adhezjŃ preparatu do 

podğoŨa. Warto wspomnieĺ, Ũe zastosowanie grubszych skrawk·w mogğoby utrudniaĺ r·wnomierne 

osadzanie matrycy i zaburzaĺ proces jonizacji. Ponadto wyğŃcznie cienkie i zachowujŃce integralnoŜĺ 

strukturalnŃ skrawki zapewniajŃ peğny kontakt elektryczny z przewodzŃcŃ powierzchniŃ szkieğka ITO (ang. 

indium tin oxide) (Bruker Daltonics, Brema, Niemcy), co stanowi warunek niezbňdny do uzyskania 

wysokiej jakoŜci widm masowych w analizie MALDI. Skrawki nanoszono na szkieğka pokryte tlenkiem 

indu i cyny (ITO), kt·re dziňki odpowiedniej przewodnoŜci elektrycznej umoŨliwiajŃ efektywny proces 

desorpcji i jonizacji [99]. KaŨdy skrawek musiağ idealnie przylegaĺ do powierzchni podğoŨa, gdyŨ wszelkie 

niedociŜniňcia lub obecnoŜĺ pňcherzy powietrza skutkowağaby przerwaniem ciŃgğoŜci kontaktu 

elektrycznego i w konsekwencji brakiem sygnağu z danego obszaru podczas pomiaru. Dodatkowo, 

zastosowana metoda montowania skrawk·w bez uŨycia Ũywic ani innych Ŝrodk·w chemicznych 

minimalizuje ryzyko kontaminacji pr·bki oraz potencjalnych interferencji w widmach masowych. Takie 

podejŜcie pozwala na unikniňcie dominujŃcych sygnağ·w tğa oraz maskowania sygnağ·w wğaŜciwych dla 

analizowanych czŃsteczek, co znaczŃco podnosi wiarygodnoŜĺ oraz jakoŜĺ uzyskiwanych danych. 
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Po osadzeniu tkanek na szkieğkach pr·bki suszono przez okoğo 45 minut w kontrolowanych 

warunkach, osğoniňte przed Ŝwiatğem, w zamkniňtym eksykatorze. Proces ten umoŨliwiağ odparowanie 

pozostağoŜci wilgoci bez ryzyka denaturacji czŃsteczek biologicznych, jednoczeŜnie zapobiegajŃc 

kondensacji pary wodnej oraz powstawaniu artefakt·w wynikajŃcych z nadmiernego wysychania tkanek. 

Po zakoŒczeniu suszenia i stabilizacji, pr·bki przechowywano w zamkniňtych pojemnikach  

w laboratoryjnej zamraŨarce w temperaturze -80 ÁC (NU9483, NuAire Inc., Plymouth, MN, USA). Przed 

analizŃ pr·bki byğy ogrzewane do temperatury otoczenia w eksykatorze pr·Ũniowym, co miağo na celu 

zapobieŨenie kondensacji wilgoci na ich powierzchni, a nastňpnie ponownie suszone przez kolejne  

45 minut. 

Opracowany protok·ğ zostağ zoptymalizowany z uwzglňdnieniem specyfiki analizy lipid·w  

w tkankach miňŜniowych oraz doŜwiadczeŒ zdobytych przez zesp·ğ badawczy w trakcie wczeŜniejszych 

badaŒ. Wysokie wymagania dotyczŃce czystoŜci wykorzystywanego sprzňtu, takiego jak kriomikrotom, 

oraz przewodzŃcych szkieğek ITO, miağy na celu maksymalizacjň intensywnoŜci sygnağu analitycznego oraz 

minimalizacjň zakğ·ceŒ pochodzŃcych z procesu preparatyki. 

5.4.2. Specyfikacja pomiar·w spektrometrii mas MALDI-TOF 

Do analiz spektrometrycznych zastosowano aparat UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF (Bruker 

Daltonics, Brema, Niemcy) wyposaŨony w laser typu Smartbeam II pracujŃcy z czňstotliwoŜciŃ 2 kHz. 

Wszystkie parametry pomiarowe zostağy uprzednio zoptymalizowane w ramach wieloetapowego procesu 

wstňpnej kalibracji warunk·w eksperymentalnych. Jonizacja odbywağa siň przy napiňciu przyspieszajŃcym 

25 kV, z impulsowym wyodrňbnianiem jon·w (ang. pulsed ion extraction) ustawionym na 120 ns oraz 

tğumieniem jon·w (ang. ion suppression) o masie do 100 Da. 

Proces dob·r matryc zostağ szczeg·ğowo zaprezentowany i opisany w rozdziale 5.4.3. Widma 

rejestrowano w trybie jonizacji dodatniej z zastosowaniem reflektora, w zakresie od 200 do 3000 m/z. 

Kalibracjň zewnňtrznŃ przeprowadzono przy uŨyciu Peptide Calibration Standard II (Bruker Daltonics, 

Brema, Niemcy) oraz znanych jon·w macierzy, takich jak sygnağ 273 m/z odpowiadajŃcy jonowi [2DHB-

2H O+H]  pochodzŃcemu z matrycy DHB [100]. SzerokoŜĺ rastra ustawiono na 200 ɛm dla wszystkich 

analizowanych pr·bek. Z kaŨdego punktu ablacji zbierano ğŃcznie 400 impuls·w lasera, z czego 20 

impuls·w przypadağo na jednŃ pozycjň analizowanego rastra. średnica ogniska lasera zostağa dostosowana 

w taki spos·b, aby zapewniĺ optymalne warunki przestrzenne dla uzyskania map rozkğadu jon·w. 

Do zbierania widm wykorzystano oprogramowanie FlexControl w wersji 3.4 (Bruker Daltonics), 

natomiast przetwarzanie danych i generowanie obraz·w molekularnych przeprowadzono przy uŨyciu 

programu FlexImaging w wersji 4.0. Analiza widm odbywağa siň na podstawie oprogramowania mMass. 

Usykane na tej drodze widma fragmentacyjne zostağy przedstawione w rozdziale 6.3.3. 
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Do wsparcia identyfikacji lipid·w wykorzystano technikň fragmentacji opartŃ na technologii LIFT. 

Jest to opatentowane rozwiŃzanie firmy Bruker Daltonics, stosowane w spektrometrach typu MALDI-

TOF/TOF, kt·re umoŨliwia przeprowadzenie analizy MS/MS (fragmentacji jon·w) bez koniecznoŜci ich 

wczeŜniejszego wychwycenia do puğapki jonowej, co wyr·Ũnia tň metodň spoŜr·d innych technik 

tandemowej spektrometrii mas. Selekcja jon·w rodzicielskich byğa przeprowadzona manualnie dla kaŨdego 

widma MS/MS, co zapewniağo precyzyjnŃ interpretacjň uzyskanych danych fragmentacyjnych. 

5.4.3. Strategia doboru matryc do analizy lipidowej 

Optymalizacja kluczowych parametr·w, takich jak liczba warstw matrycy czy wysokoŜĺ dyszy nad 

pr·bkŃ, znaczŃco wpğywa na jakoŜĺ oraz powtarzalnoŜĺ uzyskiwanych widm masowych. Ponadto 

umoŨliwia pozyskanie wysokiej jakoŜci danych z pr·bek biologicznych, jednoczeŜnie minimalizujŃc ryzyko 

utraty informacji dotyczŃcych przestrzennego rozmieszczenia analizowanych zwiŃzk·w. Wyb·r 

odpowiedniej matrycy okazuje siň kluczowy dla efektywnej wizualizacji docelowych czŃsteczek, gdyŨ 

r·Ũne matryce mogŃ prowadziĺ do istotnych r·Ũnic w generowanych mapach jon·w. Jak wykazano  

w publikacji [87], obraz jon·w uzyskany dla tej samej pr·bki moŨe znaczŃco r·Ũniĺ siň w zaleŨnoŜci od 

zastosowanej matrycy. W zwiŃzku z tym, przy por·wnywaniu wynik·w oraz interpretacji biologicznej 

danych obrazowych pozyskanych metodŃ MALDI-MS, konieczne jest zachowanie szczeg·lnej ostroŨnoŜci. 

Do test·w por·wnawczych zastosowanych matryc wybrano trzy reprezentatywne pr·bki tkanek 

miňŜniowych, zr·Ũnicowane pod wzglňdem obrazu morfologicznego i klinicznego: pr·bkň z dominujŃcŃ 

zawartoŜciŃ tkanki tğuszczowej (oznaczonŃ dalej w pracy jako tğuszcz), pr·bkň wykazujŃcŃ cechy 

aktywnego zapalenia miňŜnia (zapalenie) oraz pr·bkň nieobjňtŃ procesem chorobowym (kontrola). 

Kwalifikacja pr·bek zostağa przeprowadzona na podstawie formalnych raport·w rozpoznaŒ 

neuropatologicznych, postawionych w ramach standardowej, specjalistycznej diagnostyki 

miopatologicznej. Tak dobrany zestaw materiağu umoŨliwiğ ocenň wpğywu stanu tkanki na jakoŜĺ oraz 

efektywnoŜĺ uzyskiwanych widm w analizach MALDI. Pr·bki te posğuŨyğy do wstňpnej optymalizacji 

warunk·w napylania oraz doboru odpowiedniej matrycy. Na ich podstawie oceniono takŨe jakoŜĺ widm 

oraz liczbň moŨliwych do zidentyfikowania sygnağ·w lipidowych. Docelowa analiza zostağa nastňpnie 

przeprowadzona na rozszerzonym zbiorze pr·bek, reprezentujŃcym spektrum stan·w klinicznych. 

W celu optymalizacji procedury nanoszenia matrycy do analizy lipid·w metodŃ obrazowania 

spektrometrii mas z jonizacjŃ laserowŃ wspomaganŃ matrycŃ, zastosowano podejŜcie zaproponowane przez 

zesp·ğ A. BodzoŒ-Kuğakowskiej oraz P. Mielczarka, z kt·rym prowadzono wsp·ğpracň podczas realizacji 

niniejszych pomiar·w. Punktem odniesienia byğa publikacja ĂMatrix-assisted laser desorption/ionization 

mass spectrometry imaging sample preparation using wet-interface matrix deposition for lipid analysisò 

[87], w kt·rej przeanalizowano skutecznoŜĺ r·Ũnych matryc w dw·ch trybach jonizacji. Ze wzglňdu na ich 

wysoki potencjağ analityczny w badaniach lipidomicznych, zastosowano identyczne warunki 
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przygotowania pr·bek takŨe w niniejszej pracy. W trybie dodatnim (ang. positive ion mode) testowano 

roztwory: 25 mg/ml 2,5-dihydroksybenzoesanu (DHB) w 50% metanolu (MeOH) z dodatkiem 0,2% kwasu 

trifluorooctowego (TFA) oraz 2,5 mg/ml 1,5-diaminonaftalenu (DAN) w 50% acetonitrylu (ACN). 

Natomiast w trybie ujemnym (ang. negative ion mode) zastosowano 2,5 mg/ml 1,5-diaminonaftalenu  

w 50% acetonitrylu. 

Dob·r zastosowanych matryc opierağ siň na ich udokumentowanej skutecznoŜci w analizie lipid·w. 

Matryca DHB jest powszechnie uznawana za standard w trybie jonizacji dodatniej, natomiast DAN, ze 

wzglňdu na swojŃ uniwersalnoŜĺ oraz wysokŃ czuğoŜĺ wobec mağoczŃsteczkowych metabolit·w i lipid·w, 

jest rekomendowany do stosowania w trybie jonizacji ujemnej. W literaturze opisano stosowanie r·Ũnych 

stňŨeŒ matrycy DHB, najczňŜciej mieszczŃcych siň w zakresie od 7 mg/ml [101] do 50 mg/ml [102]. Jako 

rozpuszczalniki stosuje siň gğ·wnie metanol [103] oraz acetonitryl [104, 105], chociaŨ spotyka sŃ r·wnieŨ 

etanol [106] oraz mieszaniny chloroformu z metanolem [107]. Taka r·ŨnorodnoŜĺ umoŨliwia optymalizacjň 

procesu nanoszenia matrycy oraz poprawň jakoŜci uzyskiwanych widm masowych. Ponadto matryca DHB 

charakteryzuje siň wysokŃ intensywnoŜciŃ sygnağu oraz bardzo korzystnym stosunkiem sygnağu do szumu, 

co czyni jŃ szczeg·lnie rekomendowanŃ do analizy lipid·w w trybie jonizacji dodatniej, r·wnieŨ w badanich 

prowadzonych przez P. Mielczarka i wsp·ğpracownik·w [88, 105]. 

Macierz DAN zdobywa coraz wiňkszŃ popularnoŜĺ w analizie metodŃ MALDI w trybie jonizacji 

ujemnej. W literaturze opisano stosowanie roztwor·w DAN w stňŨeniu 25 mg/ml, przygotowanych  

w mieszaninie acetonitrylu z wodŃ w stosunku 1 : 1 (v/v) [108], jak r·wnieŨ formň chlorowodorku DAN 

[109]. Matryca ta charakteryzuje siň wysokŃ czuğoŜciŃ oraz reprezentatywnoŜciŃ sygnağ·w zar·wno dla 

mağych metabolit·w, jak i lipid·w, szczeg·lnie w zakresie mas poniŨej 400 Da. W por·wnaniu z innymi 

powszechnie stosowanymi matrycami, takimi jak 9-aminoakrydynon (9-AA)  czy DHB, DAN zapewnia 

wyŨszŃ efektywnoŜĺ jonizacji oraz szerszy zakres detekcji, co czyni jŃ atrakcyjnym i uniwersalnym 

wyborem do obrazowania oraz profilowania zwiŃzk·w w trybie jonizacji ujemnej [108]. 

Zastosowane w badaniach odczynniki charakteryzowağy siň najwyŨsza dostňpnŃ czystoŜciŃ 

analitycznŃ. Acetonitryl i metanol o czystoŜci gradientowej HPLC pozyskano od firmy JT Baker 

(Amsterdam, Holandia). Etanol pochodziğ od firmy Avantor (Gliwice, Polska), natomiast chloroform oraz 

ultraczystŃ wodň klasy LC-MS zakupiono od Sigma-Aldrich/Merck (Darmstadt, Niemcy). Matryce 

wykorzystane w analizach MALDI, w tym DHB oraz TFA, r·wnieŨ pochodziğy od Sigma-Aldrich/Merck. 

Aplikacja matryc na powierzchniň pr·bek odbywağa siň przy uŨyciu automatycznego systemu 

dozujŃcego SunCollect (SunChrom GmbH, Friedrichsdorf, Niemcy). Proces napylania prowadzono 

warstwowo, z wykorzystaniem zmiennego natňŨenia przepğywu roztworu matrycy, zgodnie z zaleceniami 

producenta. Parametry aplikacji obejmowağy przepğyw 10 ÕL/min dla pierwszej warstwy, 20 ÕL/min dla 

drugiej, 30 ÕL/min dla trzeciej, 40 ÕL/min dla czwartej oraz 60 ÕL/min dla kolejnych warstw. Matryca byğa 

nanoszona dyszŃ poruszajŃcŃ siň z prňdkoŜciŃ 600 mm/min, przy liniowym odstňpie ŜcieŨek napylania 

wynoszŃcym 2 mm. 
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W zaleŨnoŜci od zastosowanego trybu jonizacji, dobierano odpowiedniŃ liczbň warstw matrycy oraz 

wysokoŜĺ napylania. W przypadku matrycy DHB, zaobserwowano wzrost intensywnoŜci sygnağu wraz ze 

zwiňkszaniem odlegğoŜci koŒc·wki dyszy od powierzchni pr·bki. Matryca ta jest powszechnie 

rekomendowana w analizie lipid·w, szczeg·lnie w kontekŜcie obrazowania tkanek biologicznych. Na 

podstawie analiz przeprowadzonych przez zesp·ğ badawczy wsp·ğpracujŃcy przy realizacji pomiar·w 

MALDI na potrzeby niniejszej rozprawy, ustalono optymalne parametry aplikacji DHB: 12 warstw matrycy 

nanoszono z odlegğoŜci z = 5, co odpowiada okoğo 10 mm.  

W przypadku trybu jonizacji ujemnej, zastosowano matrycň DAN, kt·rej nanoszenie 

przeprowadzono w 16 warstwach, przy maksymalnej moŨliwej odlegğoŜci dyszy od pr·bki (z = 1), 

odpowiadajŃcej okoğo 50 mm. Zastosowane parametry napylania matrycy zostağy dobrane w spos·b 

umoŨliwiajŃcy maksymalizacjň jakoŜci jonizacji zwiŃzk·w lipidowych, przy jednoczesnym uwzglňdnieniu 

wczeŜniejszych doŜwiadczeŒ zespoğu badawczego w zakresie analizy tkanek biologicznych metodŃ 

obrazowania spektrometrii masowej MALDI. Kryteriami optymalizacji byğy przede wszystkim: 

intensywnoŜĺ sygnağu oraz stosunek sygnağu do szumu (signal-to-noise ratio, S/N), zgodnie z metodykŃ 

opisanŃ m.in. w pracy [108]. 

Przykğadowy schemat prezentujŃcy spos·b rozmieszczenia matrycy na trzech typach 

analizowanych skrawk·w zostağ przedstawiony na rysunku 5.11. Na rysunku 5.12 A zaprezentowano skan 

szkieğka ITO z naniesionymi trzema typami pr·bek biologicznych: tkankŃ z cechami zapalenia, tkankŃ 

tğuszczowŃ oraz tkankŃ o morfologii mieszczŃcej siň w granicach normy. Po lewej stronie ukazano pr·bki 

z napylonŃ matrycŃ DHB, po prawej z matrycŃ DAN. W obu przypadkach ukğad pr·bek byğ identyczny - 

od lewej do prawej: zapalenie, tğuszcz, norma. 

W celu por·wnania uzyskanych widm masowych, dla kaŨdej pr·bki wykonano 7 serii po 20 

strzağ·w laserowych. Przykğadowe obszary skanowania przedstawiono na rysunku 5.12 B w powiňkszeniu 

50%, natomiast rysunek 5.12 C ilustruje powiňkszenie jednego z analizowanych skrawk·w tkanki 

tğuszczowej w skali 800%. Widoczne r·Ũowe punkty odpowiadajŃ poszczeg·lnym pozycjom ogniskowania 

wiŃzki lasera, natomiast zielony obszar wyznacza rzeczywisty fragment pr·bki poddany analizie masowej 

w kontekŜcie doboru matrycy. 

 

Rysunek 5.11 Schemat przedstawiajŃcy rozmieszczenie przekroj·w tkanek miňŜniowych na szkieğku ITO, 

zastosowanego podczas oceny doboru matryc do dalszych etap·w analizy MALDI. 
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Rysunek 5.12 A - Skan szkieğka ITO z trzema typami pr·bek: zapalenie, tğuszcz, norma. Po lewej - matryca DHB, po 

prawej DAN. B - powiňkszenie analizowanego obszaru z matrycŃ DHB (50%). C - powiňkszenie skrawka tğuszczu 

(800%); r·Ũowe punkty - pozycje lasera, zielony obszar - strefa analizy. 

Wszystkie uzyskane widma zostağy poddane analizie por·wnawczej pod kŃtem r·Ũnic w profilach 

lipidowych z wykorzystaniem oprogramowania mMass [110]. Zaobserwowano zr·Ũnicowanie zar·wno  

w wartoŜciach m/z, jak i w intensywnoŜciach sygnağ·w jonowych, co przedstawiono na rysunku 5.13. 

Dodatkowo oceniono powtarzalnoŜĺ sygnağ·w w kolejnych skanach, wykazujŃc wysokŃ zgodnoŜĺ  

i charakter rekursywny uzyskiwanych wynik·w. Na podstawie przeprowadzonych por·wnaŒ stwierdzono, 

Ũe w analizie prowadzonej w trybie jonizacji dodatniej, matryca oparta na 2,5-dihydroksybenzoesanie 

wykazuje wyŨszŃ efektywnoŜĺ niŨ matryca zawierajŃca 1,5-diaminonaftalen. Potwierdzeniem tego jest 

wiňksza liczba oraz intensywnoŜĺ zarejestrowanych sygnağ·w jonowych. Opisane r·Ũnice zilustrowano na 

rysunku 5.14. 

 

Rysunek 5.13 Widma MALDI uzyskane z dw·ch matryc (DHB i DAN) dla trzech typ·w pr·bek biologicznych 

(tkanka z cechami zapalenia, tkanka tğuszczowa oraz tkanka o morfologii mieszczŃcej siň w granicach normy). 
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Rysunek 5.14 Zbiorcze widma MALDI uzyskane dla matryc DHB i DAN, prezentujŃce por·wnanie liczby 

zarejestrowanych pik·w m/z. WyŨsza intensywnoŜĺ sygnağ·w w przypadku zastosowaniu matrycy DHB Ŝwiadczy  

o efektywnoŜci w analizie molekularnej tkanek. 

Aby oceniĺ wpğyw tolerancji masowej na liczbň potencjalnych przypisaŒ lipid·w w uzyskanym 

spektrum masowym, przeprowadzono analizň danych dla trzech reprezentatywnych typ·w tkanek: 

zapalenie, tğuszcz oraz granice normy. Analiza zostağa wykonana dla r·Ũnych wartoŜci tolerancji masowej, 

a wyniki zestawiono w tabeli 5.1. 

Tabela 5.1 Liczba przypisanych sygnağ·w masowych (anotacji) w zaleŨnoŜci od tolerancji masowej dla danych typ·w 

pr·bek. 

Tolerancja (Da) Zapalenie Tğuszcz Granice normy 

0,10 196 231 285 

0,07 135 153 190 

0,05 91 106 135 

 

Z analizy wynika, Ũe wyŨsza tolerancja masowa (0,10 Da) umoŨliwia przypisanie znacznie wiňkszej 

liczby sygnağ·w, jednak wiŃŨe siň to z obniŨeniem specyficznoŜci oraz zwiňkszonym ryzykiem bğňdnej 

identyfikacji zwiŃzk·w chemicznych. Natomiast niŨsza tolerancja (0,05 Da) znaczŃco ogranicza liczbň 

anotacji, co z kolei podnosi wiarygodnoŜĺ uzyskanych identyfikacji na podstawie mierzonych wartoŜci m/z. 

Dodatkowo, niezaleŨnie od przyjňtej tolerancji, pr·bki o morfologii mieszczŃcej siň w granicach normy 

charakteryzowağy siň najwiňkszŃ liczbŃ sygnağ·w przypisanych do znanych lipid·w, co moŨe 

odzwierciedlaĺ ich lepszŃ integralnoŜĺ strukturalnŃ oraz bardziej kompleksowy profil lipidowy  

w por·wnaniu do pozostağych badanych pr·bek. 

Na rysunku 5.15 przedstawiono mapy rozkğadu intensywnoŜci dla wybranych wartoŜci m/z, 

uzyskane podczas optymalizacji doboru matryc oraz oceny ich skutecznoŜci. Wszystkie obrazy wykonano 
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na skrawkach tkanek miňŜniowych analizowanych w trybie dodatnim, przy uŨyciu matrycy DHB. Obrazy 

ilustrujŃ przestrzenne rozmieszczenie poszczeg·lnych jon·w lipidowych, potwierdzajŃc skutecznoŜĺ 

zastosowanej matrycy w detekcji i wizualizacji potencjalnych marker·w chorobowych. KaŨda mapa zostağa 

oznaczona literŃ (A - K) i odpowiada konkretnej wartoŜci m/z z dokğadnoŜciŃ Ñ 0,5 Da. 
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Rysunek 5.15 Zestawienie map intensywnoŜci sygnağu dla wybranych jon·w lipidowych (m/z), obrazujŃcych ich 

rozmieszczenie w tkankach miňŜniowych analizowanych metodŃ MALDI-MS w trybie jonizacji dodatniej  

z zastosowaniem matrycy DHB. KaŨda mapa oznaczona literŃ (A - K) odpowiada wartoŜci m/z z dokğadnoŜciŃ  

Ñ 0,5 Da: A - 798,51; B - 786,42; C - 782,55; D - 780,66; E - 758,41; F - 756,49; G - 760,60; H - 616,23; I - 603,46;  

J - 522,48; K - 407,30. 

Analogicznie, na rysunku 5.16 przedstawiono mapy rozkğadu intensywnoŜci sygnağu dla wybranych 

jon·w lipidowych na skrawkach tkanek miňŜniowych analizowanych w trybie ujemnym z zastosowaniem 

matrycy DAN. Obrazy obrazujŃ przestrzenne rozmieszczenie wybranych zwiŃzk·w i potwierdzajŃ 

skutecznoŜĺ zastosowanej matrycy w detekcji oraz wizualizacji potencjalnych marker·w chorobowych. 

KaŨda mapa zostağa oznaczona literŃ (A - I) i odpowiada konkretnej wartoŜci m/z z dokğadnoŜciŃ Ñ 0,2 Da. 
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Rysunek 5.16 Zestawienie map intensywnoŜci sygnağu dla wybranych jon·w lipidowych (m/z), obrazujŃcych ich 

rozmieszczenie w tkankach miňŜniowych analizowanych metodŃ MALDI-MS w trybie jonizacji ujemnej  

z zastosowaniem matrycy DAN. KaŨda mapa oznaczona literŃ (A - K) odpowiada wartoŜci m/z z dokğadnoŜciŃ Ñ 0,2 

Da, odpowiednio dla: A - 883,50 m/z, B - 696,18 m/z, C - 454,30 m/z, D - 567,14 m/z, E - 546,05 m/z, F - 521,07 m/z, 

G - 333,59 m/z, H - 323,10 m/z, I - 307,29 m/z. 

5.4.4. Fragmentacja jon·w metodŃ LIFT w analizie MS/MS 

Technologia LIFT opracowana przez firmň Bruker stanowi zaawansowanŃ metodň analizy 

tandemowej w spektrometrii mas typu MALDI-TOF/TOF, umoŨliwiajŃcŃ uzyskiwanie widm 

fragmentacyjnych (MS/MS) bez koniecznoŜci zastosowania klasycznych kom·r zderzeniowych czy 

puğapek jonowych. Jest to podejŜcie wyjŃtkowo korzystne w kontekŜcie analizy zğoŨonych pr·bek 

biologicznych, gdzie kluczowe znaczenie ma zachowanie integralnoŜci czŃsteczek oraz wysoka czuğoŜĺ  

i dokğadnoŜĺ analityczna. Zasada dziağania technologii LIFT opiera siň na wykorzystaniu dedykowanego 

moduğu przyspieszajŃcego (tzw. komory LIFT), w kt·rym dochodzi do selektywnego zwiňkszenia energii 

kinetycznej wczeŜniej wyizolowanych jon·w prekursorowych. W pierwszym etapie analizy MS 

generowane jest peğne widmo jon·w, z kt·rego wybierany jest jon o okreŜlonym stosunku masy do ğadunku 

(m/z), okreŜlany jako jon rodzicielski (prekursor). Nastňpnie jon ten trafia do komory LIFT, gdzie nastňpuje 

podniesienie potencjağu (ang. potential lift) - kluczowy etap technologii LIFT. Jony kontynuujŃ ruch  

z zachowaniem tej samej prňdkoŜci, przechodzŃc do komory ogniskujŃcej (ang. focusing cell), w kt·rej 

potencjağ na kolejnej elektrodzie jest obniŨany o kilka kV, powodujŃc ich przyspieszenie. W ostatnim etapie 

jony zostajŃ dodatkowo przyspieszone w procesie postakceleracji (ang. post-acceleration cell), co 

umoŨliwia ich czasowe skupienie w detektorze [111].  

Zastosowanie tej technologii jest szczeg·lnie korzystne w kontekŜcie detekcji jon·w  

o niskiej masie i niewysokiej intensywnoŜci, kt·re w standardowym trybie czňsto pozostajŃ niewidoczne  

z powodu niskiej efektywnoŜci fragmentacji lub ograniczonej czuğoŜci detektora. Technologia LIFT 

zapewnia wysokŃ rozdzielczoŜĺ oraz skutecznoŜĺ identyfikacji nawet sğabo reprezentowanych produkt·w 

fragmentacji. Dodatkowo pozwala na skr·cenie czasu analizy, oraz redukcjň interferencji tğa, co czyni jŃ 

narzňdziem wyjŃtkowo uŨytecznym w analizie pr·bek biologicznych. Ze wzglňdu na swojŃ precyzjň, 

szybkoŜĺ oraz moŨliwoŜĺ integracji z molekularnym obrazowaniem MSI, technologia ta znajduje szerokie 

zastosowanie w nowoczesnych badaniach lipidomicznych, proteomicznych oraz metabolomicznych [111ï

113]. 
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6. Wyniki oraz dyskusja 

6.1. Technika PIXE 

6.1.1. Obserwacje rozkğad·w pierwiastkowych 

Zaprezentowane w tym rozdziale wyniki zostağy przedstawione podczas miňdzynarodowej 

konferencji NUTECH we wrzeŜniu 2020 oraz opisane w publikacji zatytuğowanej ñSub-cellular elemental 

imaging of human muscle tissues affected by neuromuscular diseasesò [34].  

W przypadku analiz wykonanych metodŃ PIXE, materiağ badawczy obejmowağ cztery skrawki 

tkanek miňŜniowych, wyselekcjonowanych zgodnie z klasyfikacjŃ przedstawionŃ w rozdziale 5.1. Dwie 

pr·bki pochodziğy z grupy kontrolnej C, natomiast po jednej z grupy miopatii  M i dystrofii D. Przypisanie 

pr·bek do poszczeg·lnych grup oparto na rozpoznaniach kliniczno-patologicznych. Z kaŨdego skrawka 

wykonano wielopunktowe pomiary, umoŨliwiajŃce ocenň rozkğadu pierwiastk·w w obrňbie pr·bki oraz 

por·wnania miňdzygrupowe. Szczeg·ğowe informacje dotyczŃce liczby punkt·w pomiarowych oraz metod 

analizy danych przedstawiono w kolejnych sekcjach analitycznych. 

Analiza wynik·w pomiar·w wykonanych metodŃ PIXE, przedstawionych w rozdziale 5.2.4  

w postaci szczeg·ğowych map przestrzennego rozkğadu intensywnoŜci promieniowania 

charakterystycznego, ujawniğa znaczŃce r·Ũnice w rozmieszczeniu pierwiastk·w pomiňdzy r·Ũnymi 

stanami strukturalnymi tkanki miňŜniowej. W obrňbie wszystkich badanych pr·bek stwierdzono obecnoŜĺ 

podstawowych skğadnik·w mineralnych takich jak s·d, magnez, fosfor, siarka, chlor oraz potas. Pierwiastki 

te charakteryzowağy siň wyraŦnie podwyŨszonym stňŨeniem wzglňdem pozostağych analizowanych 

pierwiastk·w, co jest zgodne z ich znanŃ rolŃ w utrzymaniu homeostazy i funkcjonowaniu kom·rek 

miňŜniowych. Dodatkowo, w wybranych obszarach tkanki przedstawionych na rysunku 5.7 zaobserwowano 

punktowe akumulacje pierwiastk·w Ŝladowych, w tym Ũelaza oraz cynku. Rozmieszczenie tych 

pierwiastk·w wykazywağo charakter ogniskowy, co moŨe wskazywaĺ na ich specyficzne zaangaŨowanie  

w lokalne procesy metaboliczne, stres oksydacyjny lub zmiany patologiczne zachodzŃce w tkance 

miňŜniowej. Taka heterogenicznoŜĺ przestrzenna pierwiastkowego skğadu moŨe stanowiĺ cenny wskaŦnik 

diagnostyczny, pozwalajŃcy na lepsze zrozumienie mechanizm·w molekularnych towarzyszŃcych r·Ũnym 

stanom chorobowym. 

6.1.2. Test Kruskala-Wallisa oraz Shapiro-Wilka  

PoniewaŨ rozkğad danych nie speğniağ zağoŨeŒ normalnoŜci, co potwierdziğ test Shapiro-Wilka 

(przeprowadzony osobno dla kaŨdej zmiennej w podziale na grupy), zastosowanie klasycznych test·w 

parametrycznych (takich jak jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA) nie byğo uzasadnione.  
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W zwiŃzku z tym przeprowadzono nieparametryczny test Kruskala-Wallisa, bňdŃcy odpowiednikiem 

ANOVY dla danych nieprezentujŃcych rozkğadu normalnego. Test ten ocenia, czy istniejŃ statystycznie 

istotne r·Ũnice miňdzy medianami co najmniej trzech niezaleŨnych grup, bazujŃc na rangach obserwacji,  

a nie na ich bezwzglňdnych wartoŜciach.  

W celu oceny normalnoŜci rozkğadu danych dla kaŨdej zmiennej w obrňbie analizowanych grup, 

zastosowano test Shapiro-Wilka. Test ten ocenia zgodnoŜĺ rozkğadu danych z rozkğadem normalnym, a jego 

statystyka, oznaczona jako W, przyjmuje wartoŜci z zakresu od 0 do 1. Im bliŨsza wartoŜci 1, tym wiňksze 

podobieŒstwo do rozkğadu normalnego. WartoŜci W znacznie odbiegajŃce od 1 (w szczeg·lnoŜci < 0,9),  

w poğŃczeniu z niskim poziomem istotnoŜci (p < 0,05), wskazujŃ na odrzucenie hipotezy o normalnoŜci. 

Wyniki testu, przedstawione w tabeli 6.1, jednoznacznie wykazağy, Ũe zdecydowana wiňkszoŜĺ 

analizowanych zmiennych w poszczeg·lnych grupach wykazuje istotne odchylenia od normalnoŜci. 

Przykğadowo, dla sodu w grupie kontrolnej odnotowano W = 0,889 oraz p < 0,05, natomiast dla magnezu 

w tej samej grupie W = 0,734, p < 0,05. Szczeg·lnie silne odchylenia zauwaŨono dla pierwiastk·w takich 

jak cynk i brom, gdzie dla cynku w grupie miopatii W wyniosğo 0,176, przy p < 0,05, natomiast dla bromu 

w grupie kontrolnej W = 0,167, p < 0,05. Dodatkowo, Ũelazo (W = 0,620, p < 0,05) oraz fosfor (W = 0,397, 

p < 0,05) r·wnieŨ wykazağy wyraŦny brak rozkğadu normalnego. WZ tego teŨ powodu w dalszej analizie 

zastosowano metody nieparametryczne, kt·re nie wymagajŃ zağoŨenia normalnoŜci danych. 

W zwiŃzku z powyŨszym, zastosowanie nieparametrycznego testu Kruskala-Wallisa byğo 

uzasadnione. Statystyka testowa Kruskala-Wallisa, oznaczana jako H, mierzy stopieŒ rozproszenia rang 

wok·ğ median w poszczeg·lnych grupach. Wysokie wartoŜci H sugerujŃ istotne r·Ũnice w rozkğadach 

badanych grup, co moŨe prowadziĺ do odrzucenia hipotezy zerowej o ich jednorodnoŜci. Wyniki testu 

przedstawiono w tabeli 6.2. Przedstawia ona wyniki nieparametrycznego testu Kruskala-Wallisa 

przeprowadzonego dla kaŨdego pierwiastka osobno, celem oceny r·Ũnic w zawartoŜci chemicznej miňdzy 

trzema analizowanymi grupami C, D i M. Statystyka testowa H odzwierciedla ğŃcznŃ rangň r·Ũnic miňdzy 

grupami, im wyŨsza wartoŜĺ H, tym silniejsze r·Ũnice miňdzy medianami badanych grup. WartoŜci  

p wskazujŃ poziom istotnoŜci statystycznej tych r·Ũnic. W analizie stwierdzono istotne r·Ũnice pomiňdzy 

grupami dla wszystkich analizowanych pierwiastk·w. Najwiňksze wartoŜci H odnotowano dla fosforu  

(H = 1674,512, p < 0,05), siarki (H = 1619,567, p < 0,05), magnezu (H = 1439,039, p < 0,05) oraz sodu  

(H = 1384,723, p < 0,05). Nawet w przypadku bromu, gdzie wartoŜĺ H byğa relatywnie niska (H = 15,053), 

uzyskano statystycznie istotny wynik, ŜwiadczŃcy o znaczŃcych r·Ũnicach miňdzygrupowych r·wnieŨ dla 

tego pierwiastka. 
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Tabela 6.1 Wyniki testu Shapiro-Wilka oceniajŃcego normalnoŜĺ rozkğadu danych dla poszczeg·lnych pierwiastk·w 

w obrňbie badanych grup.  

Pierwiastek  Grupa      Statystyka W  p-value  

 Kontrola 0,889 p < 0,05 

Na Miopatia 0,958 p < 0,05 

 Dystrofia 0,964 p < 0,05 

 Kontrola 0,734 p < 0,05 

Mg Miopatia 0,822 p < 0,05 

 Dystrofia 0,954 p < 0,05 

 Kontrola 0,397 p < 0,05 

P Miopatia 0,985 p < 0,05 

 Dystrofia 0,980 p < 0,05 

 Kontrola 0,961 p < 0,05 

S Miopatia 0,950 p < 0,05 

 Dystrofia 0,843 p < 0,05 

 Kontrola 0,462 p < 0,05 

Cl Miopatia 0,977 p < 0,05 

 Dystrofia 0,963 p < 0,05 

 Kontrola 0,916 p < 0,05 

K Miopatia 0,982 p < 0,05 

 Dystrofia 0,902 p < 0,05 

 Kontrola 0,620 p < 0,05 

Fe Miopatia 0,845 p < 0,05 

 Dystrofia 0,429 p < 0,05 

 Kontrola 0,371 p < 0,05 

Zn Miopatia 0,176 p < 0,05 

 Dystrofia 0,586 p < 0,05 

 Kontrola 0,167 p < 0,05 

Br Miopatia 0,115 p < 0,05 

 Dystrofia 0,257 p < 0,05 
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Tabela 6.2. Wyniki testu Kruskala-Wallisa przeprowadzonego dla poszczeg·lnych pierwiastk·w, majŃcego na celu 

ocenň istotnoŜci r·Ũnic miňdzy trzema grupami badawczymi C, D i M. 

Pierwiastek  H (statystyka)    p-value 

Na 1384,723 p < 0,05  

Mg 1439,039 p < 0,05  

P 1674,512 p < 0,05  

S 1619,567 p < 0,05  

Cl 475,471 p < 0,05  

K 980,877 p < 0,05  

Fe 392,815 p < 0,05  

Zn 93,456 p < 0,05  

Br 15,053 p < 0,05  

 

Wyniki testu Kruskala-Wallisa dostarczajŃ dowod·w pozwalajŃcych na stwierdzenie , Ũe rozkğady 

zawartoŜci pierwiastk·w r·ŨniŃ siň istotnie pomiňdzy analizowanymi grupami. Otrzymane rezultaty 

uzasadniajŃ przeprowadzenie dalszych analiz post hoc (np. statystyki U Manna-Whitneyôa dla par grup) 

oraz zastosowanie metod eksploracyjnych takich jak analiza gğ·wnych skğadowych (ang. Principal 

Component Analysis, PCA) czy liniowa analiza dyskryminacyjna (ang. Linear Discriminant Analysis, 

LDA), w celu identyfikacji pierwiastk·w o najwyŨszej wartoŜci dyskryminacyjnej i interpretacji zaleŨnoŜci 

wielowymiarowych pomiňdzy pr·bkami. 

6.1.3. Test U Manna-Whitneyôa 

Celem przeprowadzonej analizy byğo okreŜlenie r·Ũnic w skğadzie pierwiastkowym pr·bek 

miňŜniowych pochodzŃcych z trzech grup badawczych: M, D oraz C. Ocenie poddano nastňpujŃce 

pierwiastki: s·d, magnez, fosfor, siarkň, chlor, potas, Ũelazo, cynk oraz brom. Analizy wykonano w celu 

zidentyfikowania potencjalnych biomarker·w zaburzeŒ miňŜniowych oraz charakterystyki ich dystrybucji 

w zmienionej patologicznie tkance. 

Do oceny r·Ũnic w skğadzie pierwiastkowym pomiňdzy parami: M-C, M-D oraz C-D, zastosowano 

test U Manna-Whitneyôa. Jest to nieparametryczna metoda statystyczna sğuŨŃca do por·wnania dw·ch 

niezaleŨnych pr·b, szczeg·lnie wskazana w przypadku danych, kt·re nie speğniajŃ zağoŨeŒ normalnoŜci 

rozkğadu. Test ten ocenia, czy rozkğady zmiennych w dw·ch grupach r·ŨniŃ siň istotnie pod wzglňdem 

mediany, co pozwala na wykrycie subtelnych, lecz znaczŃcych r·Ũnic miňdzy badanymi populacjami. 

Kluczowe parametry tabeli: 

¶ U - statystyka testu U Manna-Whitneyôa; wartoŜci bliskie 0 lub bardzo mağe wskazujŃ na duŨŃ 

r·Ũnicň miňdzy grupami. 
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¶ Z - standaryzowana wersja statystyki U, pozwalajŃca oceniĺ, jak bardzo obserwowany wynik r·Ũni 

siň od oczekiwanego przy braku r·Ũnic miňdzy grupami (hipoteza zerowa). Im wiňksza 

bezwzglňdna wartoŜĺ Z, tym silniejszy dow·d na r·Ũnicň miňdzy grupami. Z wartoŜci ujemnej 

wynika, Ũe wartoŜci w pierwszej grupie sŃ przeciňtnie niŨsze niŨ w drugiej.  

¶ p - poziom istotnoŜci (ang. p-value); wartoŜĺ < 0,05 uznawano za statystycznie istotnŃ. 

¶ N - liczebnoŜĺ pr·b w kaŨdej z por·wnywanych grup. 

¶ WartoŜĺ p dwustronna - uwzglňdnia obie moŨliwoŜci r·Ũnic (wiňksza lub mniejsza zawartoŜĺ 

pierwiastka w danej grupie). 

Wyniki zilustrowano r·wnieŨ za pomocŃ wykres·w pudeğkowych (ang. box-whisker plots), 

ukazujŃcych strukturň rozkğadu danych w kaŨdej grupie, wraz z oznaczeniem wartoŜci Ŝrednich, median 

oraz zakresu zmiennoŜci. 

Analiza por·wnawcza miňdzy grupŃ M a C wykazağa istotne statystycznie r·Ũnice w zawartoŜci 

szeŜciu spoŜr·d dziewiňciu analizowanych pierwiastk·w (tabela 6.3). W grupie pacjent·w z miopatiŃ 

stwierdzono istotnie wyŨszŃ lub niŨszŃ zawartoŜĺ sodu, magnezu, fosforu, siarki, cynku oraz bromu  

(p < 0,05). Dla wszystkich wymienionych pierwiastk·w wartoŜĺ statystyki U wynosiğa 0, co oznacza 

cağkowite rozdzielenie rozkğad·w pomiňdzy grupami. świadczy to o znaczŃcych r·Ũnicach w zawartoŜci 

tych pierwiastk·w miňdzy zdrowŃ a zmienionŃ chorobowo tkankŃ miňŜniowŃ. Nie stwierdzono natomiast 

istotnych r·Ũnic w poziomach chloru, potasu ani Ũelaza (p > 0,05), co moŨe wskazywaĺ na ich brak 

zmiennoŜci niezaleŨnie od obecnoŜci zmian miopatycznych lub na niewystarczajŃcŃ moc statystycznŃ 

wynikajŃcŃ z ograniczonej liczby pr·bek (n = 2 dla grupy miopatii ). 

Tabela 6.3 Wyniki testu U Manna-Whitneyôa dla por·wnania zawartoŜci pierwiastk·w w grupie miopatii i kontrolnej. 

Pierwiastek 
N 

(Miopatia/Kontrola) 
U Z p 

p  

(dwustronna) 

IstotnoŜĺ 

statystyczna 

Na 2/10 0 -2,041 0,041 0,030 p < 0,05 

Mg 2/10 0 -2,041 0,041 0,030 p < 0,05 

P 2/10 0 -2,041 0,041 0,030 p < 0,05 

S 2/10 0 -2,041 0,041 0,030 p < 0,05 

Cl 2/10 6 -0,752 0,452 0,485 n.s. 

K 2/10 2 -1,611 0,107 0,121 n.s. 

Fe 2/10 6 -0,752 0,452 0,485 n.s 

Zn 2/10 0 -2,041 0,041 0,030 p < 0,05 

Br 2/10 0 -2,041 0,041 0,030 p < 0,05 

W por·wnaniu grupy dystroficznej z kontrolnŃ (tabela 6.4) istotne r·Ũnice statystyczne (p < 0,05) 

odnotowano w przypadku trzech pierwiastk·w: sodu, potasu oraz Ũelaza. Dla sodu i potasu wartoŜĺ 
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statystyki U wyniosğa 0, co sugeruje silne rozdzielenie rozkğad·w miňdzygrupowych i jednoznaczne r·Ũnice 

w poziomach tych pierwiastk·w. 

Tabela 6.4 Wyniki testu U Manna-Whitneyôa dla por·wnania zawartoŜci pierwiastk·w w grupie dystrofii i kontrolnej. 

Pierwiastek N (Dystrofia/Kontrola) U Z p 
p 

(dwustronna) 

IstotnoŜĺ 

statystyczna 

Na 3/10 0 2,451 0,014 0,007 p < 0,05 

Mg 3/10 6 1,437 0,151 0,161 n.s 

P 3/10 5 1,606 0,108 0,112 n.s 

S 3/10 7 1,268 0,205 0,217 n.s 

Cl 3/10 12 0,423 0,673 0,692 n.s 

K 3/10 0 2,451 0,014 0,007 p < 0,05 

Fe 3/10 1 2,282 0,022 0,014 p < 0,05 

Zn 3/10 10 0,761 0,447 0,468 n.s 

Br 3/10 7 -1,268 0,205 0,217 n.s 

 

Zestawienie wynik·w uzyskanych dla grupy miopatii  i dystrofii nie wykazağo Ũadnych istotnych 

statystycznie r·Ũnic w zawartoŜci Ũadnego z analizowanych pierwiastk·w (p > 0,05). MoŨe to sugerowaĺ 

zbliŨony profil biochemiczny obu typ·w uszkodzeŒ miňŜniowych, bŃdŦ stanowiĺ konsekwencjň mağej 

liczebnoŜci pr·b, co wpğywa na ograniczenie mocy analizy statystycznej. NiezaleŨnie od tego, 

zaobserwowane rozrzuty danych sugerujŃ potrzebň dalszych badaŒ z uwzglňdnieniem wiňkszej liczby 

pr·bek. 

Obserwacje wynikajŃce z analizy danych przedstawionej na wykresach pudeğkowych 

zaprezentowanych na rysunku 6.1 sŃ zgodne z wynikami testu U Manna-Whitneyôa przedstawionymi  

w tabelach 6.3 i 6.4. Dla pierwiastk·w, kt·rych zawartoŜĺ r·Ũni siň istotnie statystycznie pomiňdzy grupami, 

obserwuje siň jednoznaczne rozdzielenie zakres·w wartoŜci (np. Na, Mg, Zn). W przypadku braku 

istotnoŜci statystycznej (np. Cl), wykresy odzwierciedlajŃ duŨŃ zmiennoŜĺ lub zbliŨone poziomy 

pierwiastk·w miňdzy grupami. 
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Rysunek 6.1 Zestawienie wykres·w pudeğkowych (box-whisker plots) przedstawiajŃcych zawartoŜĺ wybranych 

pierwiastk·w (Na, Mg, P, S, Cl, K, Fe, Zn, Br) w trzech analizowanych grupach: miopatia, dystrofia miňŜniowa  

i kontrola.  

6.1.4. Wielowymiarowa analiza dyskryminacyjna (MDA) i Lambda 

Wilksa 

Dalsza analiza r·Ũnic pomiňdzy wspomnianymi grupami zostağa przeprowadzona z zastosowaniem 

wielowymiarowej analizy dyskryminacyjnej MDA. Jest to metoda nadzorowana, kt·ra wykorzystuje 

etykiety klas, aby znaleŦĺ kombinacje zmiennych maksymalizujŃce separacjň miňdzy klasami.  

W procedurze krokowej do modelu sukcesywnie wprowadzano zmienne o najwyŨszej mocy 

dyskryminacyjnej, co pozwala na wyodrňbnienie najbardziej istotnych pierwiastk·w r·ŨnicujŃcych pr·bki.  

Przeprowadzona analiza dyskryminacyjna pozwoliğa na wyodrňbnienie zmiennych w najwiňkszym 

stopniu r·ŨnicujŃcych badane pr·bki. WartoŜci statystyki Lambdy Wilksa, zestawione w tabeli 6.5, sğuŨŃ 

ocenie istotnoŜci r·Ũnic miňdzy grupami w ujňciu wielowymiarowym. Lambda Wilksa jest statystykŃ 

stosowanŃ w analizie dyskryminacyjnej i przyjmuje wartoŜci z przedziağu od 0 do 1, gdzie niŨsze wartoŜci 

wskazujŃ na istotne r·Ũnice miňdzy grupami, natomiast wartoŜci zbliŨone do 1 sugerujŃ ich brak.  

Tabela 6.5. WartoŜci lambdy Wilksa dla tkanek miňŜniowych.  

K S Na Cl P Mg Zn Fe Br 

0,24 0,70 0,95 0,59 0,65 0,93 0,99 0,99 0,99 

 

W przedstawionych wynikach potas charakteryzuje siň najniŨszŃ wartoŜciŃ Lambda Wilksa (0,24), 

co Ŝwiadczy o ewidentnych r·Ũnicach pomiňdzy grupami w przypadku tego pierwiastka. Siarka i chlor 

wykazujŃ umiarkowane wartoŜci (odpowiednio 0,70 i 0,59), co moŨe wskazywaĺ na pewne r·Ũnice. 

Natomiast pozostağe pierwiastki, takie jak s·d, magnez, fosfor, cynk, Ũelazo oraz brom, majŃ wartoŜci 

bardzo bliskie 1 (w zakresie 0,93 - 0,99), co sugeruje, Ũe r·Ũnice miňdzy grupami dla tych pierwiastk·w sŃ 

niewielkie lub nieistotne w kontekŜcie wielowymiarowej analizy. 
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W wyniku przeprowadzonej analizy wielowymiarowej dyskryminacyjnej MDA wyznaczono 

funkcje dyskryminacyjne, bňdŃce liniowymi kombinacjami intensywnoŜci promieniowania 

charakterystycznego poszczeg·lnych pierwiastk·w, kt·re najlepiej r·ŨnicujŃ badane grupy tkanek 

miňŜniowych. R·wnania dw·ch gğ·wnych funkcji dyskryminacyjnych (D1 i D2) przedstawiono poniŨej: 

Ὀм нȟнсфϽὑ мȟнллϽὛ лȟнусϽὔὥ нȟмпуϽὅὰмȟсрпϽὖ 

 лȟоооϽὓὫ лȟлстϽὤὲ лȟлосϽὊὩ лȟлпмϽὄὶȟ 

Ὀн  лȟрттϽὑ лȟфсоϽὛ лȟлфлϽὔὥ мȟпмоϽὅὰмȟпплϽὖ 

 лȟостϽὓὫ лȟлтмϽὤὲ лȟлссϽὊὩ лȟлплϽὄὶȢ 

Dla pierwszej funkcji dyskryminacyjnej D1 najwiňkszy wpğyw miağy pierwiastki potas, chlor, fosfor 

oraz siarka. Wysokie wartoŜci bezwzglňdne wsp·ğczynnik·w przypisanych tym pierwiastkom wskazujŃ, Ũe 

to one w najwiňkszym stopniu determinujŃ rozdzielenie grup na osi D1. Zwraca r·wnieŨ uwagň 

przeciwstawny znak wsp·ğczynnik·w potasu (dodatni) oraz chloru i siarki (ujemne), co Ŝwiadczy o ich 

antagonistycznym wpğywie na klasyfikacjň pr·bek. ObecnoŜĺ innych pierwiastk·w z mniejszymi 

wartoŜciami wsp·ğczynnik·w (Mg, Zn, Fe, Br) podkreŜla dodatkowe, chociaŨ mniej istotne, czynniki 

r·ŨnicujŃce. Druga funkcja dyskryminacyjna D2 uwypukla zbliŨony zestaw pierwiastk·w, jednak  

z odmiennym rozkğadem znak·w wsp·ğczynnik·w oraz siğŃ ich wpğywu. W szczeg·lnoŜci chlor i siarka 

wykazujŃ zwiňkszone znaczenie dyskryminacyjne, a dodatkowo istotny udziağ w modelu uzyskujŃ r·wnieŨ 

magnez oraz cynk. Funkcja D2 reprezentuje niezaleŨny wymiar zr·Ũnicowania, kt·ry umoŨliwia 

skuteczniejsze rozdzielenie pr·bek w przypadkach, gdzie funkcja D1 okazuje siň mniej efektywna. 

Graficzna prezentacja rozmieszczenia pr·bek na pğaszczyŦnie wyznaczonej przez funkcje 

dyskryminacyjne D1 i D2 (rysunek 6.2) ujawnia wyraŦne skupienia odpowiadajŃce trzem grupom badanych 

tkanek: kontroli, dystrofii i miopatii. Pr·bki z grupy D wykazujŃ istotnie wyŨsze wartoŜci wsp·ğrzňdnych 

na osi D1 w por·wnaniu zar·wno z grupŃ C, jak i z grupŃ M, co potwierdza skutecznoŜĺ pierwszej funkcji 

dyskryminacyjnej w rozr·Ũnianiu tej grupy. Pr·bki naleŨŃce do grupy miopatii czňŜciowo nakğadajŃ siň na 

rozkğad pr·bek kontrolnych, co moŨe Ŝwiadczyĺ o wiňkszym podobieŒstwie ich profili pierwiastkowych 

oraz wskazuje na potencjalne ograniczenia modelu w jednoznacznym r·Ũnicowaniu tych dw·ch grup na 

podstawie zastosowanych zmiennych. 
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Rysunek 6.2 Rozmieszczenie pr·bek trzech typ·w tkanek miňŜniowych na pğaszczyŦnie wyznaczonej przez funkcje 

dyskryminacyjne D1 i D2. Osie odpowiadajŃ liniowym kombinacjom zmiennych, kt·re w spos·b optymalny 

rozr·ŨniajŃ analizowane grupy na podstawie ich profili pierwiastkowych. KaŨdy punkt odpowiada pojedynczemu 

punktowi pomiarowemu, natomiast przestrzenne skupienia punkt·w odzwierciedlajŃ podobieŒstwa oraz r·Ũnice 

miňdzy grupami [34]. 

Skupienie punkt·w, odpowiadajŃcych poszczeg·lnym grupom badawczym, na wykresie funkcji 

dyskryminacyjnych odzwierciedla wewnŃtrzgrupowŃ homogenicznoŜĺ danych, co jednoczeŜnie potwierdza 

sp·jnoŜĺ i poprawnoŜĺ zastosowanej metodyki pomiarowej. Tego typu wizualizacja stanowi cenne 

narzňdzie oceny jakoŜci klasyfikacji, umoŨliwiajŃc identyfikacjň zar·wno przypadk·w jednoznacznie 

przynaleŨŃcych do grup, jak i obserwacji odstajŃcych lub trudnych do jednoznacznego przyporzŃdkowania. 

Uzyskane wyniki MDA podkreŜlajŃ potencjağ tej metody jako narzňdzia wspomagajŃcego 

diagnostykň. Metoda ta pozwala, dziňki wykorzystaniu optymalnych kombinacji pierwiastk·w, na 

skutecznŃ segmentacjň pr·bek. Ponadto umoŨliwia lepsze zrozumienie zmian biochemicznych 

towarzyszŃcych zaburzeniom nerwowo-miňŜniowym. 

6.1.5. Analiza Gğ·wnych Skğadowych (PCA) 

Analiza gğ·wnych skğadowych jest jednŃ z najczňŜciej stosowanych metod redukcji wymiarowoŜci 

danych. Jej gğ·wnym celem jest uproszczenie zestawu danych poprzez wyznaczenie nowych zmiennych 

zwanych gğ·wnymi skğadowymi, kt·re stanowiŃ liniowe kombinacje oryginalnych cech. Wyznaczone w ten 

spos·b nowe zmienne maksymalizujŃ wyjaŜnianŃ wariancjň danych, co pozwala na efektywnŃ reprezentacjň 

informacji przy jednoczesnym zmniejszeniu liczby wymiar·w. 
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W wyniku przeprowadzonej analizy gğ·wnych skğadowych PCA zredukowano wymiarowoŜĺ 

danych opisujŃcych skğad chemiczny badanych pr·bek tkanek miňŜniowych do dw·ch gğ·wnych 

skğadowych, kt·re wyjaŜniajŃ ğŃcznie 91,6% zmiennoŜci danych (PC1 - 70,2%, PC2 - 21,4%). Pierwsza 

gğ·wna skğadowa PC1 jest liniowŃ kombinacjŃ intensywnoŜci pierwiastk·w wedğug r·wnania: 

ὖὅ  πȢπψυὔὥ  πȢπχρὓὫ  πȢτφτὖ  πȢτπψὛ  πȢτωχὅὰ  

 πȢυωωὑ  πȢππχὊὩ  πȢπππὤὲ  πȢπππὄὶȢ 

R·wninie to wskazuje na najwiňkszy wpğyw potasu, chloru, fosforu oraz siarki. Wszystkie wsp·ğczynniki 

posiadajŃ dodatni znak, co oznacza, Ũe wzrost ich zawartoŜci powoduje zwiňkszenie wartoŜci pierwszej 

gğ·wnej skğadowej. Druga gğ·wna skğadowa PC2 opisana jest nastňpujŃcym wzorem: 

ὖὅ  πȢρπψὔὥ  πȢπφπὓὫ  πȢτχυὖ  πȢστρὛ  πȢυυχὅὰ  

 πȢυχφὑ  πȢπρπὊὩ  πȢπππὤὲ  πȢπππὄὶȟ 

gdzie fosfor i chlor majŃ istotny dodatni wkğad, natomiast potas oraz siarka wpğywajŃ ujemnie, co 

odzwierciedla bardziej zğoŨone zaleŨnoŜci miňdzy pierwiastkami w kontekŜcie drugiego wymiaru wariancji. 

Graficzna reprezentacja wynik·w analizy PCA na pğaszczyŦnie PC1-PC2 ukazuje wyraŦne 

grupowanie pr·bek zgodnie ze stanem chorobowym. Pr·bki z grupy dystrofii cechujŃ siň wyŨszymi 

wartoŜciami PC1, co wskazuje na ich specyficzny profil chemiczny, charakteryzujŃcy siň podwyŨszonym 

udziağem pierwiastk·w silnie skorelowanych z tŃ skğadowŃ. Punkty reprezentujŃce pr·bki kontrolne oraz 

miopatiň w duŨym stopniu nakğadajŃ siň, co moŨe Ŝwiadczyĺ o podobieŒstwie ich skğadu chemicznego 

wzglňdem analizowanych zmiennych (rysunek 6.3). 

Przeprowadzona analiza PCA potwierdza, Ũe zmiennoŜĺ danych w badanej pr·bce jest przede 

wszystkim determinowana przez stňŨenia potasu, chloru, fosforu oraz siarki. Wskazuje to na kluczowe 

znaczenie tych pierwiastk·w dla diagnostyki oraz r·Ũnicowania stan·w chorobowych tkanek miňŜniowych. 

Potas odgrywa istotnŃ rolň w fizjologii miňŜni szkieletowych, a jego znaczenie jest szczeg·lnie 

podkreŜlane w kontekŜcie miopatii. Doniesienia literaturowe sugerujŃ, Ũe dieta bogata w potas moŨe 

wspieraĺ proces regeneracji osğabionych miňŜni w przebiegu wybranych chor·b miňŜniowych [114]. Efekt 

ten moŨe byĺ zwiŃzany m.in. z modulacjŃ ekspresji gen·w kodujŃcych biağka kanağ·w potasowych.  

W wybranych typach miopatii obserwuje siň zaburzenia regulacji gen·w odpowiedzialnych za utrzymanie 

homeostazy potasowej, co wskazuje na potencjalnŃ rolň tych szlak·w w patogenezie choroby. Sugeruje to 

r·wnieŨ, Ũe wybrane elementy ukğadu regulujŃcego gospodarkň potasowŃ mogŃ peğniĺ funkcjň 

biomarker·w diagnostycznych lub prognostycznych w kontekŜcie schorzeŒ z grupy miopatii. 

Chlor, a zwğaszcza anion chlorkowy, jest kluczowy dla utrzymania homeostazy kom·rkowej, 

r·wnowagi osmotycznej oraz funkcjonowania ukğad·w pobudliwych, takich jak miňŜnie i neurony.  

W ukğadzie miňŜniowym szczeg·lne znaczenie majŃ kanağy chlorkowe ClC-1, kt·re odpowiadajŃ za 
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przewodnictwo jon·w Cl  przez bğonň kom·rkowŃ wğ·kien miňŜni szkieletowych. Ich aktywnoŜĺ odgrywa 

fundamentalnŃ rolň w stabilizacji potencjağu bğonowego i zapobieganiu nadmiernej depolaryzacji po 

wygenerowaniu potencjağu czynnoŜciowego. Zaburzenia funkcjonowania tych kanağ·w mogŃ prowadziĺ do 

miotonii oraz upoŜledzenia zdolnoŜci miňŜnia do relaksacji i ponownej pobudliwoŜci. W dystrofii 

miotonicznej typu 1 (DM1) dysfunkcja kanağ·w chlorkowych ClC-1 stanowi jeden z kluczowych 

czynnik·w prowadzŃcych do zaburzeŒ pobudliwoŜci miňŜni [115]. Jak wykazali Cisco i wsp·ğpracownicy, 

upoŜledzenie funkcji tych kanağ·w dziağa synergistycznie z nieprawidğowoŜciami w przewodnictwie 

wapniowym, co nasila objawy chorobowe i pogğňbia miopatiň [116]. 

 

Rysunek 6.3 Wykres przedstawia rozmieszczenie pr·bek trzech typ·w tkanek miňŜniowych na pğaszczyŦnie 

pierwszych dw·ch gğ·wnych skğadowych (PC1 i PC2). Osie odpowiadajŃ zmiennym maksymalizujŃcym wariancjň 

danych, co umoŨliwia wizualizacjň r·Ũnic w skğadzie chemicznym miňdzy grupami. KaŨdy punkt to pojedyncza punkt 

pomiarowy, a skupienia odzwierciedlajŃ podobieŒstwa wewnŃtrz grup oraz ich r·Ũnice. 

Wyniki analizy PCA wyr·Ũniğy r·wnieŨ fosfor jako pierwiastek szczeg·lnie zwiŃzany z r·Ũnicami 

miňdzy pr·bkami, co znajduje potwierdzenie w badaniach podkreŜlajŃcych jego rolň w nasilaniu patologii 

miňŜniowych, zwğaszcza w kontekŜcie dystrofii. W przypadku dystrofii miňŜniowej Duchenneôa (DMD), 

wykorzystujŃc model myszy, wykazano, Ũe nadmiar fosforu w diecie znaczŃco pogarsza przebieg choroby, 

prowadzŃc m.in. do nasilonego stanu zapalnego i zwapnieŒ miňŜniowych [117]. Zwiňkszone spoŨycie 

fosforu nasilağo nacieki zapalne, zwğaszcza z udziağem makrofag·w typu M1, oraz promowağo ektopowe 

zwapnienia w miňŜniach szkieletowych. Z kolei ograniczenie podaŨy fosforu prowadziğo do zmniejszenia 

uszkodzeŒ miňŜniowych, obniŨonej reakcji zapalnej i poprawy funkcji miňŜni, co wskazuje na potencjağ 

terapeutyczny diety ubogiej w fosfor w kontekŜcie dystrofii miňŜniowych. 
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Kolejnym istotnym pierwiastkiem r·ŨnicujŃcym analizowane pr·bki w analizie PCA byğa siarka, 

co znajduje swoje silne uzasadnienie w danych biologicznych dotyczŃcych dystrofii miňŜniowej 

Duchenneôa. Zar·wno w modelach nicieni (C. elegans), jak i gryzoni, wykazano deficyt siarki w tkance 

miňŜniowej dotkniňtej dystrofiŃ. Literatura wskazuje, Ũe zaburzenia metabolizmu siarki korelujŃ  

z nasileniem objaw·w klinicznych DMD, a suplementacja zwiŃzkami siarki moŨe prowadziĺ do 

zğagodzenia symptom·w oraz poprawy funkcji miňŜni [118]. Zar·wno te obserwacje, jak i wyniki 

statystyczne uzyskane w niniejszej rozprawie sugerujŃ, Ũe siarka moŨe odgrywaĺ istotnŃ rolň nie tylko  

w patogenezie choroby, ale r·wnieŨ jako potencjalny marker prognostyczny. BezpoŜrednie oznaczanie 

poziomu siarki w tkankach mogğoby wspieraĺ podejmowanie decyzji klinicznych, nie tylko w kontekŜcie 

suplementacji, ale takŨe jako narzňdzie do monitorowania skutecznoŜci terapii, takich jak leczenie 

kortykosteroidami [118]. 

6.1.6. Wnioski pğynŃce z analizy pierwiastkowej 

Otrzymane wyniki potwierdzajŃ, Ũe choroby miňŜni, w szczeg·lnoŜci miopatie (biorŃc pod uwagň 

ich skrajnie nie homogennŃ, zdywersyfikowanŃ grupň schorzeŒ pod wzglňdem patogenezy i przebiegu), 

pozostajŃ wyjŃtkowo trudne do jednoznacznej diagnostyki. Nadal daleka od satysfakcjonujŃcej wiedza na 

temat ich patogenezy sprawia, Ũe nowoczesne metody analizy pierwiastkowej mogŃ stanowiĺ cenne 

uzupeğnienie klasycznych podejŜĺ diagnostycznych. Przeprowadzone badania wykazağy, Ũe: 

¶ Mapowanie rozkğadu pierwiastk·w metodŃ PIXE umoŨliwia identyfikacjň subtelnych, lecz 

istotnych r·Ũnic chemicznych miňdzy tkankŃ zdrowŃ a zmienionŃ patologicznie. 

¶ Pierwiastki Na, Mg, P i S wykazağy istotne statystycznie r·Ũnice miňdzy badanymi grupami  

w testach Kruskala-Wallisa oraz U Manna-Whitneyôa, co podkreŜla ich potencjağ w r·Ũnicowaniu 

stan·w chorobowych, 

¶ Wielowymiarowa analiza dyskryminacyjna wskazağa na kluczowŃ rolň pierwiastk·w K, Cl, P oraz 

S w klasyfikacji pr·bek. Wyznaczone funkcje dyskryminacyjne, bňdŃce liniowymi kombinacjami 

intensywnoŜci charakterystycznych linii pierwiastk·w, pozwoliğy na skuteczne rozdzielenie grup. 

W funkcji D1 dominowağy potas (z najwiňkszym dodatnim wpğywem), chlor i siarka (wpğyw 

ujemny), co wskazuje na ich przeciwstawne znaczenie w klasyfikacji. Funkcja D2 potwierdziğa 

znaczenie tych samych pierwiastk·w, jednak z odmiennymi wagami i znakami wsp·ğczynnik·w, 

co wprowadzağo dodatkowy wymiar r·Ũnicowania. 

¶ Analiza gğ·wnych skğadowych wykazağa, Ũe dwie pierwsze skğadowe (PC1 - 70,2%, PC2 - 21,4%)  

wyjaŜniajŃ ğŃcznie ponad 91% wariancji danych, co Ŝwiadczy o wysokiej reprezentatywnoŜci tych 

wymiar·w. Skğadowa PC1 byğa silnie powiŃzana z potasem, chlorem, fosforem i siarkŃ, natomiast 

PC2 ukazağa bardziej zğoŨone wzorce, z odmiennymi znakami wsp·ğczynnik·w, co sugeruje 

wielowymiarowy charakter r·Ũnic miňdzy grupami. 
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¶ Graficzne rozmieszczenie pr·bek na wykresach PCA i MDA ukazuje czňŜciowe rozdzielenie grup 

C, D i M. W analizie MDA wyraŦniej zarysowağy siň skupiska odpowiadajŃce poszczeg·lnym 

grupom, co potwierdza wysokŃ skutecznoŜĺ klasyfikacji. JednoczeŜnie czňŜciowe nakğadanie siň 

punkt·w, zwğaszcza miňdzy grupŃ kontrolnŃ i miopatii, wskazuje na zğoŨonoŜĺ problemu oraz 

podobieŒstwo niekt·rych profili pierwiastkowych. 

Gğ·wnym wnioskiem pğynŃcym z przeprowadzonej analizy jest wskazanie potencjağu technik 

spektroskopowych, w szczeg·lnoŜci PIXE, jako narzňdzi wspomagajŃcych diagnostykň chor·b nerwowo-

miňŜniowych. Dziňki moŨliwoŜci precyzyjnego odwzorowania przestrzennego rozkğadu pierwiastk·w  

w skali mikrometrycznej, technika ta umoŨliwia detekcjň subtelnych zmian metabolicznych  

i strukturalnych, czňsto jeszcze przed pojawieniem sie wyraŦnych zmian morfologicznych. Tego typu 

podejŜcie moŨe przyczyniĺ siň do identyfikacji nowych biomarker·w oraz, w dalszej perspektywie, do 

poprawy skutecznoŜci diagnostyki i monitorowania przebiegu terapii chor·b nerwowo-miňŜniowych. 

6.2. Technika SIMS 

6.2.1. Uwagi dotyczŃce analizy i interpretacji wynik·w MeV SIMS 

W celu wstňpnej selekcji sygnağ·w potencjalnie istotnych dla r·Ũnicowania grup zastosowano 

analizň wariancji ANOVA. NaleŨy jednak podkreŜliĺ, Ũe metoda ta peğniğa wyğŃcznie funkcjň rankingowŃ, 

sğuŨŃcŃ identyfikacji sygnağ·w m/z mogŃcych r·Ũnicowaĺ analizowane pr·bki. Uzyskane wyniki majŃ 

charakter orientacyjny i stanowiŃ punkt wyjŜcia do dalszych analiz. 

IntensywnoŜci pik·w obliczono na podstawie integracji arbitralnie wybranych obszar·w ROI  

w obrňbie widma masowego, bez odejmowania tğa, kt·rego nieregularny charakter uniemoŨliwiağ 

zastosowanie prostego modelu matematycznego. Wpğyw tğa oceniono jako marginalny. Dodatkowym 

ograniczeniem analizy jest spadek rozdzielczoŜci masowej w obszarze wyŨszych wartoŜc m/z, co moŨe 

wpğywaĺ na dokğadnoŜĺ oceny intensywnoŜci sygnağ·w i ich interpretacjň. Z tego wzglňdu, analiza 

wyŨszych wartoŜci m/z wymaga szczeg·lnej ostroŨnoŜci. Ponadto, ograniczona liczba pr·bek wpğywa na 

siğň statystycznŃ przeprowadzonych analiz i ogranicza moŨliwoŜĺ formuğowania jednoznacznych wniosk·w 

o charakterze iloŜciowym. 

W przypadku potrzeby precyzyjnej identyfikacji i iloŜciowej analizy wybranych zwiŃzk·w 

chemicznych wskazane jest wykorzystanie bardziej specyficznych metod spektrometrii mas, takich jak 

MALDI. Niemniej jednak, wyniki uzyskane metodŃ MeV SIMS mogŃ peğniĺ rolň wstňpnego narzňdzia do 

identyfikacji zwiŃzk·w o potencjalnym znaczeniu diagnostycznym, i w takim charakterze zostağy 

wykorzystane w niniejszej rozprawie. 
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6.2.2. Kalibracja masowa i skalowanie danych w analizie widm SIMS 

Po wstňpnym przygotowaniu danych, polegajŃcym na sumowaniu sygnağ·w z wybranych region·w 

ROI, dla kaŨdego typu pr·bki uzyskano odrňbne widma reprezentujŃce zr·Ũnicowane lokalizacje w obrňbie 

tkanki miňŜniowej. Obszary pomiarowe dobrano w spos·b zapewniajŃcy reprezentatywnoŜĺ oraz 

wewnňtrzne zr·Ũnicowanie materiağu biologicznego, z jednoczesnym zachowaniem sp·jnoŜci w obrňbie 

grup. 

Do analiz wykonanych technikŃ SIMS wykorzystano cztery skrawki tkanek miňŜniowych, 

pochodzŃce od mňŨczyzn w wieku 37 - 56 lat. Materiağ badawczy obejmowağ: pr·bkň o potwierdzonym 

charakterze dystroficznym D, pr·bkň kontrolnŃ C, pr·bkň reprezentujŃcŃ miopatiň M oraz pr·bkň  

o niejednoznacznym profilu histopatologicznym, wykazujŃcŃ zmiany mogŃce odpowiadaĺ miopatii  

o moŨliwym podğoŨu neurogennym, charakteryzujŃcŃ siň znacznym zanikiem wğ·kien miňŜniowych NM. 

PoczŃtkowo przyjňto podziağ na trzy kategorie: kontrolň, dystrofiň oraz miopatiň. W toku dalszych analiz, 

opartych na por·wnaniu wzorc·w widm jon·w wt·rnych, wprowadzono czwartŃ kategoriň NM, przypisanŃ 

do opisanej pr·bki o moŨliwym podğoŨu neurogennym. Szczeg·ğowy przebieg analizy oraz interpretacjň 

uzyskanych wynik·w przedstawiono w kolejnych czňŜciach pracy. 

Na potrzeby dalszych analiz statystycznych przygotowano macierz danych skğadajŃcŃ siň z 18 widm 

(wiersze) i 4500 kanağ·w detekcyjnych (kolumny). PoczŃtkowo kaŨde widmo obejmowağo 16 384 kanağy, 

jednak ich liczba zostağa ograniczona do 4500, poniewaŨ w wyŨszych zakresach nie obserwowano sygnağ·w 

innych niŨ szum tğa. Redukcja ta pozwoliğa r·wnieŨ na istotne zmniejszenie zğoŨonoŜci obliczeniowej  

w dalszych etapach przetwarzania, w tym w analizie PCA. 

Widma uzyskane z r·Ũnych pr·bek mogğy wykazywaĺ niewielkie przesuniňcia w pozycjach 

szczyt·w masowych, wynikajŃce z r·Ũnic w ustawieniu pr·bki wzglňdem detektora ekstrakcyjnego.  

W zwiŃzku z tym dokonano korekty poğoŨenia charakterystycznych pik·w oraz rňcznej kalibracji masowej. 

Kalibracjň przeprowadzono poprzez dopasowanie wielomianu trzeciego stopnia do pozycji znanych 

szczyt·w referencyjnych (np. H , Na , K , fragmenty PDMS). 

W praktyce zaleŨnoŜĺ miňdzy numerem kanağu a wartoŜciŃ fizycznŃ (np. masŃ lub energiŃ) rzadko 

ma charakter idealnie liniowy. W prostych ukğadach detekcyjnych czňsto wystarcza model liniowy, 

zakğadajŃcy stağy przyrost wartoŜci na kanağ oraz stağe przesuniňcie. W bardziej zaawansowanych 

technikach, takich jak SIMS, wpğyw nieliniowoŜci detektora, znieksztağceŒ optycznych i wğaŜciwoŜci samej 

pr·bki prowadzi do odchyleŒ od tej zaleŨnoŜci. Dlatego w celu uzyskania precyzyjnej kalibracji konieczne 

jest zastosowanie modelu uwzglňdniajŃcego skğadniki nieliniowe, zazwyczaj w postaci wielomianu 

drugiego lub trzeciego stopnia, a niekiedy r·wnieŨ funkcji wykğadniczej. 

W niniejszej pracy zastosowano funkcjň kalibracyjnŃ drugiego stopnia, kt·ra pozwoliğa na 

dokğadniejsze odwzorowanie nieliniowej relacji miňdzy numerem kanağu a wartoŜciŃ m/z. Przyjňta funkcja 

kalibracyjna miağa postaĺ: 
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ά

ᾀ
 лȟллуфрмоп  лȟллломтпфмẗὼ  лȟллллрлрупсẗὼнȟ ψ 

gdzie: ὼ oznacza numer kanağu. Zastosowanie tej formy kalibracji umoŨliwiğo precyzyjne przeksztağcenie 

osi kanağ·w do rzeczywistej osi masowej (m/z), co stanowiğo niezbňdny krok w dalszej analizie uzyskanych 

widm. Kalibracja zostağa przeprowadzona przez wsp·ğpracujŃcy zesp·ğ badawczy i udostňpniona na 

potrzeby niniejszej analizy. 

KaŨde zarejestrowane widmo zostağo znormalizowane wzglňdem cağkowitej liczby zliczeŒ (ang. 

total counts), co pozwoliğo na zminimalizowanie wpğywu ewentualnych fluktuacji natňŨenia wiŃzki 

pierwotnej w trakcie pomiaru. Nastňpnie, dla kaŨdego punktu pomiarowego znajdujŃcego siň w obrňbie 

wyznaczonego regionu wğ·kna miňŜniowego (ROI), obliczono widmo uŜrednione. Dane te zestawiono  

w postaci macierzy, kt·rŃ nastňpnie poddano skalowaniu Poissona, procedurze wğaŜciwej dla danych 

uzyskanych technikŃ SIMS, charakteryzujŃcych siň statystykŃ zliczeŒ zgodnŃ z rozkğadem Poissona. 

Zestaw danych uzyskanych metodŃ SIMS moŨna przedstawiĺ jako macierz X o wymiarach M Ĭ N, 

gdzie M oznacza liczbň widm (obserwacji), a N liczbň zmierzonych pik·w jon·w molekularnych. 

Alternatywnie, zbi·r ten moŨna interpretowaĺ jako zestaw N obraz·w jonowych, z kt·rych kaŨdy zawiera 

M pikseli. GraficznŃ reprezentacjň tej macierzy przedstawiono na rysunku 6.4.   

 

Rysunek 6.4 Graficzna reprezentacja danych pomiarowych uzyskanych metodŃ SIMS w postaci macierzy danych X, 

w kt·rej kaŨdy wiersz odpowiada jednej z M obserwacji (tj. uŜrednionym widmom z okreŜlonych obszar·w 

pomiarowych ï ROI), a kaŨda kolumna jednej z N zmiennych (tj. intensywnoŜci sygnağ·w jon·w przypisanych do 

okreŜlonych wartoŜci m/z). Element Xnm oznacza intensywnoŜĺ sygnağu jonu o wartoŜci m/z przypisanej do zmiennej 

n, zmierzonŃ w obserwacji m. 

W metodzie SIMS zliczenia jon·w wt·rnych sŃ zdarzeniami losowymi, niezaleŨnymi i o niskim 

prawdopodobieŒstwie detekcji w jednostce czasu. W efekcie wariancja intensywnoŜci sygnağu danego piku 

jest zaleŨna od jego Ŝredniej wartoŜci - im wiňksza intensywnoŜĺ, tym wiňksza wariancja. W praktyce 

prowadzi to do sytuacji, w kt·rej poszczeg·lne zmienne (piki) charakteryzujŃ siň r·Ũnym poziomem szumu 

i niepewnoŜci pomiarowej.  Taka nier·wnomiernoŜĺ utrudnia bezpoŜrednie por·wnania oraz moŨe wpğywaĺ 

na wyniki analiz statystycznych i modelowania wielowymiarowego. 



99 

StandardowŃ metodŃ uwzglňdniania zmiennoŜci intensywnoŜci sygnağ·w jest skalowanie 

pierwiastkowe (ang. square root scaling), polegajŃce na dzieleniu wartoŜci macierzy X przez pierwiastek  

z tej wartoŜci. Jednak podejŜcie to okazuje siň niewystarczajŃce dla obraz·w SIMS, ze wzglňdu na bardzo 

niskie zliczenia na piksel i duŨe wzglňdne niepewnoŜci. Keenan i Kotula [119] zaproponowali alternatywne 

skalowanie, polegajŃce na dwustopniowej normalizacji: najpierw kaŨdy pik (kolumna macierzy X) jest 

dzielony przez pierwiastek ze swojej Ŝredniej intensywnoŜci, a nastňpnie kaŨde widmo (wiersz macierzy) 

przez pierwiastek ze Ŝredniej wartoŜci cağego widma. Takie podejŜcie, znane skalowaniem Poissona,  

pozwala ujednoliciĺ poziom wariancji w cağym zbiorze danych (wyr·wnujŃc wpğyw pik·w o r·Ũnej 

intensywnoŜci) i umoŨliwia rzetelne por·wnanie ich zmiennoŜci, co jest kluczowe przed zastosowaniem 

metod redukcji wymiar·w, takich jak analiza gğ·wnych skğadowych PCA. 

W praktyce, podejŜcie to realizowane jest poprzez przeksztağcenie oryginalnej macierzy danych D 

(gdzie wiersze odpowiadajŃ obserwacjom, a kolumny zmiennym) wedğug wzoru: 

Ὀ  Ὃ  
м
нẗ Ὀ ẗ Ὄ  

м
нȢ ω 

gdzie Ὃ i Ὄ to diagonalne zawierajŃce odpowiednio Ŝrednie wartoŜci intensywnoŜci dla wierszy i kolumn 

macierzy Ὀ. 

Tak przeprowadzona transformacja ogranicza zmiennoŜĺ wynikajŃcŃ z r·Ũnic w cağkowitej 

intensywnoŜci widm oraz nier·wnomiernoŜci rozkğadu intensywnoŜci pomiňdzy pikami. RedukujŃc wpğyw 

tğa i artefakt·w pomiarowych, zwiňksza informacyjnŃ przejrzystoŜĺ zbioru danych, co istotnie poprawia co 

istotnie poprawia efektywnoŜĺ r·Ũnicowania pr·bek w analizie gğ·wnych skğadowych. 

6.2.3. Ocena zağoŨenia wielowymiarowej normalnoŜci 

Analiza danych spektrometrycznych, pochodzŃcych z technik chromatograficznych czy 

spektrometrii mas, wymaga uprzedniej weryfikacji zağoŨeŒ dotyczŃcych ich rozkğadu. W szczeg·lnoŜci, 

kluczowe znaczenie ma ocena zgodnoŜci z rozkğadem normalnym wielowymiarowym, gdyŨ wiele metod 

statystycznych, takich jak analiza gğ·wnych skğadowych, regresja czy techniki grupowania, opiera siň na 

tym zağoŨeniu. 

W zwiŃzku z powyŨszym przeprowadzono analizň normalnoŜci rozkğadu wielowymiarowego 

pik·w masowych uzyskanych z r·Ũnych punkt·w pomiarowych. Do tego celu wykorzystano test Henzego-

Zirklera (ang. Henze-Zirklerôs Multivariate Normality Test), kt·ry uwzglňdnia wsp·ğzaleŨnoŜci pomiňdzy 

zmiennymi, co czyni go szczeg·lnie dobrym narzňdziem w analizach spektrometrycznych, gdzie zmienne 

sŃ silnie ze sobŃ powiŃzane. 

Materiağ analityczny obejmowağ 36 widm pochodzŃcych z czterech skrawk·w tkanek miňŜniowych. 

Analiza przeprowadzona zostağa na podstawie intensywnoŜci 21 wybranych pik·w masowych, 

reprezentujŃcych najbardziej wyraŦne i informatywne sygnağy w widmach, co zapewniağo odpowiedniŃ 
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reprezentatywnoŜĺ badanego zbioru danych. WartoŜci intensywnoŜci okreŜlano jako sumň liczby zliczeŒ  

w kanale odpowiadajŃcym Ŝredniej arytmetycznej granic przedziağu m/z przypisanego danemu pikowi. 

Takie podejŜcie umoŨliwiğo precyzyjne przypisanie wartoŜci intensywnoŜci do wybranych pik·w, co 

nastňpnie posğuŨyğo do przeprowadzenia testu statystycznego. 

Test Henzego-Zirklera przeprowadzono na macierzy intensywnoŜci 21 wybranych pik·w. 

Otrzymana wartoŜĺ statystyki testowej HZ byğa bliska jednoŜci, a p-value wynosiğo 0,069. PoniewaŨ  

p-value przekracza przyjňty poziom istotnoŜci Ŭ = 0,05, brak jest podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej 

o zgodnoŜci z rozkğadem normalnym. Oznacza to, Ũe dane mogŃ byĺ traktowane jako speğniajŃce zağoŨenie 

normalnoŜci. Wynik ten stanowi istotne uzasadnienie dla zastosowania w dalszych etapach analizy metod 

wymagajŃcych normalnoŜci rozkğadu, w szczeg·lnoŜci PCA oraz modelowania regresyjnego. 

6.2.4. Statystyka ANOVA  

W analizie uzyskanych wynik·w zastosowano analizň wariancji ANOVA w celu weryfikacji 

istotnoŜci statystycznej r·Ũnic pomiňdzy badanymi grupami tkanek miňŜniowych. ANOVA umoŨliwia 

por·wnanie Ŝrednich wartoŜci tej samej zmiennej w kilku niezaleŨnych grupach oraz ocenň, czy 

zaobserwowane r·Ũnice mogŃ zostaĺ uznane za statystycznie istotne, tj. niewynikajŃce wyğŃcznie z losowej 

zmiennoŜci. Opr·cz wartoŜci p (p-value), istotnych z punktu widzenia testowania hipotezy zerowej, analizie 

poddano r·wnieŨ wskaŦnik ɖĮ (eta-kwadrat czňŜciowe), okreŜlajŃcy jakŃ czňŜĺ cağkowitej zmiennoŜci 

moŨna przypisaĺ czynnikowi grupowemu. Tym samym moŨliwe byğo nie tylko stwierdzenie istotnoŜci 

statystycznej, lecz takŨe okreŜlenie siğy efektu, czyli oszacowanie, w jakim stopniu dana zmienna (pik) 

przyczynia siň do r·Ũnicowania analizowanych grup. 

W tabeli 6.6 przedstawiono zestawienie uzyskanych wynik·w. W kolumnie Ăkomentarzò 

zastosowano ujednoliconŃ skalň interpretacji efektu ɖĮ, przyjmujŃc piňciostopniowŃ klasyfikacjň: 

¶ ɖĮ Ó 0,80 - bardzo duŨy efekt, wskazujŃcy na wyraŦne r·Ũnice miňdzy grupami, 

¶ 0,60 Ò ɖĮ < 0,80 - duŨy efekt, ŜwiadczŃcy o znaczŃcym zr·Ũnicowaniu, 

¶ 0,30 Ò ɖĮ < 0,60 - Ŝredni efekt, sugerujŃcy umiarkowane r·Ũnice, 

¶ 0,14 Ò ɖĮ < 0,30 - niewielki efekt, potencjalnie istotny biologicznie, 

¶ ɖĮ < 0,14 - bardzo mağy lub nieistotny efekt, wskazujŃcy na znikomŃ zmiennoŜĺ pomiňdzy grupami. 

Zaproponowana skala pozwala zar·wno na formalnŃ klasyfikacjň intensywnoŜci efekt·w 

grupowych, jak i na identyfikacjň tych pik·w, kt·re w najwiňkszym stopniu przyczyniajŃ siň do separacji 

badanych grup. 

Analiza ANOVA wykazağa istotne statystycznie r·Ũnice pomiňdzy grupami dla niemal wszytskich 

analizowanych pik·w molekularnych. NajwyŨsze wartoŜci ɖĮ (powyŨej 0,9) odnotowano dla sygnağ·w  

o m/z 23,00, 124,96, 165,93 oraz 246,56, co wskazuje na bardzo silny wpğyw czynnika grupujŃcego na 

zmiennoŜĺ tych sygnağ·w. DominujŃcŃ kategoriň wŜr·d uzyskanych wynik·w stanowiğy r·Ũnice o duŨym  
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i bardzo duŨym efekcie (ɖĮ > 0,60), co potwierdza istotny potencjağ analizowanych pik·w w zakresie 

dyskryminacji badanych typ·w tkanek. Jedynie pik m/z 140,72 osiŃgnŃğ wartoŜĺ granicznŃ istotnoŜci 

statystycznej (p = 0,049, ɖĮ = 0,215), co klasyfikuje go jako sygnağ o niewielkim, ale nadal zauwaŨalnym 

wpğywie grupy na jego intensywnoŜĺ. 

Tabela 6.6 Tabela prezentuje wartoŜci statystyki F, poziomy istotnoŜci (p-value), wsp·ğczynniki eta-kwadrat (ɖĮ) 

obrazujŃce siğň efektu grupujŃcego, a takŨe interpretacjň wynik·w na podstawie przyjňtej skali klasyfikacji efektu. 

m/z F ɖĮ IstotnoŜĺ statystyczna Komentarz 

23,00 141,015 0,930 p < 0,05 bardzo duŨy efekt 

38,96 15,788 0,597 p < 0,05 duŨy efekt 

44,01 26,179 0,711 p < 0,05 bardzo duŨy efekt 

55,02 6,549 0,380 p < 0,05 Ŝredni efekt 

58,01 11,685 0,523 p < 0,05 duŨy efekt 

67,02 15,312 0,589 p < 0,05 duŨy efekt 

86,06 18,167 0,630 p < 0,05 bardzo duŨy efekt 

87,92 10,881 0,505 p < 0,05 duŨy efekt 

94,86 5,254 0,330 p < 0,05 Ŝredni efekt 

100,06 7,479 0,412 p < 0,05 Ŝredni efekt 

103,95 15,258 0,589 p < 0,05 duŨy efekt 

124,96 103,944 0,907 p < 0,05 bardzo duŨy efekt 

131,74 19,286 0,644 p < 0,05 bardzo duŨy efekt 

140,72 2,915 0,215 p < 0,05 niewielki efekt 

165,93 138,273 0,928 p < 0,05 bardzo duŨy efekt 

184,01 63,097 0,855 p < 0,05 bardzo duŨy efekt 

224,06 47,042 0,815 p < 0,05 bardzo duŨy efekt 

246,56 98,202 0,902 p < 0,05 bardzo duŨy efekt 

262,47 10,263 0,490 p < 0,05 duŨy efekt 

281,02 80,748 0,883 p < 0,05 bardzo duŨy efekt 

768,02 9,317 0,466 p < 0,05 duŨy efekt 
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6.2.5. Analiza macierzy korelacji Pearsona 

W celu oceny wsp·ğzaleŨnoŜci pomiňdzy sygnağami widmowymi przeprowadzono analizň korelacji 

Pearsona dla 21 wybranych pik·w m/z. Celem tego etapu byğo zidentyfikowanie potencjalnych grup pik·w 

powiŃzanych ze sobŃ, mogŃcych odzwierciedlaĺ wsp·lne mechanizmy chemiczne lub biologiczne. 

Obliczona macierz korelacji (rysunek 6.5) ujawniğa liczne silne zaleŨnoŜci pomiňdzy 

intensywnoŜciami niekt·rych pik·w (|r| > 0,7), co wskazuje na moŨliwe powiŃzania zwiŃzk·w. Na przykğad 

pik m/z 58,01 wykazuje wysokŃ korelacje z pikami 38,96 (r = 0,76), 55,02 (r = 0,81), 67,02 (r = 0,75), 86,06 

(r = 0,73) oraz 103,95 (r = 0,90). ZbliŨone zaleŨnoŜci zaobserwowano dla m/z 44,01, kt·ry jest silnie 

skorelowany z pikami 87,92 (r = 0,74) oraz 131,74 (r = 0,92), jak r·wnieŨ dla silnie skorelowanego zestawu: 

165,93, 184,01 i 224,06 (r > 0,9). MoŨe to wskazywaĺ na specyficznŃ grupň zwiŃzk·w lub fragment·w 

molekularnych wykazujŃcych podobny wzorzec intensywnoŜci lub ich powiŃzaniu w ramach podobnych 

proces·w metabolicznych. Z kolei pik 246,56 wykazuje silne ujemne korelacje m.in. z 38,96 (r = - 0,53)  

i 44,01 (r = - 0,77), co moŨe sugerowaĺ wystňpowanie przeciwstawnych zmian intensywnoŜci tych 

sygnağ·w, a to z kolei moŨe odzwierciedlaĺ antagonistyczne procesy lub r·Ũne stany metaboliczne. 

Zaobserwowane zaleŨnoŜci korelacyjne wskazujŃ na istnienie sp·jnych grup sygnağ·w potencjalnie 

powiŃzanych ze sobŃ chemicznie lub funkcjonalnie, co moŨe odzwierciedlaĺ wsp·ğwystňpowanie 

okreŜlonych zwiŃzk·w lub wsp·lne szlaki metaboliczne. Stanowi to istotnŃ przesğankň do pogğňbionych 

badaŒ nad charakterystykŃ tych pik·w oraz ich potencjalnŃ rolŃ biologicznŃ w kontekŜcie r·Ũnic 

obserwowanych w badanych tkankach miňŜniowych. 
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Rysunek 6.5 Macierz korelacji miňdzy intensywnoŜciami wybranych pik·w spektralnych (m/z). Macierz przedstawia 

wsp·ğczynniki korelacji Pearsona, kt·re ilustrujŃ siğň i kierunek zaleŨnoŜci miňdzy poszczeg·lnymi pikami. Silne 

dodatnie i ujemne korelacje sugerujŃ wsp·ğzaleŨnoŜci miňdzy pikami, kt·re mogŃ odzwierciedlaĺ powiŃzania 

chemiczne, wsp·lne szlaki metaboliczne lub przeciwstawne mechanizmy regulacyjne w badanych tkankach.  

6.2.6. Analiza PCA oraz LDA 

W analizie wynik·w spektrometrii mas SIMS przeprowadzono badania na czterech kategoriach 

tkanek miňŜni szkieletowych, obejmujŃcych: pr·bki z potwierdzonŃ dystrofiŃ miňŜniowŃ D, pr·bki miopatii  

M, pr·bki charakteryzujŃcej siň cechami zaniku miňŜniowego o prawdopodobnym podğoŨu neurogennym 

NM oraz pr·bki z grupy kontrolnej C. Do klasyfikacji danych zastosowano liniowŃ analizň 

dyskryminacyjnŃ LDA oraz uzupeğniajŃcŃ analizň gğ·wnych skğadowych PCA, co pozwoliğo na 

rozr·Ũnienie poszczeg·lnych kategorii na podstawie wzorc·w widm jon·w wt·rnych. 

W celu eksploracji struktury danych oraz redukcji ich wymiarowoŜci zastosowano analizň 

gğ·wnych skğadowych PCA. Przed przeprowadzeniem analizy dokonano standaryzacji danych za pomocŃ 

narzňdzia StandardScaler z biblioteki scikit-learn w jňzyku Python. Metoda ta przeksztağca cechy tak, aby 
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kaŨda zmienna charakteryzowağa siň ŜredniŃ r·wnŃ zero oraz odchyleniem standardowym r·wnym jeden. 

Dziňki temu zapewniono por·wnywalnoŜĺ zmiennych o r·Ũnej skali oraz unikniňto dominacji tych  

o wiňkszym zakresie wartoŜci, co istotnie poprawia efektywnoŜĺ analiz statystycznych oraz metod redukcji 

wymiar·w. 

Nastňpnie wykonano analizň PCA z uwzglňdnieniem dw·ch pierwszych komponent·w, kt·re 

wyjaŜniğy odpowiednio okoğo 40,9% i 19,1% cağkowitej wariancji danych. Wizualizacja wynik·w na 

dwuwymiarowym wykresie punktowym nie wykazağa jednoznacznego rozdzielenia badanych grup, co 

sugeruje ograniczonŃ zdolnoŜĺ tych dw·ch pierwszych komponent·w do peğnego uchwycenia r·Ũnic 

biologicznych lub chemicznych pomiňdzy grupami. W zwiŃzku z powyŨszym rozszerzono analizň o trzeciŃ 

skğadowŃ gğ·wnŃ, a wyniki przedstawiono na wykresie 3D, co umoŨliwiğo lepszŃ wizualizacjň separacji 

pomiňdzy grupami. Dodatkowo, w celu uzupeğnienia i wzmocnienia interpretacji, zastosowano analizň 

dyskryminacyjnŃ LDA, kt·ra r·wnieŨ pozwoliğa na tr·jwymiarowŃ projekcjň danych z podziağem na 

kategorie. Zar·wno PCA, jak i LDA podkreŜliğy zğoŨonoŜĺ struktury danych oraz wskazağy na potrzebň 

uwzglňdnienia wiňkszej liczby komponent·w dla peğniejszego uchwycenia r·Ũnic miňdzy badanymi 

grupami. 

Wyniki analizy PCA wykazağy, Ũe pierwsze trzy komponenty wyjaŜniajŃ ğŃcznie okoğo 74% 

cağkowitej wariancji, przy czym PC1 odpowiada za 40,9%, PC2 za 19,1%, a PC3 za 13,7% (rysunek 6.6). 

Oznacza to, ze zdecydowana wiňkszoŜĺ informacji zawartej w analizowanym zestawie 21 wartoŜci m/z 

zostağa skoncentrowana w tych trzech gğ·wnych kierunkach zmiennoŜci, co stanowi istotne rozszerzenie  

w por·wnaniu do analizy dwuwymiarowej. 

Wsp·ğczynniki skğadowych wskazujŃ, w jakim stopniu poszczeg·lne zmienne (m/z) wpğywajŃ na 

dany komponent. Wysokie wartoŜci bezwzglňdne oznaczajŃ istotny wkğad zmiennej, natomiast znak 

wsp·ğczynnika odzwierciedla kierunek tej zaleŨnoŜci (pozytywny lub negatywny). Szczeg·ğy dotyczŃce 

wpğywu poszczeg·lnych zmiennych zostağy przedstawione w tabeli 6.7. 

Zmienne charakteryzujŃce siň silnymi ujemnymi wsp·ğczynnikami (np. 124,96: -0,31; 165,93:  

-0,31; 184,01: -0,29; 86,06: -0,28) wskazujŃ na odwrotnŃ korelacjň intensywnoŜci tych sygnağ·w  

z wartoŜciŃ PC1. Natomist zmienne o dodatnich wsp·ğczynnikach (np. 131,74: 0,27; 44,01: 0,23; 262,47: 

0,22) wykazujŃ korelacjň pozytywnŃ z PC1, co sugeruje, Ũe ich wzrost przesuwa pr·bki w kierunku 

wyŨszych wartoŜci na tej osi. 

Dla pierwszego komponentu PC1 najwiňksze znaczenie wykazağy zmienne m/z: 165,93, 124,96, 

184,01, 86,06 oraz 131,74. Cztery pierwsze spoŜr·d nich charakteryzujŃ siň wyraŦnie ujemnymi 

wsp·ğczynnikami ğadunkowymi, co wskazuje, Ũe ich intensywnoŜĺ maleje wraz ze wzrostem wartoŜci PC1. 

Natomiast zmienna o wartoŜci 131,74 cechuje siň dodatnim wsp·ğczynnikiem, sugerujŃc rosnŃcŃ 

intensywnoŜĺ w miarň zwiňkszania siň PC1.  
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Taki rozkğad wsp·ğczynnik·w moŨe odzwierciedlaĺ pewien podstawowy gradient zmian 

metabolicznych lub chemicznych, w kt·rym wzrost intensywnoŜci jednych skğadnik·w jest skorelowany ze 

spadkiem innych. 

 

Rysunek 6.6 Tr·jwymiarowa projekcja wynik·w analizy gğ·wnych skğadowych PCA, przedstawiajŃca rozkğad pr·bek 

wzglňdem trzech komponent·w (PC1 = 40,91%, PC2 = 19,11%, PC3 = 13,66%) . KaŨdy punkt odpowiada jednemu 

badanemu obszarowi ROI, a kolory oznaczajŃ przynaleŨnoŜĺ do grup eksperymentalnych. 

Drugim istotnym wymiarem analizy jest PC2, w kt·rym kluczowŃ rolň odgrywajŃ m/z 38,96, 44,01, 

58,01, 67,02 i 262,47 - wszystkie cechujŃce siň dodatnimi wsp·ğczynnikami. Oznacza to, Ũe wzrost 

intensywnoŜci tych sygnağ·w przesuwa pr·bki w kierunku wyŨszych wartoŜci PC2. MoŨna przypuszczaĺ, 

Ũe PC2 odzwierciedla niezaleŨny od PC1 proces biologiczny czy chemiczny, kt·ry wyr·Ũnia pr·bki z innej 

perspektywy. 

W przypadku trzeciego komponentu PC3 kluczowe znaczenie majŃ zmienne m/z 768,02, 100,06, 

281,02, 23,00 oraz 94,86. W tym wymiarze obserwujemy bardziej zr·Ũnicowane wzorce, niekt·re zmienne 

wykazujŃ wzrost intensywnoŜci wraz ze wzrostem PC3, inne natomiast malejŃ, co sugeruje bardziej zğoŨonŃ 

dynamikň proces·w leŨŃcych u podstaw tych sygnağ·w. 

PodsumowujŃc, tr·jwymiarowa analiza pozwoliğa na wyjaŜnienie ponad 70% cağkowitej wariancji 

danych, co Ŝwiadczy o wysokiej efektywnoŜci metody w uchwyceniu najistotniejszych wzorc·w oraz r·Ũnic 

miňdzy pr·bkami. Ograniczenie analizy jedynie do dw·ch wymiar·w skutkowağoby istotnŃ utratŃ 

informacji, poniewaŨ trzeci komponent tğumaczy znaczŃcŃ czňŜĺ zmiennoŜci danych. W konsekwencji 

redukcja wymiarowoŜci do przestrzeni 2D obniŨyğaby zdolnoŜĺ modelu do peğniejszego odwzorowania 
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struktury danych, prowadzŃc do uproszczenia i potencjalnego pominiňcia kluczowych wzorc·w 

r·ŨnicujŃcych pr·bki. W zwiŃzku z tym zastosowanie tr·jwymiarowej analizy nie jest jedynie narzňdziem 

wizualizacji, ale stanowi r·wnieŨ efektywnŃ metodň identyfikacji i interpretacji biologicznych sygnağ·w 

ukrytych w danych spektralnych. 

Tabela 6.7 Wsp·ğczynniki ğadunk·w zmiennych m/z na pierwsze trzy gğ·wne skğadowe (PC1, PC2, PC3) uzyskane  

podczas analizy PCA 

m/z PC1 PC2 PC3 

23,00 -0,164 -0,211 0,348 

38,96 -0,122 0,376 -0,288 

44,01 0,234 0,337 0,011 

55,02 -0,217 0,280 0,082 

58,01 -0,245 0,314 -0,048 

67,02 -0,206 0,263 0,243 

86,06 -0,282 0,141 0.081 

87,92 0,240 0,160 0,250 

94,86 0,082 0,030 0,312 

100,06 0,081 0,173 0,384 

103,95 -0,271 0,241 -0,050 

124,96 -0,314 -0,030 -0,007 

131,74 0,269 0,258 0,040 

140,72 -0,129 0,041 -0,258 

165,93 -0,310 0,032 -0,078 

184,01 -0,291 0,011 0,011 

224,06 -0,276 0,019 -0,039 

246,56 -0,167 -0,338 0,231 

262,47 0,229 0,245 -0,014 

281,02 -0,029 -0,268 -0,370 

768,02 -0,072 -0,062 0,380 

 

W analizie dyskryminacyjnej LDA, przeprowadzonej na zestawie danych obejmujŃcych wartoŜci 

m/z wyodrňbniono trzy gğ·wne osie dyskryminacji (LD1, LD2, LD3), kt·re ğŃcznie tğumaczŃ niemal 100% 
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wariancji miňdzygrupowej - odpowiednio: LD1 odpowiada za 69,80%, LD2 za 19,69%, a LD3 za 10,51% 

(rysunek 6.7). Tak wysoki skumulowany udziağ wariancji Ŝwiadczy, Ũe zastosowanie rzutowania danych na 

przestrzeŒ tr·jwymiarowŃ pozwala niemal w peğni uchwyciĺ strukturň miňdzygrupowŃ oraz skutecznie 

rozr·Ũniĺ klasy. Ograniczenie analizy do dw·ch wymiar·w skutkowağoby utratŃ ponad 10% informacji 

dotyczŃcej struktury miňdzygrupowej, co w kontekŜcie interpretacji statystycznej i biologicznej moŨe mieĺ 

istotne konsekwencje dla jakoŜci i trafnoŜci wniosk·w. 

 

Rysunek 6.7 Wizualizacja przestrzeni dyskryminacyjnej uzyskanej w wyniku analizy LDA. Wykres prezentuje 

rozmieszczenie pr·bek wzglňdem trzech pierwszych funkcji dyskryminacyjnych: LD1 (69,80% wyjaŜnianej wariancji 

miňdzygrupowej), LD2 (19,69%) oraz LD3 (10,51%). 

Pierwsza oŜ dyskryminacyjna LD1 odpowiada za najwiňkszŃ czňŜĺ zr·Ũnicowania danych, 

wyjaŜniajŃc 69,80% wariancji miňdzygrupowej. SpoŜr·d o najsilniejszym wpğywie na LD1 wyr·ŨniajŃ siň 

wartoŜci: 23,00 (+264,1), 86,06 (+254,5), 768,02 (+197,0), 67,02 (+182,6) oraz 44,01 (+110,8). Dodatni 

znak wsp·ğczynnika wskazuje, Ũe wzrost intensywnoŜci tych sygnağ·w przesuwa pr·bki w kierunku 

wyŨszych wartoŜci LD1, co moŨe stanowiĺ cechň charakterystycznŃ dla okreŜlonej klasy pr·bek. Z kolei 

zmienne cechujŃce siň silnie ujemnymi wsp·ğczynnikami wzglňdem LD1 to: 184,01 (-273,6), 262,47  

(-209,4), 38,96 (-197,0), 55,02 (-135,2) oraz 224,06 (-114,8). Wysoka intensywnoŜĺ tych sygnağ·w wiŃŨe 

siň z przesuniňciem pr·bek w przeciwnym kierunku osi LD1, co sugeruje ich przynaleŨnoŜĺ do odrňbnej, 

kontrastujŃcej grupy. Takie rozdzielenie wartoŜci LD1 moze wskazywaĺ na podziağ na dwa zestawy 

marker·w chemicznych lub biologicznych, kt·re mogŃ odzwierciedlaĺ r·Ũnice metaboliczne, 

toksykologiczne bŃdŦ Ŝrodowiskowe. Druga oŜ dyskryminacyjna LD2, wyjaŜniajŃca 19,69% wariancji 

miňdzygrupowej, charakteryzuje siň przede wszystkim dodatnim wpğywem zmiennych m/z: 131,74 (+81,1), 
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224,06 (+48,9), 184,01 (+47,8), 262,47 (+31,4) oraz 103,95 (+16,3). Ich wzrost intensywnoŜci przesuwa 

pr·bki w kierunku wyŨszych wartoŜci LD2. Zmienne o wsp·ğczynnikach ujemnych to m.in.: 44,01 (-123,5), 

768,02 (-93,2), 23,00 (-95,5), 67,02 (-56,0) oraz 55,02 (-67,1). LD2 prawdopodobnie opisuje inny, 

niezaleŨny od LD1 wymiar zmiennoŜci, uwzglňdniajŃcy bardziej subtelne r·Ũnice biologiczne lub 

fizykochemiczne, kt·re nie zostağy uchwycone przez pierwszŃ oŜ dyskryminacyjnŃ.  

Trzeci komponent LD3, odpowiadajŃcy za 10,51% wariancji miňdzygrupowej, r·wnieŨ wnosi 

istotne informacje. Zmienne o najwiňkszym dodatnim wpğywie to m/z: 262,47 (+149,5), 184,01 (+121,6), 

224,06 (+90,5), 55,02 (+101,1) i 103,95 (+47,6). Z kolei najsilniejsze ujemne wsp·ğczynniki odnotowano 

dla m/z: 86,06 (-233,2), 67,02 (-203,2), 124,96 (-120,7), 246,56 (-70,4) oraz 165,93 (-63,0). LD3 moŨe 

odpowiadaĺ za r·Ũnicowanie mniej oczywistych podziağ·w wewnŃtrz grup lub wskazywaĺ na wt·rne 

markery biologiczne. 

Zestawienie wartoŜci wsp·ğczynnik·w dla poszczeg·lnych osi dyskryminacyjnych znajduje siň  

w tabeli 6.8, natomiast wizualizacja wynik·w znajduje siň na rysunku 6.6. Zastosowanie tr·jwymiarowej 

projekcji LDA umoŨliwiğo uchwycenie zğoŨonych relacji miňdzy zmiennymi m/z a badanymi grupami 

pr·bek. Dziňki wysokiemu udziağowi wariancji przez pierwsze trzy dyskryminanty, przestrzeŒ ta pozwala 

na peğniejszŃ interpretacjň danych oraz identyfikacjň potencjalnych biomarker·w r·ŨnicujŃcych klasy. 

Ograniczenie analizy do dw·ch wymiar·w skutkowağoby utratŃ istotnych informacji, co podkreŜla wartoŜĺ 

modelu 3D w kontekŜcie eksploracji i interpretacji danych biologicznych, chemicznych czy 

Ŝrodowiskowych.  

W niniejszej analizie zastosowano zar·wno analizň gğ·wnych skğadowych PCA, jak i liniowŃ 

analizň dyskryminacyjnŃ LDA w celu redukcji wymiarowoŜci danych oraz identyfikacji kluczowych 

zmiennych m/z, r·ŨnicujŃcych badane grupy. Obie metody przeksztağcajŃ oryginalnŃ przestrzeŒ zmiennych 

do nowej, zredukowanej przestrzeni, lepiej oddajŃcej istotne wzorce ukryte w danych. Pomimo wsp·lnego 

celu, metody te r·ŨniŃ siň podejŜciem: PCA maksymalizuje cağkowitŃ wariancjň bez uwzglňdnienia 

informacji o przynaleŨnoŜci klasowej, natomiast LDA optymalizuje separacjň miňdzy grupami. R·Ũnice te 

znalazğy odzwierciedlenie w charakterze i interpretacji uzyskanych komponent·w. 

Tabela 6.8 Wsp·ğczynniki ğadunk·w zmiennych m/z na pierwsze trzy gğ·wne skğadowe (LDA, LD2, LD3) uzyskane 

w analizie LDA. 

m/z LD1 LD2 LD3 

23,00 264,088 -95,480 -13,015 

38,96 -196,951 -10,756 126,470 

44,01 110,842 -123,496 -0,375 

55,02 -135,164 67,129 101,131 

58,01 -15,678 -17,021 69,989 
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m/z LD1 LD2 LD3 

67,02 182,648 -55,962 -203,207 

86,06 254,525 -15,575  -233,211 

87,92 -37,968 20,483 46,940 

94,86 41,571 -4,508 -23,580 

100,06 36,944 -11,677 -31,325 

103,95 -31,766 16,336 47,555 

124,96 71,812 2,988 -120,737 

131,74 1,070 81,065 -37,916 

140,72 2,944 -4,074 -10,047 

165,93 38,534 -17,293 -62,952 

184,01 -273,579 47,844 121,573 

224,06 -114,788 48,900 90,527 

246,56 79,098 0,816 -70,398 

262,47 -209,423 31,357  149,491 

281,02 54,758 9,291 -16,992 

768,02 197,015 -93,175   -94,040 

 

6.3. Technika MALDI  

6.3.1. Analiza MALDI w trybie dodatnim i ujemnym  

Podczas wğaŜciwych pomiar·w zastosowano metodologiň opracowanŃ na podstawie wynik·w 

przedstawionych w rozdziale 5.4.2. Zgodnie z opisanym protokoğem, tkanki pobrane podczas biopsji byğy 

przechowywane w ciekğym azocie. Przed przystŃpieniem do pomiar·w pr·bki przenoszono najpierw do 

lod·wki, a nastňpnie do temperatury pokojowej, gdzie umieszczano je w eksykatorze na 45 minut.  

Do przygotowania matryc zastosowano dwa roztwory: pierwszy stanowiğ 25 mg/ml DHB 

rozpuszczonego w 50% MeOH z dodatkiem 0,2% TFA, natomiast drugi to 2,5 mg/ml DAN w 50% ACN. 

NatňŨenie rozpylania matrycy byğo regulowane, rozpoczynajŃc od 10 ÕL/min, a koŒczŃc na 60 ÕL/min. 

Dysza nanoszŃca matrycň pracowağa z odstňpem liniowym 2 mm oraz prňdkoŜciŃ 600 mm/min. Dla matrycy 

DHB nağoŨono 12 warstw przy ustawieniu parametru z = 5, natomiast dla DAN zastosowano 16 warstw 

przy z = 1. Pomiary przeprowadzono dla kaŨdego skrawka z uŨyciem rastra o wymiarach 50 Ĭ 50 punkt·w. 

W celu por·wnania widm dla kaŨdej pr·bki zastosowano po 302 strzağy lasera, co odpowiadağo liczbie 
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impuls·w niezbňdnych do peğnego pokrycia najmniejszego obszaru skrawka tkanki. Taki dob·r parametr·w 

zapewniğ sp·jnoŜĺ i powtarzalnoŜĺ wynik·w. 

W celu zobrazowania obszar·w pomiarowych, na rysunku 6.8 przedstawiono zestawienie 

skrawk·w tkanki miňŜniowej przygotowanej do analizy w trybach pozytywnym oraz negatywnym MALDI. 

Fragmenty oznaczone kolorami odpowiadajŃ obszarom o tej samej powierzchni, kt·re zostağy wybrane do 

dalszej analizy. 

 

Rysunek 6.8 Zestawienie skrawk·w miňŜniowych wykorzystanych w pomiarach: (u g·ry) widok skrawk·w w trybie 

pozytywnym z uŨyciem matrycy DHB, (na dole) widok skrawk·w w trybie negatywnym z uŨyciem matrycy DAN. 

Kolorowe obszary oznaczajŃ fragmenty o tej samej powierzchni, poddane analizie metodŃ MALDI. 

W tabeli 6.9 przedstawiono zestawienie wszystkich pr·bek uwzglňdnionych we wğaŜciwej analizie 

wykorzystujŃcej metodň MALDI. Ujňto w niej dane dotyczŃce numeru pr·bki (zgodnie z oznaczeniami  

w systemie FlexImaging), przypisanej grupy badawczej i postawionego rozpoznania histopatologicznego. 

Pr·bka numer 05, mimo Ũe poczŃtkowo zostağa zaliczona do grupy miopatii, zostağa ostatecznie wykluczona 

z analizy koŒcowej ze wzglňdu na podejrzenie choroby Pompego, kt·ra charakteryzuje siň odmiennym  

i ŜciŜle okreŜlonym mechanizmem patogenetycznym. Ze wzglňd·w poznawczych uwzglňdniono jŃ jednak 

w etapie wstňpnych por·wnaŒ, w celu oceny, czy jej profil molekularny wykazuje cechy zbliŨone do 

miopatii i dystrofii, czy teŨ tworzy wyraŦnie odrňbnŃ kategoriň, co mogğo dostarczyĺ dodatkowego 




































