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Streszczenie

Migsénie szkieletowe petnia nie tylko funkcje mechaniczne, ale takze uczestnicza w regulacji wielu
procesOw metabolicznych. W réznych schorzeniach migéni takich jak dystrofie czy miopatie obserwuje sig¢
zmiany zaréwno w sktadzie molekularnym, jak i pierwiastkowym tkanki. W niniejszej pracy podjeto probe
opisu tych zmian jakie zachodza w tkankach mie$ni na materiale ludzkim - chorych badanych w ramach
diagnostyki schorzen nerwowomie$niowych. Wykorzystano do tego celu materiat pobrany droga biopsji
chirurgicznej, ktory pierwotnie stuzyt diagnostyce neuropatologicznej, a ktory wtornie wykorzystano do
badan za pomocg kilku uzupehiajacych si¢ metod eksperymentalnych. Wykorzystano technike emisji
promieniowania rentgenowskiego wywotang czastkami natadowanymi pPIXE (ang. Micro Particle Induced
X-ray Emission) wspomagang obrazowaniem za pomocg skaningowej transmisyjnej mikroskopii jonowej
STIM (ang. Scanning Transmission lon Microscopy), spektrometri¢ masowa jonow wtornych MeV SIMS
(ang. Secondary lon Mass Spectrometry) oraz metode spektrometrii masowej z desorpcja/jonizacja laserowa
wspomagang matrycg 1 analiza czasu przelotu jondow MALDI-TOF (ang. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry). Dodatkowo dla metody MALDI zostata
wykonana analiza widm fragmentacyjnych uzyskanych za pomoca metody LIFT (ang. Laser-Induced
Fragmentation Technology).

Technika pPIXE potaczona z mikroskopia STIM umozliwita iloSciowe okreslenie koncentracji
1 dystrybucji wybranych pierwiastkéw (m.in. Ca, K, Fe, Zn) w zachowanym kontek$cie morfologicznym
tkanek ludzkich. Technika MeV SIMS dostarczyta informacji o sktadzie molekularnym z wysoka
rozdzielczo$cia przestrzenna, szczegolnie w zakresie lipidow, drobnomolekularnych metabolitow oraz
jonow. Uzupehiajgca analiza z uzyciem MALDI-TOF pozwolila na identyfikacje we wtoknach
migsniowych konkretnych czasteczek lipidowych, gléwnie z grupy fosfatydylocholin (ang.
Phosphatidylcholines, PC), z jednoczesnym okre$leniem ich adduktow (M+H*, M+Na*, M+K") oraz
potwierdzenie struktury na podstawie wykonanej fragmentacji MS/MS.

Wyniki analizy dowiodty, ze gldéwnymi czasteczkami roznicujagcymi wszystkie badane grupy, byly
czasteczki PC. Roznity si¢ one migdzy sobg dlugoscia fancuchdéw acylowych, liczbg wigzan nienasyconych
i rodzajem jonizacji. Takie zmiany moga wptywac na wlasciwosci blon biologicznych, jak tzw. ptynnos¢,
zdolno$¢ do wigzania jondw oraz na funkcjonowanie biatek blonowych. W konteks$cie migséni, szczegdlnie
istotne wydaja si¢ zaleznosci migdzy sktadem PC, a transportem jonow wapnia, ktéry odpowiada za
prawidlowy skurcz i rozkurcz komoérek migsniowych. Zidentyfikowane zmiany w skladzie lipidowym
sprzggaly si¢ takze z zaburzeniami w rozktadzie pierwiastkow, zwlaszcza wapnia, co moze odzwierciedla¢
zaburzenia funkcji siateczki sarkoplazmatycznej. Jest to szczegélnie istotne w przypadku schorzen

miesniowych, gdzie czgsto dochodzi do spadku aktywnosci ATP-azy i uposledzenia zdolno$ci wigzania



Ca?* [1, 2]. Analiza molekularna i pierwiastkowa umozliwila lepsze zrozumienie tych zmian, a takze
wskazata na mozliwe markery funkcjonalnego stanu mig¢$ni.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze fosfatydylocholiny moga odgrywac role nie tylko strukturalna, ale
i regulacyjng wplywajac na metabolizm komorkowy, sygnalizacje i adaptacje tkanek mig$niowych
w stanach chorobowych. Potaczenie danych uzyskanych przy uzyciu réznych technik analitycznych
umozliwito zarysowanie podejscia, ktére moze wspiera¢ dalsze prace nad lepszym zrozumieniem zmian
zachodzacych w tkance mig$niowej w stanach patologicznych. Zidentyfikowane roznice molekularne
1 pierwiastkowe moga stanowi¢ punkt wyjscia do poszukiwania potencjalnych biomarkerow, jednak
wymagaja dalszej weryfikacji w wigkszych grupach badawczych i w kontek$cie klinicznym. Uzyskane
wyniki stanowig rowniez, jak si¢ wydaje, obiecujacy punkt wyjscia do dalszych badan translacyjnych, ktore
pozwolityby na przelozenie zmian w sktadzie lipidow oraz rozktadzie pierwiastkow, na konkretne narzedzia
diagnostyczne lub terapeutyczne mozliwe do zastosowania w praktyce kliniczne;j.

Ninigjsza praca wskazuje, ze wykorzystanie zaawansowanych metod mikroskopowych,
spektroskopowych, moze by¢ istotnym krokiem w analizie skomplikowanych patomechanizmow stanow

chorobowych, jakimi sg choroby nerwowomig$niowe.
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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 uPIXE 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 pPIXE 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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Wstep

W ostatnich latach coraz wigksze znaczenie przypisuje si¢ badaniom z zakresu tzw. zintegrowane;j
biologii przestrzennej, taczacej informacje o skladzie pierwiastkowym z analizg molekut biologicznych
w kontek$cie strukturalnym i przestrzennym. Takie podejscie umozliwia doktadniejsze zrozumienie
ztozonych zmian zachodzacych w chorobach tkanek, zwlaszcza tam, gdzie liczy si¢ nie tylko obecnosé¢
okreslonej czasteczki, ale rowniez jej rozmieszczenie w mikroskali. W tym kontekscie zastosowanie
nowoczesnych technik spektrometrycznych, moze pozwoli¢ na uzyskanie komplementarnego obrazu zmian
zachodzacych w ludzkiej tkance mig¢$niowe;.

Migénie szkieletowe stanowig jedng z najwickszych pod wzgledem masy tkanek ludzkiego
organizmu 1 odgrywaja nie tylko zasadnicza role¢ w ruchu i utrzymaniu postawy, ale takze w regulacji
gospodarki energetycznej, metabolizmu glukozy oraz homeostazy jonowej. Ich prawidlowe
funkcjonowanie zalezy od precyzyjnej regulacji proces6w biochemicznych i strukturalnych, zachodzacych
zaréwno na poziomie komérkowym, jak i subkomorkowym. W stanach patologicznych, takich jak dystrofie
mig$niowe czy miopatie, dochodzi do zakldcen w tych procesach, czego skutkiem mogg by¢ zaburzenia w
strukturze i funkcji mie$ni. Wciaz jednak brakuje petnego zrozumienia molekularnych i pierwiastkowych
mechanizmoéw lezacych u podstaw tych schorzen, zwtaszcza u ludzi.

Dzieki uzyciu analizy w skali mikrometrycznej, praca ta miata na celu nie tylko wskazanie
potencjalnych biomarkeréw zmian patologicznych w mig$niach, ale rOwniez zaproponowanie podejscia
badawczego integrujacego dane chemiczne, molekularne 1 przestrzenne. Dzigki zastosowaniu
nowatorskiego zestawu metod mozliwe byto uzyskanie wgladu w lokalne zmiany biochemiczne, ktére moga
pozostawa¢ niezauwazone m. in. przy tradycyjnych technikach analizy masowej. Zrozumienie roli
pierwiastkow sladowych oraz molekularnego sktadu tkanek w procesach patologicznych stanowi obecnie
jedno z kluczowych wyzwan wspoétczesnej medycyny, szczegélnie w obszarze chorob migsni. Badanie ich
rozlokowania, koncentracji oraz wzajemnych interakcji w obrgbie zmienionych chorobowo struktur nie
tylko poglebia naszg wiedzg o biochemicznych mechanizmach lezacych u podstaw tych schorzen, lecz takze
otwiera drzwi do opracowywania nowatorskich strategii diagnostycznych i terapeutycznych.

Dotychczasowe prace badawcze jednoznacznie wskazuja, ze zarowno niedobory, jak i nadmiary
konkretnych pierwiastkow, a takze istotne zmiany w skladzie molekularnym odzwierciedlaja, a co
wazniejsze, maja bezposredni wptyw na zaburzenia metaboliczne, ktore znaczaco determinujg przebieg
choroby i stan zdrowia pacjentow [3, 4]. Szczeg6lng uwage zwraca rola lipidow, ktoérych zmieniony
metabolizm moze wplywac¢ na zdolno$¢ migsni do kompensacji skutkéw utraty unerwienia, zjawiska
charakterystycznego dla wieku chordb neurodegeneracyjnych [5].

W realizacji zatozen badawczych niniejszej pracy zastosowano zaawansowane techniki

spektroskopowe i spektrometryczne, pozwalajace na wielopoziomowa analizg probek tkanek migsniowych.

15



Wykorzystano spektroskopi¢ emisyjng promieniowania rentgenowskiego wzbudzonego czastkami
natadowanymi pPIXE (ang. Micro Particle Induced X-ray Emission) oraz polagczong z nig skaningowg
transmisyjng mikroskopie jonowa STIM (ang. Scanning Transmission lon Microscopy), co umozliwilo
iloSciowe obrazowanie rozmieszczenia pierwiastkow $ladowych w zachowanym konteks$cie
morfologicznym. Takie potaczenie metod zapewnia wysoka precyzje i miarodajnos¢ mapowania
elementarnego przy jednoczesnym zachowaniu strukturalnej integralno$ci analizowanej tkanki. Kolejnym
zastosowanym narzedziem byta spektrometria masowa jondw wtornych SIMS (ang. Secondary lon Mass
Spectrometry), pozwalajaca na wnikliwa analiz¢ molekularng, zwtaszcza w zakresie zwigzkoéw o niskiej
masie czasteczkowej, z rozdzielczo$cia przestrzenng siegajaca poziomu submikronowego. Uzupetieniem
analizy molekularnej byla technika MALDI (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization),
szczegblnie cenna w badaniach ukierunkowanych na sktad lipidowy. Metoda ta umozliwita nie tylko
detekcje, ale takze charakterystyke strukturalng szerokiego spektrum lipidow w tym fosfolipidow,
triglicerydow, sfingolipidow czy cholesterolu [6]. W kontekscie analizowanych patologii migsniowych,
takich jak miopatie 1 dystrofie, zmiany w skladzie lipidow moga wptywa¢ na integralnos¢ bton
komoérkowych oraz mechanizmy odpowiedzialne za ich uszkodzenie i regeneracjg.

Zastosowanie wyzej wymienionych metod, umozliwiajacych jednoczesne obrazowanie oraz
pomiary spektroskopowe w skali mikro i submikronowej umozliwia wnikliwa ocen¢ ztozonych zmian
metabolicznych i degeneracyjnych w przebiegu chordéb migsniowych o réznorodnym podtozu [6, 7]. Dzigki
tak zintegrowanemu podej$ciu mozliwe bylo uchwycenie subtelnych, lecz istotnych, réznic pomigdzy

probkami referencyjnymi a patologicznymi.
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1. Miesnie szkieletowe (poprzecznie prazkowane)

Migénie szkieletowe petnia szereg istotnych funkcji, takich jak umozliwianie poruszania sig,
stabilizacja postawy, regulacja temperatury ciala, magazynowanie sktadnikow odzywczych oraz utrzymanie
roOwnowagi jonowej w organizmie [8]. W odréznieniu od miesni gladkich i mig$nia sercowego, ich skurcze
sa kontrolowane przez somatyczny uktad nerwowy, co pozwala na $wiadome sterowanie ich aktywnoscia.
Warto podkresli¢, ze migsnie szkieletowe stanowia okoto 40% masy ciata czlowieka. Do narzadow
tworzonych gtownie przez tkanke mic$niowa (migsnie poprzecznie prazkowane) nalezg takze jezyk,
przepona. Znajdujemy je roéwniez w oczodole (zewngtrzne umigsnienie ruchowe gatki ocznej) oraz
w $cianie gornej czesci przelyku. Ogolnie szacuje si¢, ze migsnie zawieraja od 50% do 75% catkowitej
ilosci biatek organizmu, co podkresla ich fundamentalne znaczenie dla metabolizmu i prawidtowego

funkcjonowania ciata [9].
1.1. Budowa

Aby w pelni zrozumie¢ mechanizmy funkcjonowania migsni poprzecznie prazkowanych, kluczowe
jest poznanie ich mikrostruktury. Szczegodlnie przydatna jest jej ocena w przekroju poprzecznym. Jesli
poming¢ badania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej (gdzie wykorzystuje si¢ gldéwnie przekroje
wzdtuz osi dugiej widkien) diagnostyka histopatologiczna/neuropatologiczna schorzen migsni jest oparta
na skrawkach wykonywanych na plaszczyznie poprzecznej wzgledem osi podituznej wiokien. Taka
orientacja skrawkoéw umozliwia m. in. wiarygodna ocene¢ tkanki miesniowej, w tym w szczegdlnosci
srednicy widkien, dystrybucji funkcjonalnych typéw wldkien migsniowych, ilosciowych relacji miedzy
wloknami a przedzielajaca je tkanka taczna, wszelkich innych znamion patologii np. naciekéw zapalnych.
Szczegodlne znaczenie stosowania poprzecznych przekrojow tkwi w tym, ze uzywajac sekwencyjnych
skrawkéw mozna zastosowac teoretycznie nieograniczona liczbg réznych metod diagnostycznych
i badawczych z zachowaniem tego samego uktadu strukturalnego badanej tkanki, co umozliwia poréwnanie
wynikow uzytych metod w tych samych widknach migsniowych. Widkna mig$niowe to cylindryczne
struktury o $rednicy od 10 um do 100 um i dlugosci dochodzacej do kilkudziesigciu centymetréw. Sg one
podstawowymi jednostkami strukturalnymi migsnia, a ich ksztatt w przekroju poprzecznym mozna okresli¢
jako okragly lub wielokatny. Widkna te sg wielojadrowe, a jadra komorkowe, w warunkach prawidtowych,
znajduja si¢ peryferyjnie, tuz pod btong komoérkowa zwang sarkolemmg. Sarkolemma peini funkcje
ochronng i umozliwia wymiang jondw, co jest niezbedne do przewodzenia impulséw nerwowych. Co wigcej
jest podstawowa strukturg zapewniajacg integralno$¢ widkna migsniowego, a w jej budowanie znajdujemy

kluczowe dla zachowania funkcji mig$nia biatka takie jak dystrofina, dysferlina, sarkoglikany, dystroglikan
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i inne. W tym miejscu warto wspomnie¢, ze patogeneza wigkszosci dystrofii migsniowych jest zwigzana
z genetycznym defektem ktdregos z biatek strukturalnych sarkolemmy, takich jak wspomniane wyzej.

Kazde wiokno migsniowe otoczone jest cienkg warstwa tkanki tacznej, zwang Srodmiesng (ang.
endomysium), ktdra dostarcza wioknom substancji odzywczych za posrednictwem wlos$niczek oraz zawiera
wldkna nerwowe. Wtokna miesniowe sg grupowane w peczki (ang. fascicles). W przekroju poprzecznym
peczki maja ksztatt wielokatny i moga zawiera¢ od kilku do kilkuset wtokien mig§niowych. Peczki te
otoczone sg kolejna warstwa tkanki tagcznej, znang réwniez omiesng (ang. perimysium), ktoéra oddziela je od
siebie i stanowi miejsce przebiegu wiekszych naczyn krwiono$nych oraz nerwow.

Whnetrze witokna migsniowego, widoczne w przekroju poprzecznym, ukazuje uporzadkowana
strukture ztozong z miofibryli bgdacych podstawowymi elementami kurczliwymi migénia. Miofibryle maja
$rednicg okoto 1 - 2 pm i zbudowane sg z biatek kurczliwych, gtownie aktyny i miozyny, ulozonych
w funkcjonalne jednostki zwane sarkomerami. W sarkomerach biatka takie jak titina, desmina i nebulina
petnig kluczowa role w utrzymaniu strukturalnej integralno$ci miofibryli.

Migsnie szkieletowe sa bogato unaczynione, co umozliwia dostarczanie tlenu i substancji
odzywczych do aktywnie kurczacych si¢ wiokien co jest kluczowe z punku widzenia prawidtowego
funkcjonowania mi¢éni, tkanki szczegodlnie zaleznej od zaopatrzenia w energie. W §rodmigsnej obecne sg
naczynia wlosowate otaczajace kazde widkno migsniowe, natomiast w omigsnej i namigsnej (ang.
epimysium) przebiegaja wicksze naczynia krwionosne. Schematyczne przedstawienie opisanych struktur

zostato przedstawione na rysunku 1.1.

srédmiesna
omiesna
namiesna

miesien : 0
J\, nhaczynia migsniowe

) o,
/ krwionosne ) _ Ajadm

peczek wtdkien
widkno

mig$niowych : : : ~~peczek wiskien
miesniowe

migsniowych

Rysunek 1.1 Po lewej przedstawione zostato schematyczne przedstawienie kluczowych struktur migénia poprzecznie
prazkowanego. Po prawej znajduje si¢ mikroskopowy obraz probki tkanki migsniowej barwionej hematoksyling
i eozyna, ukazujacy strukture migénia szkieletowego.

1.2. Typy wlokien mie¢sni szkieletowych

Podzial wldkien migéniowych na typy mozna dokona¢ wedlug kryteriow funkcjonalnych,

histochemicznych i biochemicznych. Zgodnie z kryterium funkcjonalnym widkna migsni szkieletowych
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mozna podzieli¢ na ,,wolnokurczliwe” (typ I) 1,,szybkokurczliwe” (typ II). Widkna typu I to wtdkna wolno
kurczace sig, charakteryzujace si¢ wysoka odpornoscig na zmeczenie. Dzigki niskiej predkosci skurczu
1 niskiej aktywno$ci miozyno-ATP-azy sa najlepiej przystosowane do skurczow wytrzymato$ciowych.
Wibkna typu Ila to widkna szybko kurczace si¢, cechujace sie¢ wysoka aktywno$cia miozyno-ATP-azy
1 wigksza podatno$cig na zmeczenie. Zarowno widkna typu I i Ila sg okreslane jako ,,wldkna czerwone”
przez wysoka zawarto§¢ mioglobiny. Czerpia one energie glownie z fosforylacji oksydacyjnej i obfituja
w mitochondria. Widkna typu IIb uzyskuja energie gtownie na drodze glikolizy i charakteryzuja si¢ szybkim
tempem skurczu. Sg to wtokna o najwiekszej $rednicy, co wynika z wysokiej gestosci bialek aktyny
1 miozyny. Zawieraja niewiele mitochondriéw i nazywane sa ,,wtoknami bialymi” ze wzgledu na niska
zawarto$¢ mioglobiny. ATP pozyskujg przede wszystkim z glikolizy beztlenowej, wykazuja wysoka
aktywno$¢ miozyno-ATP-azy i generujg najwigksza site skurczu jakkolwiek szybko ulegaja zmeczeniu. Ze
wzgledu na te cechy, graja szczegodlng role podczas krotkotrwatych, intensywnych wysitkow.

Jakkolwiek zasadnicze dwa typy wiokien migSniowych mozna rozrézni¢ juz w preparatach
barwionych hematoksyling i eozyna, jednak do precyzyjnego réoznicowania typoéw wiokien migsniowych
stosuje sie w szczegolnosci metody histochemiczne wykrywajace aktywnos¢ ATP-azowg w roznym pH.
I tak wtokna typu I wykazuja wysoka aktywnos$¢ ATP-azowa w pH 4,2. W przeciwienstwie do nich widkna
typu II wykazuja aktywno$¢ ATP-azowa przy pH 9,4. Wposrod innych metod identyfikacji typow wiokien
warto wspomnie¢ takze o wykorzystaniu izoform miozyny tzw. myosin fast i myosin slow wykrywanych
metoda immunohistochemiczna. Funkcjonalne roznice miedzy typami wiokien sg jak widaé¢ zwigzane
roznicami w ich metabolizmie i immunoekspresji bialek. Co jednak szczegolnie istotne moga one odmiennie
zachowywac sie w zaleznosci od charakteru patologii np. charakterystyczny selektywny zanik wtokien typu
IT wystepuje jako skutek uboczny kortykosterydoterapii. Z kolei np. w zaniku neurogennym migsnia

(w wyniku odnerwienia) obserwujemy grupowanie si¢ typéw wiokien i ich grupowy zanik.
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2. Klasyfikacja miopatii i dystrofii mi¢sniowych: ujecie

patofizjologiczne i morfologiczne

Ze wzgledu na podobienstwo objawdw klinicznych w szerokim spektrum choréob mig$niowych
o zréznicowanej etiologii, najczesciej stosowana klasyfikacja miopatii dzieli je na dwie gtowne grupy:
miopatie pierwotne oraz miopatie wtorne [10]. Taki podziat uwzglednia zasadnicze mechanizmy
patogenetyczne oraz charakter zmian histopatologicznych w obrebie tkanki migsniowej, co ma kluczowe
znaczenie zaro6wno w diagnostyce réznicowej, jak i w ustalaniu strategii terapeutycznych. Choroby
nerwowo-miesniowe (ang. neuromuscular diseases, NMD) stanowig szeroka i heterogenng grupe zaburzen,
obejmujaca zaréwno etiologie genetyczne, jak i nabyte [11-13]. Charakteryzuja si¢ one szerokim zakresem
cech klinicznych, morfologicznych i molekularnych, a ich dynamika i przebieg moga by¢ zréznicowane
[12, 14]. Diagnostyka NMD moze wymaga¢ wykonania biopsji migsniowej, ktdra czesto zwigzana jest
z koniecznoscig zastosowania wieloaspektowej interpretacji zmian, co jest w duzej mierze procesem

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

2.1. Miopatie pierwotne i wtorne - definicje i podstawy

klasyfikacyjne

Gdy mowimy o miopatiach mamy na mysli schorzenia dotyczace mig$ni prazkowanokomorkowych
(dotyczy to rowniez migsnia serca), natomiast w obreb tego pojgcia nie wchodzi patologia miesni gladkich.
Przy zalozeniu, Ze pojecie miopatii jest najszerszym zakresowo okresleniem schorzen dotyczacych migsni
to nalezy/mozna w nich rozr6zni¢ np. dwie zasadnicze kategorie: miopatie pierwotne i wtérne. Do miopatii
pierwotnych zaliczamy te schorzenia, w ktorych migénie szkieletowe stanowig gtowny lub jedyny organ
dotknigty procesem patologicznym i co za tym idzie sa glowng przyczyna dolegliwosci i skutkow
klinicznych. Do szczegdlnej grupy miopatii pierwotnych nalezg dystrofie migsniowe, ktore majg podtoze
genetyczne 1 charakteryzuja si¢ stopniowym oraz postgpujacym w czasie uszkodzeniem tkanek
miesniowych. Gtownym mechanizmem uszkodzen jest w tym przypadku defekt bialek, ktore stabilizuja
btong komoérkowa migsnia podczas skurczu. Uszkodzenie takich struktur, jak btona sarkolemmy
ewentualnie w niektérych przypadkach otoczki jadrowej (nukleolemmy), prowadzi do zaburzenia
przekazywania sity skurczu, co w konsekwencji powoduje degeneracj¢ i martwice widkien migsniowych.
7 czasem pojawia si¢ ich regeneracja, jednak proces ten jest niewystarczajacy, by zapobiec postgpujagcemu
ostabieniu migsni [16-18]. Natomiast miopatie wtorne to grupa chorob bedacych wynikiem wplywu
czynnikow zewngtrznych, takich jak [19]:

e toksyczne (np. polekowe),
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e endokrynologiczne (np. niedoczynno$¢ tarczycy, hiperkortyzolemia),
e immunologiczne (np. zapalne miopatie autoimmunologiczne),

e neurogenne (np. zanik mig¢$ni wskutek odnerwienia),

e metaboliczne (np. choroby mitochondrialne, glikogenozy),

e lub zwigzane z uszkodzeniem ztgcza nerwowo-mig$niowego (np. miastenia rzekomoporazna).

Uszkodzenie migéni w tych przypadkach wynika z wptywu innych proceséw patologicznych, ktore

prowadza do ostabienia mig$ni lub ich zaniku [20].
2.2. Problematyka klasyfikacji miopatii zapalnych

Szczegoblne trudnosci klasyfikacyjne dotycza miopatii zapalnych, w ktérych obecno$¢ naciekow
zapalnych w migéniu czesto wspolistnieje z patologia ogoélnoustrojows. Zmiany zapalne, ktore przede
wszystkim charakteryzujg si¢ naciekami limfocytarnymi ale rowniez makrofagow a niekiedy takze
granulocytow w mig$niach sg czesto obecne w autoimmunologicznych chorobach tkanki facznej, takich jak
twardzina czy toczen rumieniowaty uktadowy. W takich przypadkach migsien moze by¢ jedynie jednym
z wielu narzaddw zajetych procesem autoimmunologicznym, co prowadzi do przypisania choroby raczej do

kategorii uktadowych chorob tkanki tacznej [20].

2.3. Cechy morfologiczne uszkodzenia mieSnia w przebiegu

miopatii

Typowe zmiany patologiczne w migsniach odzwierciedlajace zniszczenie komorek i tkanek
w wyniku miopatii obejmuja atrofi¢ lub przerost wtokien migsniowych, martwice wtokien miesniowych,
obecnos¢ wtretow cytoplazmatycznych (obecno$¢ nietypowych struktur lub substancji w cytoplazmie
komorki, ktore moga by¢ wynikiem roéznych proceséw patologicznych), regeneracje wiokien (bazofilia
z powodu wysokiej zawarto§ci RNA), internalizacje jader, nacieki zapalne, podwyzszenie poziomu
enzymow w surowicy takich jak kinaza kreatynowa (stanowig one wskaznik uszkodzenia komorek
migéniowych). Zmiany te odzwierciedlaja destrukcje tkanki migsniowej, a ich efektem jest utrata funkcji.
Opisane procesy mogg prowadzi¢ do zastgpienia tkanki mi¢sniowej przez tkanke thuszczows i taczna, co
moze by¢ widoczne na poziomie histologicznym jako widknienie (ang. fibrosis) i otluszczenie (ang.
lipomatosis) (czgsto w literaturze okreslane takze jako fatty replacement) [21]. Widknienie jest procesem
patologicznym, w ktérym dochodzi do nadmiernej produkcji wtokien kolagenowych, prowadzacych do
zgrubienia 1 stwardnienia tkanek, natomiast ottluszczenie jest stanem, w ktorym komorki tluszczowe

gromadzg si¢ w tkance migSniowej, co moze prowadzi¢ do dodatkowego ostabienia funkcji migsni.
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W przebiegu miopatii i dystrofii mig¢éniowych obserwuje si¢ uwazane za mniej lub bardziej
charakterystyczne zjawiska histopatologiczne takie jak:

e silne zrdéznicowanie Srednicy widkien migsniowych, ktére sa oceniane w preparatach
histologicznych krojonych w ptaszczyznach poprzecznych do dtugiej osi widkien,

e obecnos¢ wiokien atroficznych jak rowniez hypertroficznych,

e zwigkszenie ilosci endomysium,

e przemieszczenie jader do wnetrza wtokna (tzw. internalizacja), ktére w prawidlowych warunkach
znajduje si¢ tuz pod sarkolemma,

e fragmentacja miofilamentow i rozmycie prazkowania poprzecznego, co prowadzi do zaburzenia
strukturalnej integralnosci witokien migsniowych, wplywajac na ich zdolnos¢ do skurczu,

e tzw. combing (tlumaczone jako przeczesanie lub wyczesanie), czyli odseparowanie
wewnatrzkomérkowych struktur aparatu kurczliwego migsni, ktore powoduje utrate wyraznej
organizacji miofibryli co jest wynikiem rozdzielenia miofilamentow gtownie przez glikogen,

e obecnos¢ tzw. wlokien wielokatnych (ang. angulated fibers), ktére przyjmuja nieregularny,
wielokatny ksztatt w wyniku zaniku migsni, wystepuja one szczegdlnie w zanikach neurogennych,

e tzw. nagie jadra, ktore pozostaja w migsniach w koncowym etapie zaniku.

Nalezy wspomnie¢, ze zakres zmian morfologicznych w mig$niach jest znacznie szerszy. Wyzej
opisane przyklady zmian to te, ktéore mozna zaobserwowa¢ w mikroskopie $wietlnym w barwieniu
hematoksyling i eozyng lub (w przypadku wildkien ,,wyczesanych) w mikroskopie elektronowym.
W ocenie histopatologicznej bierze si¢ pod uwage rowniez wiele innych wykladnikow zmian
patologicznych, ktére mozna ujawni¢ stosujac metody histochemiczne i immuhistochemiczne takich jak
aktywno$¢ ATP-azowa, czy tez odczyn immunohistochemiczny na biatko dystrofiny, co zostalo szerzej

opisane w rozdziale 2.4.
2.4.  Uwagi metodologiczne

Diagnostyka neuropatologiczna miopatii obejmuje szereg specjalistycznych badan, ktore pozwalaja
na identyfikacje, klasyfikacje oraz ocen¢ zaawansowania choréb migsniowych. Do kluczowych metod

nalezg:

e badania histopatologiczne (barwienia hematoksyling i eozyna, trichrome wg. Gomoriego), ktore
umozliwiajg ocen¢ ogolnej struktury migéni, ujawniajg zanik wiokien, widknienie, zwyrodnienia,
nacieki zapalne, czy zmiany w rozmieszczeniu jader komorkowych,

e badania histochemiczne dotyczace aktywno$ci enzymatycznej takich enzyméw jak ATP-azy,

oksydaza cytochromowa (ang. cyfochrome oxidase, COX), dehydrogenaza bursztynowa (ang.
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succinate dehydrogenase , SDH), ktore pozwalajg na analize metabolizmu komoérek migsniowych,
w szczegblnosci rozrdznienie typoéw wiokien migsniowych i oceny funkcji mitochondriow,

barwienia immunohistochemiczne (dystrofina, desmina, sarkoglikany itp.), ktore stuza do
wykrywania obecno$ci i rozmieszczenia biatek strukturalnych, ktorych niedobdr lub nieprawidtowa

budowa jest charakterystyczna dla okreslonych rodzajow miopatii.

W chwili obecnej coraz wickszego znaczenia nabiera analiza genetyczna, ktora umozliwia identyfikacje

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

diagnozy, rokowania i poradnictwa genetycznego.

Materiat biopsyjny pod wzgledem neuropatologicznym mozna zakwalifikowa¢ do nastgpujacych

kategorii [16]:

dystrofie mie$niowe, ktore obejmujg wrodzone choroby genetyczne prowadzace do postepujacego
uszkodzenia i zaniku mie$ni,

miopatie - jako niespecyficzna (jesli pomina¢ tzw. idiopatyczne miopatie zapalne) szeroko pojeta
grupa zmian patologicznych, ktére jednak nie odpowiadajg jednoznacznie zadnej dobrze
zdefiniowanej jednostce chorobowej,

biopsje negatywne, w ktorych nie stwierdzono uchwytnych zmian morfologicznych w probcee, co
jednak i co bardzo istotne nie wyklucza obecno$ci choroby; m. in. z tego powodu w takich
przypadkach istnieje potrzeba znalezienia niestandardowych metod nowatorskich, ktére mogtyby

ujawni¢ niedostrzegalne w standardowej metodologii zmiany patologiczne.

Zgodnie w powyzszym, na potrzeby niniejszej rozprawy starano si¢ zakwalifikowaé materiat

z biopsji migsniowych do jednej z trzech gtownych kategorii: dystrofii, miopatii oraz probek, ktére nie

wykazywaly zmian patologicznych. Ocena neuropatologiczna opierala si¢ na badaniu mikroskopowym

z

wykorzystaniem standardowych metod histologicznych, histochemicznych oraz

immunohistochemicznych. Podziatu analizowanych probek dokonano na podstawie formalnych diagnoz

neuropatologicznych, przygotowanych na podstawie zanonimizowanych raportow patomorfologicznych.
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3. Znaczenie lipidow i pierwiastkow w chorobach mi¢sni

3.1. Zwiazek miedzy skladem  molekularnym  tkanek

mi¢sniowych i miopatig oraz dystrofiag mi¢Sniowa.

Badania nad skladem molekularnym tkanek migsniowych w kontek$cie miopatii i dystrofii
pozwalaja lepiej zrozumie¢, w jaki sposdb zmiany w zawartosci lipidow oraz okre§lonych pierwiastkow
wplywaja na integralno$¢ strukturalng i funkcjonalng mieéni. Zjawisko to ma szczegdlne znaczenie
w kontekscie dysfunkcji sarkolemmy, cytoszkieletu oraz macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular
matrix, ECM), ktore odgrywaja kluczows rolg w patogenezie miopatii i dystrofii migsniowych [22, 23].

Analiza sktadu lipidowego i1 pierwiastkowego tkanek migsniowych moze dostarczy¢é cennych
informacji na temat molekularnych podstaw tych zaburzen. Szczegolnie wazne jest poddanie analizie zmian
w profilach lipidowych i pierwiastkowych w kontekscie procesow degeneracyjnych migsni, poniewaz moga
one nie tylko wskazywaé¢ na obecno$¢ patologii na poziomie komorkowym, ale takze ujawniaé
mechanizmy, ktére mogltyby sta¢ si¢ potencjalnym celem terapii.

Interwencje ukierunkowane na regulacje lipidow btonowych lub modulacje poziomu wybranych
pierwiastkow, ktorych celem jest stabilizacja bton komérkowych i poprawa zdolno$ci regeneracyjnych

migsni, moga znaczaco poszerzy¢ obecng wiedze na temat miopatii i dystrofii migsniowych [24].

3.2. Lipidom mie¢sni szkieletowych w miopatiach i dystrofiach

mie¢sniowych.

Lipidom odnosi si¢ do zbioru wszystkich lipidow obecnych w komorkach, tkankach lub
organizmach, obejmujacego réznorodne klasy lipidow, takie jak fosfolipidy, glikolipidy, sterole oraz
triglicerydy. Petnig one kluczowe funkcje w strukturze blon komoérkowych, przechowywaniu energii,
sygnalizacji komorkowej oraz regulacji proceséw biologicznych. W kontekscie tkanek migsniowych sktad
lipidowy, w tym profil fosfolipidéw, glikolipidow, cholesterolu oraz innych zwigzkéow lipidowych, ma
fundamentalne znaczenie dla stabilno$ci bton komoérkowych, ich elastycznos$ci oraz funkcji przekazywania
sygnatow migdzykomorkowych. Zaburzenia w tym zakresie mogg prowadzi¢ do pogorszenia strukturalnej
integralnosci sarkolemmy, co jest jednym z podstawowych mechanizmow prowadzacych do dystrofii
mig$niowych. Niedobory lub nadmiar specyficznych lipidow, a takze zmiany w sktadzie fosfolipidow,
moga zaburzaé interakcje biatek transblonowych z ECM oraz cytoszkieletem. W rezultacie dochodzi do

ostabienia mechanizméw zwigzanych z przekazywaniem sit i sygnalow mechanicznych, co pogarsza
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funkcje migsniowe [25]. Zrozumienie tych proceséw na poziomie molekularnym moze dostarczy¢ cennych

wskazowek dotyczacych potencjalnych celow terapeutycznych w leczeniu miopatii i dystrofii migdniowych.

3.3. Rola pierwiastkow w patogenezie miopatii i dystrofii
mi¢sniowej

Pierwiastki, takie jak wapn, magnez, potas, sod oraz pierwiastki §ladowe (np. cynk, miedz, zelazo),
petnig kluczowe funkcje w regulacji procesOw enzymatycznych, rOwnowagi jonowej oraz mechanizmach
przekazywania sygnaléw w komorkach mig$niowych (cynk [26, 27], miedz [28, 29], zelazo). Zaburzenia
w homeostazie wapnia moga prowadzi¢ do nieprawidtowej aktywacji enzymow, co przyspiesza degeneracje
migéni [30, 31]. Ponadto, zmiany w skladzie pierwiastkowym w obrebie tkanek mie$niowych moga
wskazywaé na pierwotne mechanizmy patogenne miopatii, takie jak nieprawidlowe zarzadzanie reakcjami
redoks, ktore wptywaja na stabilno$¢ bton komoérkowych i ich funkcjonalnos¢ [32].

Badania nad wtoknami mie$niowymi wykazaly, ze pierwiastki takie jak wapn, miedz, potas, chlor
i siarka majg statystycznie istotny wplyw w analizach dyskryminacyjnych, pomagajacych réznicowac
dystrofi¢, miopati¢ oraz probki referencyjne [33, 34]. Przeanalizowanie tych sktadnikow moze wigc

stanowi¢ klucz do zrozumienia podstaw miopatii i dystrofii migsniowych.

3.4. Przyszlos¢ terapii dystrofii mie¢Sniowych: wuszczelniacze

blonowe jako innowacyjne podejscie terapeutyczne

Pomijajac nowatorskie terapie genowe, co do ktorych skutecznosci nadal niewystarczajaco duzo
wiemy, a ktore sg z pewnos$cia sa niezwykle kosztowne oraz posiadajg silnie restrykcyjne wskazania [35,
36]; na dzien dzisiejszy nie istniejg realnie dostgpne opcje leczenia dla pacjentdw cierpiagcych na dystrofie
migsniowe. Pomimo to pojawiajg si¢ badania wskazujace na obiecujacy potencjat uszczelniaczy btonowych,
jako nowej klasy srodkow terapeutycznych, ktoére moga skutecznie ograniczaé lub nawet zapobiegac
postepujacym uszkodzeniom komoérkowym zachodzacym w dystrofiach mie$niowych [37]. Niestety,
najbardziej efektywne stgzenia uszczelniaczy btonowych nie sa dobrze tolerowane przez zdrowych
ochotnikéw nawet w krotkoterminowych badaniach [38]. Jednoczes$nie pacjenci z dystrofia mig$niowa
wymagajg dlugotrwatej terapii, poniewaz skuteczno$¢ tych substancji zalezy od ich obecno$ci w momencie
uszkodzenia btony komoérkowe;.

Zrozumienie rownowagi migdzy uszkodzeniem btony a jej naprawa moze zapewni¢ wglad
w roznorodne etapy penetracji w roznych chorobach migéni oraz pomoéc w opracowaniu bardziej

skutecznych strategii terapeutycznych [39].
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Podsumowujac, badania nad molekularnym sktadem tkanek migsniowych w kontek$cie miopatii
i dystrofii migsniowych stanowig kluczowy element w poszukiwaniach nowych mozliwosci
terapeutycznych. Zrozumienie roli lipidow, pierwiastkow oraz ich interakcji z biatkami strukturalnymi
1 matryca zewnatrzkomorkowg otwiera nowe perspektywy w leczeniu tych niejednokrotnie nieuleczalnych

schorzen.
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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 czastkami natadowanymi
PIXE nalezy do grupy metod spektroskopii emisyjne;j. Jest to metoda pokrewna do powszechnie stosowane;j
w naukach przyrodniczych oraz przemysle techniki fluorescencji rentgenowskiej (ang. X-ray Fluorescence,
XRF). Obie techniki opieraja si¢ na detekcji tzw. charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego
emitowanego w wyniku deekscytacji atoméw badanego materiatu. Cecha wspolng obu technik jest
wykorzystanie unikalnych dla kazdego pierwiastka linii emisyjnych, co umozliwia jednoznaczng
identyfikacje i iloSciowq analize sktadu chemicznego probki.

W metodzie PIXE wzbudzenie atomdéw zachodzi w wyniku oddziatywania wysokoenergetycznych
czastek natadowanych (najczesciej protonow o energiach rzgdu kilku MeV) z materiatem probki, poprzez
bombardowanie jej powierzchni. Na tle innych metod analitycznych, PIXE wyrdznia si¢ wyjatkowo wysoka
czuloscig w detekcji pierwiastkow $ladowych, osiggajac poziom detekcji stezen rzedu ppm (ang. parts per
million), a nawet ppb (ang. parts per billion). Dodatkowo, technika ta umozliwia analiz¢ szerokiego zakresu
pierwiastkow (dla Z > 10), co czyni ja narzgdziem uniwersalnym zaré6wno w badaniach materialowych,
biologicznych, jak i srodowiskowych.

Metoda PIXE zostata po raz pierwszy eksperymentalnie zaprezentowana przez zespdt Thomasa
Johanssona z Uniwersytetu w Lund (Szwecja) w 1970 roku [40]. Badania dotyczyty detekcji pierwiastkow
sladowych w probkach zawierajacych roztwor soli miedzi osadzony na folii wegglowej bombardowanych
protonami o energii 1,5 MeV. Zastosowanie wysokorozdzielczego, wielokanatowego detektora
potprzewodnikowego Si(Li) pozwolilo na rejestracj¢ promieniowania rentgenowskiego o bardzo niskiej
intensywnosci, emitowanego przez pierwiastki o masie rzedu 1072 g. W kolejnych latach metoda ta byta
sukcesywnie rozwijana. W celu optymalizacji czutosci i zakresu analizowanych pierwiastkéw rozszerzono
typ stosowanych czastek wzbudzajacych (np. o czastki a, czy ciezkie jony), a takze udoskonalono systemy
detekcji. Przegladowy artykut Johanssona z 1976 roku [41] potwierdzit potencjat tej techniki, wskazujac na
jej wysoka selektywnos¢ pierwiastkowg oraz nieniszczacy charakter analizy.

Wspdlczesnie, metoda PIXE znajduje zastosowanie rowniez w badaniach konserwatorskich np.
w analizie warstw pigmentowych obrazu Madonna dei fusi Leonarda da Vinci [42]. Zastosowanie wigzki
protonow o energiach w zakresie 1,2 - 2,8 MeV pozwolito na otrzymanie charakterystyki kolejnych warstw
malarskich wspomnianego obrazu, dostarczajac cennych informacji o sktadzie chemicznym zastosowanych

pigmentdéw 1 materialdow barwnikowych bez narazenia na zniszczenie badanych struktur. Uniwersalnosc,
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wysoka czuto$¢ oraz wyjatkowy potencjal metody PIXE znajdujg potwierdzenie takze w najnowszych
osiggnigciach badawczych realizowanych we wspolpracy z Ruder Boskovi¢ Institute RBI (Zagrzeb,
Chorwacja), ktory jest przodujacym osrodkiem wyposazonym w akceleratory czastek, umozliwiajace
precyzyjne wykorzystanie wigzek protonéw oraz innych czastek natadowanych o energiach rzgdu kilku

MeV [43-46].

4.1.2. Mechanizm emisji promieniowania X w metodzie PIXE

Zasadniczy mechanizm metody PIXE opiera si¢ na jonizacji wewnetrznych powlok elektronowych
atomow 1 generacji charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego w wyniku oddziatywania
wysokoenergetycznych czastek natadowanych (np. protondw, czastek alfa, cigzkich jondw) z materia.
Czastki te, przemieszczajac si¢ przez material probki, oddziatluja gtownie elektrostatycznie (kulombowsko)
z elektronami, co moze skutkowa¢ wybiciem elektronu z jednej z wewnetrznych powtok elektronowych
atomu (najczesciej K lub L). Schematyczna ilustracja tego zjawiska przedstawiona zostata na rysunku 4.1
znajdujacego si¢ w kolejnym rozdziale. W konsekwencji skutkuje to powstaniem wakansu i tym samym
przejécia atomu w stan wzbudzony. Innymi stowy, prowadzi to do jego jonizacji. Aby powrdci¢ do
najnizszego mozliwego poziomu energetycznego (stanu podstawowego), elektron z wyzszej powtoki musi
przejs$¢ na powtoke z deficytem elektronowym. Roznica energii migdzy tymi poziomami zostaje uwolniona
W postaci promieniowania rentgenowskiego o charakterystycznej energii, specyficznej dla danego
pierwiastka. Proces ten nazywany jest fluorescencja rentgenowska.

W zaleznosci od pary powlok biorgcych udzial w przejsciu wyroznia si¢ charakterystyczne linie
spektralne. Przyktadowo, jesli luka powstaje w powloce K i zostaje wypetniona przez elektron z powtoki
L, emitowana jest linia Ka. W przypadku tego przejScia, subtelne rdéznice energetyczne migdzy
podpowtokami Ls (2ps/2) i L2 (2pi/2) skutkuja powstawaniem dwoch odrgbnych linii: Kou oraz Ko.. Gdy
elektron pochodzi z powloki M, zgodnie z notacja Siegebahna mamy do czynienia z promieniowaniem linii
Kp, charakteryzujacym si¢ nizsza intensywnos$cig. W zaleznosci od konkretnej podpowtoki wyrodznia si¢
przejécia KP: - KBs. Analogiczna klasyfikacja dotyczy réwniez sytuacji, gdy elektron zostaje wybity
z powtoki L, co moze mie¢ miejsce, gdy energia wiazki bombardujacej jest nizsza niz energia wigzania

powloki K [47].

4.1.3. Mechanizmy relaksacji atomu

Proces deekscytacji atomu wzbudzonego w wyniku wybicia elektronu z wewnetrznej powloki moze
przebiega¢ na rozne sposoby. Najczesciej rozwazanym mechanizmem jest emisja fotonu
charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego, jednak nie jest to jedyna mozliwa droga relaksacji.
Alternatywnym procesem, konkurencyjnym wobec fluorescencji rentgenowskiej, jest emisja elektronu

Augera. Jest to zjawisko, w ktérym nadmiar energii uwalniany podczas przejécia elektronu z wyzszej
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powtoki 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 wylacznie wewnatrz atomu i nie generuje
bezposrednio promieniowania X, co sprawia, ze jest procesem ,.cichym” z punktu widzenia detekcji
fotonow. Rownocze$nie mechanizm ten istotnie wplywa na catkowita wydajnos¢ fluorescencji oraz
interpretacje widma.

Wydajno$¢ fluorescencji w (ang. fluorescence yield) definiowana jest jako stosunek
prawdopodobienstwa emisji promieniowania rentgenowskiego do catkowitego prawdopodobienstwa
deekscytacji atomu. Parametr ten jest silnie zalezny od liczby atomowej pierwiastka i moze zosta¢ opisany
za pomocg nastgpujacej zaleznosci:

74

= —— 1
D+ 74 &y

w

gdzie: Z to liczba atomowa pierwiastka, D jest to stala zalezna od rodzaju linii spektralnej i przyjmuje
warto$¢ okoto 10 dla linii K oraz okoto 108 dla linii L [48].

Co wiecej, dla pierwiastkéw o niskim Z (np. C, N, O) emisja Augera jest procesem dominujacym,
natomiast dla pierwiastkéw ciezkich (Z > 30) prawdopodobienstwo emisji promieniowania X wzrasta
znaczaco, osiggajac wartosci bliskie 100% [47].

Mechanizmy jonizacji materii przez czastki punktowe (np. protony) oraz ci¢zkie jony, a takze
zwigzane z nimi procesy deekscytacji atomu i emisji promieniowania charakterystycznego, zostaty
szczegOtowo opisane w klasycznym przegladzie autorstwa Johanssona [41]. Przeglad ten podkresla takze
zaleznosci iloSciowe migdzy intensywnos$cig sygnatu fluorescencji a parametrami wigzki jonowej oraz

charakterystyka analizowanego materiatu.

natadowany

promieniowanie X \ elektron Auger’a

Rysunek 4.1 Schemat jonizacji powloki wewnetrznej wywotanej bombardowaniem protonami (po lewej), a takze
nastepujacej po niej emisji promieniowania rentgenowskiego ($rodek) lub emisji elektronow Augera (po prawej).
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W przypadku pierwiastkéw o niskiej liczbie atomowe;j, takich jak pierwiastki biogenne (np. P, S,
Cl), dominujagcym mechanizmem deekscytacji jest emisja Augera, co ogranicza intensywno$¢
promieniowania rentgenowskiego i tym samym obniza czuto$¢ detekcji w metodzie PIXE. To ograniczenie
nalezy uwzglednia¢ podczas interpretacji danych spektroskopowych. Niemniej jednak, poprzez odpowiedni
dobdr energii wigzki wzbudzajacej, czasu akwizycji oraz konfiguracji uktadu pomiarowego, mozliwe jest

uzyskanie obiektywnych wynikéw réwniez dla pierwiastkow lekkich.

4.1.4. PIXE jako narzedzie wysokorozdzielczej analizy skladu

pierwiastkowego tkanek biologicznych

Technika PIXE opiera si¢ na emisji charakterystycznych kwantow promieniowania
rentgenowskiego, powstajacych wskutek wzbudzenia atomow probki przez natadowane czastki. Metoda ta
pozwala na precyzyjna, nieinwazyjna analize¢ sktadu pierwiastkowego réznorodnych materiatéw, w tym
tkanek biologicznych, bez konieczno$ci niszczenia ich integralnosci.

Jedng z nieodzownych zalet metody emisji promieniowania rentgenowskiego wzbudzone;j
natadowanymi czastkami jest zastosowanie czastek o masie, ktorej warto§¢ znaczaco przewyzsza mase
elektronu (np. protondéw lub czastek o). Prowadzi to do relatywnie niewielkich strat energii kinetycznej
podczas ich penetracji przez materie, w poréwnaniu do elektronéw, co ogranicza zaktocenia trajektorii
wigzki i minimalizuje emisj¢ promieniowania hamowania (niem. Bremsstrahlung), ktore jest gtéwnym
zrodtem tla o ciaglym widmie w spektroskopii rentgenowskiej. Typowo wykorzystywane zrodio
wzbudzajace w metodzie PIXE stanowi wiazka czastek o energiach rzedu 1 -3 MeV, przy czym dla
protonow optymalna efektywno$¢ wzbudzenia przypada na energi¢ okoto 3 MeV [47].

W ogélnym przypadku, liczba fotonow charakterystycznego promieniowania X emitowanych przez

i-ty pierwiastek w kierunku detektora wyraza si¢ wzorem [49]:

d X
Y, =Q-e f c(x) - a;(E(x)) - e_cgwdx, 2
0

gdzie:

e Y, - liczba emitowanych fotonow charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego dla i-tego
pierwiastka w kierunku detektora,

e () - catkowity tadunek padajacej wigzki na probke,

e ¢ - ladunek elementarny,

e c(x) - koncentracja i-tego pierwiastka w probce jako funkcja gtebokosci,

* O (E (x)) - przekroj czynny na produkcje promieniowania X dla i-tego pierwiastka, zalezny od
energii czastek E (x) w glebokosci x,

e 1 - liniowy wspofczynnik thumienia promieniowania rentgenowskiego w materiale probki,
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e 0 - kat pomiedzy kierunkiem detekcji promieniowania a normalng do powierzchni probki,

e d - maksymalna gleboko$¢ penetracji czastek w probcee.

Zrédtem ciezkich jonéw wykorzystywanych w technikach spektroskopowych moze byé na
przyktad duoplasmatron. Jony te sa nastgpnie przyspieszane do okreslonych energii za pomoca
akceleratorow elektrostatycznych, takich jak klasyczny akcelerator Van de Graaffa (o potencjale rzgdu
2 - 3 MV) lub nowocze$niejszy akcelerator tandemowy typu Tandetron. Dzigki zaawansowanej konstrukcji
Tandetronu mozliwe jest osiagnigcie poréwnywalnych energii wigzki przy nizszym napigciu
przyspieszajacym, rzedu okoto 1,5 MV.

W ramach realizacji zalozen niniejszej rozprawy pomiary zostaly przeprowadzone w Instytucie
RBI, ktory dysponuje akceleratorami obu typow. W wykorzystywanym systemie wigzka natladowanych
czastek jest kierowana na probke za pomoca uktadow optyki wigzki, obejmujacych magnesy zakrzywiajace,
magnesy kwadrupolowe, soczewki magnetyczne i elektrostatyczne, ptytki deflekcyjne (ang. deflection
plates) oraz kolimatory. Pomiary prowadzone sa w warunkach wysokiej prozni (cis$nienie ponizej 1-107¢
mbar), co zapewnia odpowiednio dluga srednig droge swobodna czastek i minimalizuje ich rozpraszanie.

Technika PIXE najczgséciej realizowana jest in situ, chociaz mozliwe s3 rowniez pomiary
w warunkach atmosferycznych [50, 51]. W nowoczesnych systemach pomiarowych wigzka natadowanych
czastek jest wprowadzana do komory analitycznej przez kolimator, ktéorego zadaniem jest zaréwno
ograniczenie geometryczne, jak i homogenizacja energetyczna wigzki. Kolimator umozliwia uzyskanie
wiazki o $rednicy rzedu kilku do kilkunastu mikrometréw, co pozwala na precyzyjne ogniskowanie oraz
selektywne badanie wybranych obszarow probki. Ze wzgledu na mikrometryczne rozmiary plamki technike
te okresla si¢ mianem pPIXE.

Probka umieszczana jest na stojaku, zwykle zintegrowanym z systemem translacyjnym,
ustawionym w osi wigzki, z mozliwo$cig zautomatyzowanego transferu i pozycjonowania. Gldéwne
komponenty komory prézniowej obejmujg detektory promieniowania rentgenowskiego, najczesciej
potprzewodnikowe detektory Si(Li) lub krzemowe detektory dryftowe (ang. Silicon Drift Detectors, SDD),
oraz puszke Faradaya, shuzgcg do pomiaru pradu wiazki poprzez wychwytywanie natadowanych czgstek po
ich przejsciu przez probke.

Warunkiem przeprowadzenia pomiaru jest zastosowanie probki o grubosci mniejszej niz zasigg
czastek w danym materiale, co umozliwia ich transmisj¢ z jedynie cze$ciowa utratg energii kinetycznej.
W przeciwnym razie pelna absorpcja czastek w materiale uniemozliwia doktadne wyznaczenie dawki oraz
kontrole warunkéw ekspozyciji.

W systemach dedykowanych do analizy materialéw wrazliwych, takich jak probki biologiczne,
stosuje si¢ dodatkowo tzw. przerywnik wiazki (ang. chopper). Element ten pelni dwie podstawowe funkcje.
Po pierwsze, umozliwia pomiar pradu wigzki w trybie przerywanym, co jest szczegolnie istotne przy bardzo

niskich natezeniach (rzedu pA lub nizszych), gdy sygnat mierzony bezposrednio moze by¢ porownywalny
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z poziomem szumu elektroniki. Przerywany tryb pracy pozwala wowczas na integracje tadunku w czasie,
co znaczgco zwigksza doktadno$¢ oraz powtarzalnos¢ pomiaru. Po drugie, okresowo przerywa cigglosé
strumienia czastek z ustalong czestotliwo$cia, co pozwala na redukcje catkowitej dawki energii
przekazywanej do probki oraz ogranicza lokalng depozycje cieplna. Jest to szczegdlnie istotne w przypadku
delikatnych probek biologicznych, ktore sa wrazliwe na przegrzanie i degradacje strukturalng.

Chociaz metoda PIXE jest powszechnie uznawana za technike nieniszczaca, w praktyce, zwlaszcza
podczas analizy tkanek biologicznych, moze doj$¢ do uszkodzen termicznych probki. Zjawisko to wynika
z absorpcji energii przez material na skutek intensywnego bombardowania czastkami o energiach rzedu
kilku MeV, co prowadzi do nagrzewania oraz potencjalnych zmian morfologicznych lub chemicznych
w badanym obszarze. W przypadku wykorzystania ci¢zkich jondéw, dodatkowym efektem moze by¢
rozpylanie (ang. sputtering) atoméw z powierzchni probki. W konsekwencji, planowanie parametrow
ekspozycji stanowi istotny etap przygotowania eksperymentu.

Koncowym efektem pomiaréw metodg PIXE jest widmo promieniowania rentgenowskiego,
w ktorym wyraznie wyodrgbnione sg piki odpowiadajace charakterystycznym przejsciom elektronowym
w atomach pierwiastkow obecnych w badanym materiale. Kazdy pik odpowiada emisji promieniowania
rentgenowskiego powstalej na skutek przejscia elektronu z powtoki wyzszej energii (najczesciej L lub M)
do powloki nizszej energii (zwykle K) lub np. pomigdzy podpowtokami tej samej powtoki. Energia
emitowanego fotonu jest jednoznacznie zwiazana z liczbg atomowa Z i stanowi swoisty "odcisk palca"
danego pierwiastka. Analiza energii tych charakterystycznych linii pozwala na identyfikacje jakosciowa
pierwiastkow w probce. Natomiast iloSciowa analiza sktadu chemicznego opiera si¢ na pomiarze
intensywnosci tych linii, uwzgledniajac mechanizmy absorpcji, przekroje czynne oraz geometrie detekcji,
co umozliwia detekcje sktadnikow z czulos$cig siggajaca poziomu ppm, a w sprzyjajacych warunkach nawet
ppb. Na rysunku 4.2 przedstawiono przyktadowe widmo promieniowania rentgenowskiego uzyskane dla
probki tkanki mig$niowej. Na widmie zaznaczono charakterystyczne linie emisyjne poszczegdlnych
pierwiastkow, co umozliwia ich jednoznaczng identyfikacje. Analiza takiego spektrum pozwala nie tylko
na okreslenie sktadu pierwiastkowego probki, lecz rowniez na oceng obecno$ci zanieczyszczen oraz

weryfikacje jakosSci i czystosci badanego materiatu biologicznego.
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Rysunek 4.2. Widmo PIXE =zarejestrowane dla probki tkanki mig$niowej. Pozycje pikéw odpowiadaja
charakterystycznym liniom emisyjnym pierwiastkow obecnych w probce. Sygnat pochodzacy od krzemu jest efektem
uzycia podktadek z azotku krzemu (SisN4) podczas eksperymentu.

4.1.5. Geometria ukladu detekcyjnego i charakterystyka detektorow

promieniowania X

Na rozmieszczenie gldownych elementow detekcyjnych w komorze pomiarowej systemu PIXE
wplywa szereg procesow fizycznych, takich jak thumienie promieniowania rentgenowskiego, utrata energii
wigzki jondw oraz emisja promieniowania hamowania generowanego przez elektrony wtorne.
W standardowej konfiguracji stosowanej w Instytucie Ruder Boskovi¢ skolimowana wigzka czastek
natadowanych jest kierowana prostopadle do powierzchni probki, co minimalizuje wplyw niedoskonato$ci
powierzchni, zwlaszcza gdy detektor rentgenowski obserwuje probke wzdtuz osi wigzki jondw. W praktyce
jednak w RBI nie bylo mozliwe zastosowanie takiego ukladu, poniewaz detektor promieniowania
rentgenowskiego umieszczony jest w kriostacie zamocowanym do naczynia Dewara. W efekcie detektor
znajduje si¢ okoto 4 cm od powierzchni probki i jest ustawiony pod katem 135° wzgledem kierunku wiazki
pierwotnej, co odpowiada katowi 45° wzgledem powierzchni probki. Takie rozmieszczenie jest rowniez
korzystne ze wzgledu na redukcje tta, gdyz emisja promieniowania hamowania od wtérnych elektronow
osigga maksimum w kierunku okoto 90°. Umieszczenie detektora pod katem znaczaco odbiegajacym od
tego kata pozwala zatem ograniczy¢ jego wptyw na jako$¢ pomiaru [49].

W systemach PIXE powszechnie stosuje si¢ dwa typy detektorow promieniowania
rentgenowskiego: potprzewodnikowe detektory krzemowo-litowe Si(Li) oraz nowoczesniejsze krzemowe
detektory dryftowe SDD. Detektor Si(Li), bazujacy na krysztatach krzemu domieszkowanych litem [40],
umozliwia analize¢ z rozdzielczo$cig energetyczng rzedu kilkuset eV. Jednakze akwizycja jakosciowych
danych moze wymagac czasu od kilkunastu do kilkudziesieciu minut, a konieczno$¢ chtodzenia ciektym
azotem w celu ograniczenia szumow elektroniki stanowi istotne wyzwanie eksploatacyjne [49].

Detektory typu SDD, pomimo nieco nizszej rozdzielczoSci energetycznej, oferuja znacznie szybsza

akwizycje danych przy zachowaniu wysokiej czuto$ci pomiarowej. Zastosowanie chtodzenia
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termoelektrycznego (element Peltiera) eliminuje potrzebg stosowania cieklego azotu, co upraszcza obstuge

1 utrzymanie systemu.

4.1.6. Wizualizacja rozkladu pierwiastkow - obrazowanie

z wykorzystaniem pPIXE

Udoskonalenia w technologii generacji, kolimacji wigzki jondw oraz detekcji promieniowania
rentgenowskiego umozliwity rozwoj mikroanalizy metodg PIXE, okre$lanej jako uPIXE. W tej konfiguracji
skolimowana wigzka czastek natadowanych jest kierowana do komory pomiarowej, w ktorej znajduje si¢
badana probka. Wigzka przechodzi przez kolimator, element optyki wigzki ograniczajacy jej $rednice do
kilku Iub kilkunastu mikrometréw, co pozwala na skupienie jej na wybranym obszarze powierzchni probki
(ang. region of interest, ROI). Jednorodnos¢ energetyczna wigzki zapewniana jest przez uktad akceleracyjny
oraz precyzyjny system selekcji energii.

Probka umieszczana jest na uchwycie w komorze pomiarowej, ktory umozliwia pozycjonowanie
wzgledem wigzki z dokladnos$cia rzedu mikrometréw, co ma kluczowe znaczenie dla jakosci danych
przestrzennych uzyskiwanych w obrazowaniu pierwiastkowym - szczegdlnie w przypadku materialow
niejednorodnych, takich jak probki biologiczne. W zaawansowanych systemach pPIXE stosowany jest
rowniez wspomniany wczesniej przerywnik wiazki, umozliwiajacy dodatkowa kontrole nad parametrami
pomiaru.

System translacyjny uchwytu, na ktérym znajduje si¢ probka, umozliwia skanowanie jej
powierzchni wigzka jonéw. Poprzez kontrolowane przesuwanie probki oraz rejestracj¢ promieniowania
rentgenowskiego o wybranych energiach mozliwe jest uzyskanie map przestrzennego rozktadu
pierwiastkow w badanym materiale. Selektywnos¢ detekcji energii promieniowania X pozwala na przyktad
na identyfikacje akumulacji poszczegolnych pierwiastkow w strukturach biologicznych. Obrazowanie tego
typu realizowane jest zazwyczaj na powierzchniach o wymiarach od kilkudziesieciu do kilkuset pm?, przy
uzyciu mikroruchow uchwytu lub wigzki w celu przesunigcia jej potozenia.

Metoda uPIXE znalazta szerokie zastosowanie w analizie tkanek biologicznych, gdzie lokalizacja
pierwiastkow $sladowych ma kluczowe znaczenie w badaniach biochemicznych, toksykologicznych oraz
medycznych. Technika ta umozliwia nieniszczace okreslenie zawartosci pierwiastkow takich jak Fe, Zn,
Cu, P czy Ca, ktore pelnig istotng role w procesach metabolicznych. Juz w latach 80. XX wieku pPIXE
zostala uznana za wysoce czulg i efektywng metode obrazowania pierwiastkow sladowych w probkach
biologicznych [52], a rozwoj i zastosowania tej metody w badaniach biologicznych sa kontynuowane do
dnia dzisiejszego [53-56]. Przykladem zastosowania metody pPIXE jest analiza rozkladu pierwiastkow
w organizmach matych bezkregowcow, roslinach oraz wybranych narzadach ssakow. Dzigki wysokiej
rozdzielczo$ci przestrzennej mozliwe jest zlokalizowanie mikroobszardow o podwyzszonym stezeniu

okreslonych pierwiastkow, co pozwala na wnikliwg analize¢ procesOw biologicznych na poziomie

36



komorkowym. Przyktadowo, Migula i wspolpracownicy wykorzystali t¢ technike do badania
rozmieszczenia pierwiastkow w ciele mszycy Protaphis pseudocardui, Zerujacej na ro$linie Berkheya
coddii, znanej z akumulacji niklu [53]. Do pomiarow zastosowano wiazke protonow o energii 3,0 MeV
i pradzie 200 - 300 pA. Uzyskane wyniki umozliwity zobrazowanie rozktadu niklu w réznych czg$ciach
ciata mszycy.

W badaniach przeprowadzonych przez Yakamaru i wspolpracownikéw na zamrozonych
przekrojach zeber szczurzych wykazano zréznicowane rozmieszczenie pierwiastkow takich jak wapn,
fosfor, siarka i potas w trzech wyraznie rozgraniczonych obszarach anatomicznych: chrzastce zebrowe;j,
polaczeniu chrzgstno-zebrowym oraz kosci twardej [56]. Zastosowanie analizy pPIXE umozliwito
nieinwazyjne odwzorowanie rozktadu tych pierwiastkow z rozdzielczoscia dochodzaca do poziomu
pojedynczych komorek. Uzyskane wyniki dostarczyly cennych informacji na temat réznego stopnia
mineralizacji poszczegbélnych tkanek, podkreslajac jednoczesnie potencjat uPIXE w badaniach fizjologii
1 patologii uktadu kostnego. Badania te wskazuja réwniez na szerokie mozliwosci zastosowania tej techniki

w analizie tkanek ludzkich.

4.2. Skaningowa transmisyjna mikroskopia jonowa STIM

4.2.1. Zasada dzialania i charakterystyka metody

Skaningowa transmisyjna mikroskopia jonowa nalezy do zaawansowanych technik obrazowania
strukturalnego. Metoda ta wykorzystuje wysokoenergetyczne jony o energiach rzedu kilku MeV, ktore
podczas przechodzenia przez probke tracg energie¢ w zaleznosci od lokalnej struktury materiatu. Chociaz
technika zostata przedstawiona ponad 30 lat temu, jej szerokie zastosowanie w naukach biologicznych
1 biomedycznych nastapito dopiero w ostatnich kilkunastu latach, gléwnie dzigki integracji z metodami
analizy pierwiastkowej, takimi jak PIXE czy SIMS [57]. Technika SIMS zostala omoéwiona w rozdziale 4.3.

Gloéwna zaleta metody STIM jest mozliwo$¢ nieinwazyjnego obrazowania struktur probki z wysoka
rozdzielczos$cia przestrzenng, bez konieczno$ci stosowania barwnikéw fluorescencyjnych czy znacznikow
radioaktywnych [58]. Technika ta nie pozwala jednak na bezposrednia analize sktadu pierwiastkowego
badanych materialow, co ogranicza jej zastosowanie jako samodzielnej metody w wielu przypadkach.
W klasycznym podejsciu STIM wykorzystuje skolimowang wigzke wysokoenergetycznych jonoéw
o energiach siegajacych kilku MeV [59], podobnych do tych stosowanych w technikach PIXE oraz SIMS.

Energia ta jest zazwyczaj wystarczajaca do penetracji przekrojow o grubosci do okoto 50 um [60].

4.2.2. Zasada fizyczna i model teoretyczny

Podstawa dziatania mikroskopii STIM jest pomiar strat energii wysokoenergetycznych jonow po

ich przejsciu przez cienkg warstwe probki. W typowym zakresie energii wykorzystywanym w STIM
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(1-4MeV dla protonéw) gtéwnym mechanizmem hamowania jonéw jest hamowanie elektronowe,
polegajace na przekazywaniu energii jonow swobodnym lub zwigzanym elektronom badanego materiatu.
Proces ten dominuje w zakresie MeV i1 odpowiada za wigkszo$¢ strat energii jondéw w materialach
biologicznych oraz organicznych. Drugorzednym mechanizmem, o mniejszym znaczeniu w tych zakresach
energii, jest hamowanie jadrowe, wynikajace ze sprezystych zderzen jonow z jadrami atomowymi probki.
W zastosowaniach STIM jego wptyw jest zwykle pomijalny, jednak moze nabiera¢ istotnosci przy analizie
bardzo lekkich lub ultracienkich struktur. Rejestracja strat energii jondw podczas przejscia przez probke
odbywa si¢ najczesciej przy uzyciu detektora potprzewodnikowego (np. fotodiody krzemowej typu PiN)
umieszczonego bezposrednio za probka.

Modele Bohra i Bethego stanowig podstawe teoretycznego opisu zjawiska oddawania energii przez
jony w materii. Podczas gdy model Bohra z 1913 roku oparty byl na zatozeniach klasycznych, to opis
wprowadzony przez Hansa Bethego w 1930 roku uwzglednial efekty kwantowe i relatywistyczne opisujac
procesy spowalniania w zakresie S$rednich i wysokich energii [61]. Po uwzglednieniu poprawek

relatywistycznych oraz korekty gestosci, ostateczny wzor opisujacy straty energii mozna zapisac jako:

_dE _ 4mz*e* 2m,c?B?Y2E oy
“ & Tmep | E

>—[>’2—5([)’V)], 3)
gdzie:

e m, - masa elektronu,

e - predkos¢ swiatla,

e 1 - gestosc elektronowa materiatu (liczba elektronow na jednostke objetosci),

e 7 - tadunek czgstki natadowanej (np. z = 1 dla protonu),

e ¢ - ladunek elementarny,

e B = g - predkos¢ czastki wzgledem predkosci $wiatla,

- wspotczynnik relatywistyczny,

1
V=
o E,... - maksymalna energia, jakg czastka moze przekaza¢ jednemu elektronowi w zderzeniu,
e | - $redni potencjat jonizacji (charakterystyczny dla materiatu),

e §(By)- korekta gestoSci (istotna przy bardzo duzych energiach).

Bethe wykazal, ze strata energii czastki naladowanej zalezy logarytmicznie od jej energii
kinetycznej oraz silnie od jej tadunku, co ma kluczowe znaczenie w metodach bazujacych na pomiarze
dE /dx, takich jak STIM. Podczas przej$cia przez probke jon o energii z zakresu MeV oddziatuje przede
wszystkim z elektronami materii, przekazujac im cz¢$¢ swojej energii kinetycznej. Lokalna gestos§¢
elektronowa okresla liczbe zderzen jon-elektron, a tym samym wplywa na ilo$¢ energii traconej przez jon

na jednostk¢ drogi. W obszarze probki o wyzszej gestosci elektronowej jon napotyka wiekszg liczbe
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elektronow i wydajniej przenosi im energi¢, co prowadzi do wigkszej utraty energii na tej samej drodze
1 intensywniejszego hamowania jonu, co bezposrednio wptywa na kontrast otrzymywany w mikroskopii
STIM. Dzieki mozliwo$ci obrazowania obszaréw o powierzchni siegajacej setek pm?, STIM odgrywa
istotng role podczas selekcji rejonow przeznaczonych do szczegdtowej analizy spektroskopowej metodami
PIXE lub SIMS. Pozwala ona na wykrycie anomalii strukturalnych, takich jak niejednorodnos$ci
morfologiczne czy lokalne zageszczenia materiatu, co jest kluczowe dla wlasciwego ukierunkowania

dalszych badan [58, 62].

4.2.3. Integracja STIM z metodami spektroskopii jonowej

Typowa konfiguracja aparaturowa STIM obejmuje integracje z uktadami spektroskopowymi, co
umozliwia jednoczesne pozyskiwanie danych morfologicznych i chemicznych. W takim uktadzie STIM
petni funkcje wstepnego obrazowania strukturalnego, pozwalajacego na identyfikacje obszarow
o podwyzszonej lub obnizonej gestosci, ktore nastepnie poddawane sg dalszej analizie metodami takimi jak
PIXE lub SIMS.

Poniewaz w metodzie STIM rejestrowana jest energia niemal wszystkich jonow transmitowanych
przez badang probke, konieczne jest stosowanie bardzo niskich natezen pradow wiazki. Zwykle wartosci te
nie przekraczaja 1 fA, co minimalizuje ryzyko uszkodzenia probki i jednoczesnie pozwala na uzyskanie
obrazéw o bardzo wysokiej rozdzielczos$ci przestrzennej. Dzigki temu metoda ta jest szczegdlnie uzyteczna

w analizie struktur biologicznych na poziomie subkomoérkowym [60].

4.2.4. Charakterystyka aparatury STIM w Instytucie Ruder Boskovi¢

W trakcie realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej przeprowadzono badania w Instytucie Ruder
Boskovi¢ w Zagrzebiu, gdzie system STIM stanowi m.in. kluczowy element zintegrowanego uktadu MeV
TOF-SIMS. Dodatkowo mozliwa jest konfiguracja systemu STIM w linii pomiarowej PIXE, co réwniez
zostalo wykorzystane w ramach niniejszej pracy. W uktadzie SIMS wykorzystywane sg m. in. jony O4
przyspieszane do energii w zakresie 1 - 10 MeV za pomoca akceleratora Van de Graaffa. Wigzka jonowa
jest ogniskowana przez zestaw trzech soczewek kwadrupolowych, nastgpnie kolimowana i kierowana na
probke. Takie potaczenie umozliwia jednoczesng akwizycje danych przestrzennych oraz chemicznych,
dzigki zsynchronizowanemu systemowi elektroniki impulsowej oraz wspdlnemu mechanizmowi
pozycjonowania. Jony transmitowane przez probke, po uprzednim wytraceniu energii, sa rejestrowane przez
fotodiode PiN umieszczong w odleglosci okoto 10 mm za probka. Aby zapewni¢ rzetelno$¢ danych
ilosciowych, niezbedna jest doktadna kalibracja pradu jonowego.

Przyktadem zastosowania opisanej techniki sg badania przeprowadzone w RBI, podczas ktoérych
poddano pomiarom liofilizowane probki komorek linii CaCo-2. Uzyskana rozdzielczo$¢ przestrzenna

wyniosta okoto 400 nm/piksel, co pozwolito na rozrdznienie regiondw subkomoérkowych, w tym
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cytoplazmy oraz jadra komorkowego. Na rysunku 4.3 zaprezentowano pordwnanie mikroskopowego
obrazu optycznego komoérki CaCo-2 (a) z odpowiadajacg mapa przestrzennego rozktadu gestosci uzyskana

metodg STIM (b) [62].
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Rysunek 4.3 Po lewej znajduje si¢ obraz optyczny zliofilizowanej komorki CaCo-2, natomiast po prawej
odpowiadajacy rozktad gestosci uzyskany metodg STIM. TC jest to calkowita liczba zarejestrowanych jonow [62].

4.2.5. Znaczenie w badaniach biologicznych

Technika STIM stanowi niezwykle cenne narz¢dzie uzupelniajace dla metod spektroskopii jonowe;j,
zwlaszcza w badaniach struktur biologicznych charakteryzujacych si¢ wysoka ztozono$cig morfologiczng
i heterogenicznos$cia gestosci. Dzieki mozliwosci uzyskiwania obrazow o bardzo wysokiej rozdzielczosci,
STIM pozwala na odwzorowanie architektury tkanek, komorek, a nawet subkomorkowych struktur.
W przypadku tkanek mig$niowych metoda ta umozliwia m.in. lokalizacje pojedynczych wtokien
migsniowych, identyfikacje granic komoérkowych lub nawet moze zasugerowac rejony objete procesami
degeneracyjnymi. Obszary dotknigte takimi procesami lub stanami zapalnymi czesto wykazujg zmieniong
lokalng gesto$¢, co znajduje bezposrednie odzwierciedlenie w wartosciach strat energii transmitowanych
jonow.

Przygotowanie materialu biologicznego do analizy STIM wymaga zapewnienia odpowiednich
wlasciwosci fizycznych probki, w szczegolnoscei jej wysokiej transparentnosci dla wysokoenergetycznej
wigzki jonowej. W praktyce oznacza to konieczno$¢ uzyskania cienkich, jednorodnych przekrojow
tkankowych o dobrze kontrolowanej grubosci. W tym celu probki sg zazwyczaj natychmiast zamrazane bez
uprzedniego utrwalenia chemicznego, co umozliwia zachowanie ich struktury w stanie mozliwie najbardzie;j
zblizonym do fizjologicznego. Nastepnie, przy uzyciu kriomikrotomu, wykonywane sa skrawki o okreslonej
grubosci, ktore po umieszczeniu na podtozu pomiarowym poddaje si¢ procesowi liofilizacji. Tak
przygotowane probki spetniaja kluczowe wymagania stawiane materialom przeznaczonym do analizy

STIM, zapewniajgc odpowiednig jako$¢ oraz powtarzalno$¢ wynikéw pomiarowych.
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4.3. Spektrometria masowa jonow wtornych SIMS

4.3.1. Rozwoj techniki

Spektrometria masowa jonéw wtdrnych SIMS jest uniwersalng i powszechnie stosowang technika
analizy chemicznej ciat statych. Dzigki wyjatkowej czutosci pierwiastkowej oraz zdolno$ci do obrazowania
powierzchni w skali mikro i nano oraz uzyskiwania informacji o rozkladzie sktadu chemicznego zarowno
w ptaszczyznie probki, jak i w glab materiatu, technika SIMS znajduje szerokie zastosowanie w fizyce ciata
statego, inzynierii materialowej, elektronice, biologii, geologii oraz naukach o §rodowisku.

Poczatki metody SIMS siegaja eksperymentéw J.J. Thomsona z poczatku XX wieku.
W swoich eksperymentach po raz pierwszy zaobserwowal on emisj¢ jonow dodatnich (wtornych) oraz
atomow neutralnych z powierzchni probki bombardowanej wysokoenergetyczng wigzka jonow
pierwotnych [63]. Wspomniane badania zapoczatkowaly przetomowe odkrycia w dziedzinie interakcji
jondw z powierzchnig materii. W latach 40. XX wieku F.L. Arnot i J.C. Milligan badali wydajnos$¢ emisji
jondéw wtornych i ich zachowanie w polu magnetycznym, stanowigc tym samym podstawe do rozwoju
techniki SIMS jako metody analitycznej. Pierwszy w pelni funkcjonalny system SIMS powstat w latach 50.
w RCA Laboratories (Princeton, New Jersey) dzigki pracy R.E. Honiga [64]. Owe wydarzenie stanowilo
jeden z kamieni milowych w rozwoju metody SIMS, a dekade pozniej zaowocowalo opracowaniem
pierwszych komercyjnie dostepnych systeméw pomiarowych, stworzonych przez zesp6t H. Liebla
i R. Herzoga [65]. Od tamtej pory technika SIMS przeszla istotny rozwoj, szczeg6lnie na przetomie XX
i XXI wieku, co bylo mozliwe dzieki postgpowi technologii prozniowych oraz dynamicznemu rozwojowi
mikro i nanoelektroniki opartej na technologiach potprzewodnikowych. Wspodtczesne, zaawansowane
systemy SIMS oferuja mozliwo$¢ precyzyjnej analizy chemicznej powierzchni oraz profilowania
glebokosciowego materialdw z bardzo wysoka rozdzielczoscig przestrzenng i masowa, co znajduje swoje

zastosowanie w wielu dziedzinach nauki.

4.3.2. Zasada dzialania SIMS

Schematyczne przedstawienie proceséw zachodzacych w metodzie SIMS zostato zaprezentowane
na rysunku 4.4. Podstawa metody jest zjawisko rozpylania jonowego, czyli emisja czastek z powierzchni
probki pod wptywem bombardowania wigzka jonow pierwotnych o wysokiej energii. Wigzke pierwotna
najczesciej stanowig jony o tadunku dodatnim, ze wzglgdu na stosunkowo tatwe przyspieszenie wiazki do
odpowiedniej energii. Jony te (np. O, Oz, Ar*, Xe*, Ga*, Cs") sg przyspieszane i kierowane na powierzchnig
probki, powodujac szereg zjawisk fizycznych. Zderzenia jonéw pierwotnych z atomami powierzchni
inicjuja proces transferu pedu, ktory nastgpnie zapoczatkowuje kaskade kolizji wewnatrz materiatu,

obejmujaca zarowno bezposrednie zderzenia jon-atom, jak i wtorne zderzenia atom-atom. Te ostatnie
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odgrywaja istotng rol¢ w przekazywaniu energii w glab i ku powierzchni probki, prowadzac do emisji
czgstek. W wyniku propagacji energii w kierunku powierzchni dochodzi do rozpylenia atoméw, czgsteczek
(molekut), klastréw, a takze jonow wtornych z powierzchni probki, ktére moga by¢ dodatnio lub ujemnie
natadowane, a nastepnie zanalizowane w spektrometrze masowym. Wigkszo§¢ emitowanych czastek
pozostaje jednak obojetna elektrycznie i nie bierze udzialu w dalszej analizie.

Proces rozpylania w technice SIMS ma charakter destrukcyjny, poniewaz wigze si¢ z sukcesywnym
usuwaniem materialu z powierzchni analizowanej probki. Dzigki temu mozliwa jest rowniez analiza
glebokosciowa, polegajaca na monitorowaniu sktadu chemicznego emitowanych jonéw wtérnych w funkcji
czasu trwania bombardowania jonami pierwotnymi, co umozliwia uzyskanie profili glgbokosciowych.
Informacje chemiczne uzyskane w ten sposob moga mie¢ charakter punktowy, liniowy, obrazowy 2D,
a nawet trojwymiarowy (3D), co czyni metode SIMS szczegdlnie atrakcyjng w badaniach ztozonych

uktadow materiatowych.
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Rysunek 4.4 Schematyczna prezentacja mechanizmu desorpcji jonowej w technice SIMS, w ktérej bombardowanie
powierzchni jonami pierwotnymi prowadzi do rozpylania materiatu oraz emisji jonéw wtdrnych analizowanych pod
katem masy i tadunku.

Emisje¢ czastek naladowanych z materialu badanego mozna opisa¢ za pomoca modelu kaskady
liniowej (ang. linear cascade model), ktéry jest najlepiej poznanym sposobem emisji jonow wtornych.
Zaktada on, ze zjawisko rozpylania jest wynikiem wielokrotnych zderzen migdzy jonami pierwotnymi
i atomami powierzchni. Jest to model kinetyczny, czgsto pordwnywany do zderzen kul bilardowych. Proces
ten zachodzi bardzo szybko. Czas trwania jednej kaskady kolizji jest znacznie krotszy niz czas pomiedzy
kolejnymi uderzeniami jondw pierwotnych, co pozwala traktowac je jako niezalezne zdarzenia. Model
kaskady liniowej najbardziej efektywnie opisuje emisje¢ wywotang bombardowaniem przez jony pierwotne
o duzej masie lub pojedyncze jony molekularne np: O, O2", Ar*, Xe", Ga* oraz Cs* o energiach w przedziale
od 0,1 keV do 50 keV. Jest to najczgsciej wykorzystywany przedzial energii, poniewaz wydajnos¢

rozpylania jest najwyzsza w przedziale miedzy 10 keV a 100 keV w zaleznosci od zastosowanych jonow.
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Oddzialywanie jonéw z powierzchnig probki wywoluje kaskade kolizji - sekwencje¢ zderzen jon-atom
i atom-atom, w wyniku ktorej dochodzi do emisji wtornych czastek z powierzchni [66]. W przypadku
energii jonow przekraczajacej 100 keV, efektywnos¢ sputteringu ulega obnizeniu, poniewaz przekazywana
energia przenoszona jest zbyt gteboko pod powierzchnig probki, co uniemozliwia emisje jonow wtdrnych
z warstwy powierzchniowej. Mechanizmy sputteringu oraz ich modele teoretyczne wciaz pozostaja
przedmiotem intensywnych badan, ktére doprowadzily m.in. do rozwoju modelu kaskady liniowej,
wykluczajacego uproszczone podejscie oparte wytacznie na procesach kinetycznych.

Uzupetieniem klasycznego modelu kaskady liniowej jest tzw. sputtering potencjatowy (ang.
potential sputtering), ktory zaklada, ze do emisji czastek z powierzchni moze dochodzi¢ réwniez bez
bezposrednich zderzen jonow pierwotnych z atomami znajdujacymi si¢ na powierzchni probki. W praktyce
jednak transfer pedu i tadunku czgsto wystepuje jednoczesnie, a ich wzajemne oddziatywanie jest silnie
zalezne od rodzaju jondéw pierwotnych oraz przenoszonego przez nie tadunku elektrycznego. W modelu
potencjalowym kluczowe znaczenie ma obecno$¢ jonu pierwotnego w polu potencjatu atomow
powierzchniowych, co umozliwia transfer elektronéw pomiedzy nimi. W wyniku tego procesu jony
pierwotne ulegaja neutralizacji, a powstale wzbudzenie atomoéw powierzchniowych sprzyja emisji
natadowanych atomow lub czgsteczek z bombardowanej powierzchni probki. Procesowi temu czesto
towarzyszy emisja elektronow Augera. Model potencjalowy pozwala wyjasni¢ obserwowang emisj¢ czastek
przy bardzo niskich energiach jondéw pierwotnych (rzgdu 15 - 40 eV), przy ktérych energia kinetyczna jest
niewystarczajaca do wywotania emisji wytacznie poprzez mechanizm przekazania pgdu [66].

Warto podkresli¢, ze sam proces sputteringu ma charakter ztozony, a jego efektywno$¢ oraz
dominujacy mechanizm sg silnie uzaleznione zarowno od parametréw wiazki jonow pierwotnych (takich

jak jej energia i rodzaj), jak i od wlasciwosci fizykochemicznych bombardowanego materiatu.

4.3.3. Wydajnos$¢ rozpylania jonowego

Jednym z podstawowych parametréw opisujacych efektywnos¢ emisji w SIMS jest wydajnosc¢
rozpylania (ang. sputtering yield, Y), definiowana jako liczba atomow (molekut lub jonow), ktore opuscity

powierzchni¢ materialu na kazdy jon pierwotny i moze ona zosta¢ opisana prostg formuta:

_Ns

Y__'
Np

(4)

gdzie: Ns odpowiada $redniej liczbie rozpylonych atomdéw, natomiast Np odpowiada licznbie jonow
pierwotnych. Wydajno$¢ moze silnie zaleze¢ rowniez od energii jondw pierwotnych, ich kata padania,
stosunku masy jondéw pierwotnych do masy atomoéw powierzchniowych oraz energii wigzan atomowych
w materiale. Badania eksperymentalne wykazaty, ze najwigksza wydajno$¢ rozpylania ma miejsce zwykle
dla katow padania z zakresu 45° - 60°, poniewaz geometrycznie zapewniajg one najwigksza powierzchnie

bombardowania. W literaturze, ostateczna wydajno$¢ rozpylania jest czesto definiowana jako tzw.
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uzyteczna wydajnos$¢ rozpylania, uwzgledniajaca jedynie te jony wtorne, ktore moga zosta¢ skutecznie
zarejestrowane przez system detekcyjny w aparaturze SIMS. Teoretyczne podstawy opisu wydajnosci
rozpylania zostaly szczegblowo opracowane przez Petera Sigmunda [67], ktérego prace stanowia

fundament wspodtczesnego modelowania zjawiska i sg rozwijane do dzis.

4.3.4. Budowa i dzialanie ukladu SIMS

Typowy system SIMS pracuje w warunkach co najmniej wysokiej prézni (rzgdu 10°¢ mbar lub
nizszej), co pozwala na istotne zmniejszenie prawdopodobienstwa kolizji jonow (zarowno pierwotnych, jak
1 wtérnych) z czasteczkami gazéw resztkowych obecnych w komorze analitycznej. Utrzymanie wysokiej
prézni nie tylko zwigksza $rednig droge swobodna jondw, poprawiajac precyzje i czuto$¢ analizy, ale
roOwniez ogranicza ryzyko wtornego zanieczyszczenia powierzchni probki podczas pomiaru. Oprocz
systemu prozniowego instrumentacja SIMS sktada si¢ z kilku kluczowych komponentéw: zrodta jonow
pierwotnych (dzialo jonowe), kolumny jonowej i systemu ogniskujacego, ekstraktora, analizatora
masowego oraz detektora jonow wtornych. Dziato jonowe to element odpowiedzialny za generowanie
1 wstepne ogniskowanie wigzki jonéw pierwotnych. W zalezno$ci od zastosowania mogg by¢ stosowane
r6zne techniki jonizacji w zrodle jonowym, np. przez zderzenia elektrondow z gazem (ang. electron impact,
EI) lub za pomocg duoplasmatronu, w ktérym jonizacja gazu (np. Ar, O:) zachodzi dzigki plazmie
wytworzonej w procesie termoemisji elektronow lub molekut emitowanych z rozgrzanego filamentu
(katody). Po uformowaniu, wigzka jonowa jest przyspieszana oraz kolimowana za pomoca uktadoéw
elektrostatycznych i magnetycznych soczewek kwadrupolowych. Kolumna jonowa zakonczona jest
zazwyczaj kapilarag wykonang ze szkta borokrzemianowego, co umozliwia uzyskanie wigzki o $rednicy
rzedu kilku mikrometréw. Wiazka jonowa trafia nastgpnie do komory prézniowej pod katem okoto 45°
w odlegtosci kilkudziesieciu milimetréw od probki, co pozwala na uzyskanie wysokiej czutosci
powierzchniowej przy jednoczesnym ograniczeniu glgboko$ci penetracji jonow. Jony wtérne wybite
z powierzchni probki sa ekstrahowane z komory pomiarowej poprzez przytozenie wysokiego napiecia
(okoto 6 kV), a nastgpnie kierowane do analizatora masowego. W nowoczesnych systemach pomiarowych
najczesciej stosowany jest analizator czasu przelotu (ang. Time of Flight, TOF), ktéry umozliwia separacj¢
jondw na podstawie stosunku masy do ladunku (m/z) oraz zapewnia wysoka rozdzielczos¢ masows.
Rozpylone jony trafiajg ostatecznie na detektor, ktory wzmacnia sygnat poprzez emisje wtorna elektronow
proporcjonalng do m/z danego jonu, dzialajac na zasadzie podobnej do powielacza elektronowego.
Umozliwia on zaréwno pomiar masy jonow, jak i tworzenie obrazow rozktadu chemicznego powierzchni.
Czesto stosowanym detektorem jest ptytka mikrokanalikowa MCP (ang. Microchannel Plate). Stanowi ona
kluczowy element systemu detekcji, w ktorym pojedynczy jon wtérny inicjuje kaskadowg emisje

elektronow wtéornych w mikrokanalikach o $rednicy kilku mikrometréw. To zjawisko prowadzi do
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wielokrotnego wzmocnienia sygnatu elektrycznego, co pozwala na detekcj¢ nawet pojedynczych jonow
z wysoka czulosScia.

W ramach niniejszej pracy badawczej pomiary przeprowadzono z wykorzystaniem systemu SIMS
znajdujacego si¢ w Ruder Boskovi¢ Institute, wyposazonego w akceleratory Van de Graaffa (do 6 MV) oraz
Tandetron (do 1,5 MV) [68-70]. Taka konfiguracja umozliwia prace w trybie MeV-SIMS, ktory rozszerza
mozliwosci techniki o analize glebszych warstw materialu, przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej
czulos$ci detekcji informacji chemicznej w objetosci probki. W typowej konfiguracji systemu SIMS probka
umieszczana jest na manipulatorze umozliwiajacym jej pozycjonowanie w plaszczyznie powierzchni oraz
regulacj¢ kata nachylenia w zakresie +1°. W systemie zastosowanym w RBI wykorzystano zaawansowany
piezo-manipulator 4D, ktéry umozliwia skaningowe przemieszczanie probki z wysokag precyzja, co
przektada si¢ na zwigkszenie efektywnosci generowania jonow wtornych i poprawe jakosci uzyskiwanych
danych analitycznych.

Nalezy réwniez wspomnie¢ o jednym z gldéwnych ograniczen metody, jakim jest trudnosé
w ogniskowaniu jondéw cigzkich o wysokiej energii przy uzyciu standardowych soczewek magnetycznych.
W celu poprawy skupienia zastosowano w uktadzie dodatkowy system ogniskujacy w postaci zwezajacej
si¢ kapilary szklanej (tzw. soczewki kapilarnej), ktory zwigksza strumien wyjsciowy jondw w wyniku
rozpraszania Rutherforda. Ze wzgledu na istotne obnizenie nat¢zenia wigzki jonowej spowodowane
przej$ciem przez kapilarg, w uktadzie pomiarowym zastosowano detektor czastek umieszczony w geometrii
transmisyjnej, pelniacy funkcje wyzwalania sygnalu START w pomiarze czasu przelotu TOF. Detektor ten
jest jednak podatny na uszkodzenia wskutek intensywnego oddziatywania promieniowania jonizujacego,
€O znaczaco ogranicza jego zywotno$¢ i w praktyce wymusza jego regularng wymiang. W ukladzie
zastosowanym w niniejszej pracy funkcje detektora wyzwalajacego sygnat START pehita dioda PiN,
rejestrujaca moment przejscia czastek w poblizu probki i generujaca impuls elektryczny inicjujacy pomiar.
Czas przelotu jonéw okreslano jako réznicg migdzy sygnatem START z diody PiN a sygnatem STOP
pochodzacym z detektora MCP, bedacego czgsciag analizatora TOF. Wyznaczenie warto§ci wspomnianej
roznicy czasowej jest kluczowe w celu wyznaczenia masy jonow, co czyni diode PiN elementem
niezbednym dla skutecznej synchronizacji uktadu oraz przeprowadzenia wiarygodnej analizy przy uzyciu
spektrometrii czasu przelotu.

W systemie zastosowanym w ramach niniejszej pracy badawczej, zastosowano analizator
TOF-SIMS wyposazony w reflektron, czyli uktad elektrostatycznych zwierciadel umozliwiajacy odbicie
jonow i skierowanie ich ponownie w stron¢ detektora. Reflektron kompensuje niewielkie roznice w energii
kinetycznej jonow o tej samej wartosci m/z, co pozwala na ich czasowe uporzadkowanie i znaczaco
zwicksza rozdzielczo§¢ czasowa oraz masowa pomiaru. Dzigki temu system umozliwia precyzyjng
identyfikacje jonow, szczegolowa analiz¢ chemiczng oraz obrazowanie molekularne badanych probek.
Zastosowanie reflektronu w polgczeniu z detektorem MCP pozwala na jednoczesng rejestracje petlnego

spektrum jondéw wtornych oraz generowanie obrazéw chemicznych analizowanej powierzchni z wysoka
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rozdzielczo$cig przestrzenng i masowa. Detektor MCP zapewnia przy tym wysoka czulo$¢ i szybkos¢
detekeji, co przektada si¢ na wysoka wydajnos¢ analityczng calego uktadu. Szczegdtowy opis konstrukeji
oraz zasady dzialania systemu TOF-SIMS wykorzystywanego w instytucie RBI zostal przedstawiony
w publikacjach [68, 69]. Na rysunku 4.5 przedstawiono przyktadowe widmo SIMS jednej z analizowanych
prébek migsniowych. W zakresie m/z ponizej 100 dominujg sygnaly pochodzace od matoczasteczkowych
zwigzkow, takich jak fragmenty aminokwasdw i jony nieorganiczne. Z kolei w wyzszych warto$ciach m/z
(powyzej 150) zauwazalne sg piki odpowiadajace fragmentom lipidowym, typowym dla struktury

komoérkowej miegsni.
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Rysunek 4.5. Przyktadowe widmo SIMS uzyskane dla probki mig¢sniowej. Analize przeprowadzono w trybie
pozytywnym przy uzyciu jondéw pierwotnych tlenu O*'.

4.3.5. Tryby pracy SIMS

Technika SIMS moze by¢ stosowana w dwoch podstawowych trybach, ktore roznia si¢ gestoscia
wiazki jonow pierwotnych, co definiuje glebokos¢ analizy powierzchni badanego materiatu. Wyrdznia sig
tryb statyczny oraz dynamiczny. Statyczny SIMS (ang. static SIMS) charakteryzuje si¢ niskg gestoscia
jonow pierwotnych (ponizej 10" jonow/cm?), dzieki czemu analizie podlega tylko wierzchnia warstwa
probki. Pozwala to na minimalizacje uszkodzen probki, zapewniajac jednocze$nie wysoka czuto$§¢
powierzchniowa i eliminujac sygnal z obszarow juz poddanych bombardowaniu jonami. Natomiast
dynamiczny SIMS (ang. dynamic SIMS) stosowany jest przede wszystkim w warunkach wysokiej gestosci
wigzki jonow pierwotnych (powyzej 10" jondw/cm?) 1 pozwala na uzyskanie profili gtgboko$ciowych oraz
szczegbtowq analiz¢ zmian sktadu chemicznego w funkcji glebokosci. Ze wzgledu na zwigkszone

prawdopodobienstwo implantacji jonéw pierwotnych, tryb ten wymaga uwzglednienia efektow matrycy
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(ang. matrix effect), ktére wptywaja na zmniejszenie wydajnosci emisji jonow wtérnych, przez zmiang
otoczenia elektronowego powierzchni.

Technika SIMS w polaczeniu z mozliwoscig skanowania probki umozliwia rowniez obrazowanie
molekularne. Jednakze w typowych systemach SIMS, gdzie energia wiazki jonow pierwotnych wynosi od
kilku do kilkudziesieciu keV (tzw. keV-SIMS), wydajnos¢ jonow wtdrnych jest zazwyczaj niewystarczajaca
do wygenerowania obrazu probki przed jej zniszczeniem wskutek bombardowania. W odpowiedzi na te
ograniczong efektywnos$¢, kilka laboratoriéw na §wiecie [71, 72], w tym Ruder Boskovi¢ Institute [68],
wykorzystuje wigzke ciezkich jondw o energii kilku MeV (MeV-SIMS). Metoda ta jest szczegdlnie
uzyteczna do obrazowania probek biologicznych oraz materiatow organicznych ze wzgledu na mniejsza
fragmentacje molekut i mozliwo$¢ analizy glebszych warstw materiatu.

Wykorzystanie wigzki MeV-SIMS, dostepnej w RBI, zostalo réwniez udokumentowane
w literaturze [69, 73, 74]. Podstawowa réznica migdzy konwencjonalnym keV-SIMS i MeV-SIMS dotyczy
generacji wigzki jonow pierwotnych. Osiagniecie energii rzedu MeV wymaga zastosowania akceleratoréw
o potencjale kilku megawoltow. W MeV-SIMS rozpylanie jest wywotywane gtownie przez hamowanie
elektronowe jonoéw pierwotnych przechodzacych przez probke, a nie poprzez bezposrednie zderzenia
i przekazanie pedu, jak ma to miejsce w keV-SIMS. Taki mechanizm prowadzi do bardziej selektywnego
zrywania wigzan atomowych na skutek oddziatywan elektronowych, co istotnie ogranicza fragmentacje
molekut i umozliwia doktadniejszg analize ich sktadu. Jest to aspekt szczegdlnie istotny w kontek$cie badan
materialow biologicznych [75].

W badaniach przeprowadzonych na potrzeby niniejszego doktoratu wykorzystano wigzke jonow
pierwotnych O4" 0 energii 9 MeV, pochodzaca z akceleratora Van de Graaffa. Pomiary wykonano w trybie
ciggtym oraz za pomocg uktadu TOF-MeV-SIMS, ktorego szczegdtowy opis konstrukeji i dziatania zawarto
w publikacji [68]. Uktad SIMS zastosowany w niniejszych badaniach obejmuje standardowe elementy
aparatury tego typu, takie jak: zrodlo jonow 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 uktadu SIMS wykorzystanego w badaniach. Gléwne komponenty obejmuja
zrodto jondw pierwotnych, system skanowania probki, komore analityczng oraz analizator masowy z detektorem.

4.4. Spektrometria masowa z desorpcja i jonizacja laserowg
z wykorzystaniem matrycy

4.4.1. Wprowadzenie do spektrometrii masowej z jonizacja mi¢kka

Spektrometria masowa MS (ang. Mass Spectrometry) jest zaawansowang technika analityczna,
umozliwiajaca identyfikacje i charakterystyke czasteczek chemicznych poprzez ich jonizacje i analize
stosunku masy do tadunku. Chociaz fundamenty tej techniki si¢gaja poczatku XX wieku, dopiero rozwoj
metod tzw. ,,migkkiej jonizacji” umozliwit jej szerokie zastosowanie w badaniach biomolekularnych.

Do najbardziej przetomowych technik naleza ESI (ang. Electrospray lonization) oraz MALDI [76].
W odroznieniu od metod twardej jonizacji np. EI (ang. Electron lonization), techniki migkkie pozwalajg na
jonizacje czasteczek bez ich znacznej fragmentacji, co jest kluczowe w analizie zwigzkow biologicznych

o duzej masie czasteczkowej, takich jak lipidy, biatka czy peptydy [77].

4.4.2. Historia rozwoju techniki MALDI

Spektrometria masowa ulegla znacznemu rozwojowi na przestrzeni ostatnich pigciu dekad,
umozliwiajac identyfikacje i szczegdlowa analize zwigzkow biologicznych. Znaczacy postgp osiggnicto
zwlaszcza w analizie protein i lipidow, zwiazkow o duzej masie czasteczkowej, ktore odgrywajg istotna role
w identyfikacji zmian degeneracyjnych w tkankach mig$niowych.

Jedng z pierwszych metod stosowanych do masowej analizy probek organicznych byt SIMS,
o ktorym szerzej pisano w rozdziale 4.3. W ramach tej techniki probki czgsto przygotowywano przez
rozpuszczenie w glicerolu. [78]. W trakcie rozwoju metod desorpcji i jonizacji z wykorzystaniem impulsu

laserowego pojawila si¢ koncepcja zastosowania matrycy, jako substancji utatwiajgcej przeniesienie energii
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i zwigkszajacej efektywnos¢ jonizacji [79]. Juz na przetomie lat 60. 1 70. XX wieku prowadzono intensywne
badania nad metodami jonizacji probek biologicznych przy uzyciu lasera, czgsto w polgczeniu
z analizatorem czasu przelotu [79—81]. Przetomowym momentem byto jednak wynalezienie techniki analizy
masowej z wykorzystaniem mikro-prébkowania sondg laserowg (ang. Laser Microprobe Mass Analysis,
LAMMA) przez Hillenkampa i Kaufmana [82], ktéra umozliwila pierwsze wykrycie sygnatow
pochodzacych od organicznych polimeréw w analizowanych probkach. Poczatkowo sygnaly te traktowano
jako artefakty pomiaru, jednak zainicjowaly one systematyczne badania probek organicznych, ktore
w latach 80 XX wieku doprowadzity do powstania metody spektrometrii mas z wykorzystaniem desorpcji
1 jonizacji laserowej wspomaganej matryca MALDI-MS. Akronim MALDI po raz pierwszy pojawit si¢
w literaturze naukowej w 1985 roku, w pracy dotyczacej wptywu dlugosci fali promieniowania UV (ang.
ultraviolet) na efektywno$¢ proceséw desorpcji i jonizacji w spektrometrii masowej z uzyciem lasera
o wysokiej gestosci mocy [83]. Natomiast trzy lata pozniej, opublikowano pierwsze widma masowe biatek
o masach przekraczajacych 10 kDa [84], co zapoczatkowato dynamiczny rozwoj tej techniki. Od momentu
swojego wprowadzenia, technika MALDI ugruntowala swoja pozycj¢ jako jedna z kluczowych metod
analizy molekularnej probek biologicznych, ceniona za wysoka czulos¢ w detekcji czasteczek o duzej
masie, takich jak proteiny i lipidy. Znajduje rowniez zastosowanie w badaniach nad tkankami ludzkimi, co
dodatkowo podkresla jej szerokie mozliwosci aplikacyjne [85].

Nowoczesne systemy MALDI umozliwiajg nie tylko identyfikacje czasteczek, lecz takze
obrazowanie ich przestrzennego rozkladu w probce za pomoca techniki IMS (ang. Imaging Mass
Spectrometry). Uzyskane w ten sposob dane stanowig istotne zrodto informacji, ktore moga przyczynic sie

do poglebienia wiedzy na temat mechanizmow chorob miesni [78].

4.4.3. Rola matryc w procesie jonizacji

W spektrometrii masowej MALDI kluczowym elementem jest matryca. Jest to zwigzek, ktorego
zadaniem jest pochlanianie energii impulsu laserowego i posredniczenie w desorpcji oraz jonizacji analitu.
Chociaz istnieja alternatywne podej$cia z uzyciem matryc nieorganicznych takie jak grafen [86], czy tlenki
metali [87], najczesciej stosowane sa niskoczasteczkowe zwigzki organiczne, ktére dopasowuje sig
indywidualnie do rodzaju analitu oraz parametréw lasera. Najczesciej wykorzystywanymi laserami
w systemach MALDI sa lasery azotowe o dlugosci fali 337 nm oraz lasery Nd:YAG emitujace $wiatto
o dhugosci fali 355 nm lub 266 nm.

Matryce o zbyt duzej masie czgsteczkowej moga wykazywaé ograniczong zdolno$¢ do efektywnego
przekazywania energii czasteczkom analitu, co negatywnie wplywa na wydajnosc¢ jonizacji. Z tego wzgledu
istotne jest, aby masa matrycy byla odpowiednio dobrana. Musi by¢ ona na tyle niska, by umozliwi¢
skuteczng jonizacje analizowanych zwiazkow, a jednocze$nie nie generowa¢ nadmiernych sygnatow

wlasnych, ktore moglyby zaktocaé interpretacje widma.
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Matryce naktada si¢ na powierzchni¢ analitu r6znymi metodami, na przyktad przez odparowanie,
sublimacj¢ lub nanoszenie z rozpuszczalnikiem. Po natozeniu matryca krystalizuje, tworzgc na powierzchni
analitu jednorodng warstwe z krystalitami o wielko$ci od kilku do kilkuset mikrometrow. Masa
skrystalizowanej matrycy jest zwykle wielokrotnie wicksza niz masa analitu, a jej podstawowa rolg jest
efektywna absorpcja §wiatta laserowego. Dzigki temu delikatne struktury, takie jak proteiny czy lipidy, nie
ulegaja tatwym uszkodzeniom termicznym, lecz zostaja poddane procesom desorpcji i jonizacji, desorbujac
razem z czasteczkami matrycy. Wydajnos¢ calego procesu zalezy w duzej mierze od jako$ci oraz
jednorodnosci skrystalizowanej warstwy matrycy [6]. Dobdr odpowiedniej matrycy ma kluczowe znaczenie
w analizie tkanek mie$niowych, ktérych struktury wykazuja wysoka wrazliwos$¢ na termiczng depozycje
energii pochodzacg z impulsow laserowych.

W procesie pomiarowym przy wykorzystaniu metody MALDI, podczas ekspozycji probki na
impuls laserowy, energia pochfaniana jest gtownie przez matryce, ktdra nastgpnie ulega odparowaniu,
wynoszac czasteczki analitu do fazy gazowej. W powstatej chmurze dochodzi do wymiany jonow
(najczesciej protonow H' lub kationow sodu Na*) migdzy matrycg a analitem, co prowadzi do powstania
tzw. jonow quasi-molekularnych, takich jak [M+H]*, czy [M+Na]*, ktorych masa odpowiada sumie masy
czasteczki analitu i przylaczonego jonu. Zjawisko to dominuje w trybie dodatnim jonizacji, co wynika
z obecnosci tatwo protonujgcych sie grup funkcyjnych (np. aminowych), powszechnych w strukturach
bioczasteczek. Mozliwe jest takze formowanie anionéw w trybie ujemnym, np. w wyniku deprotonacji
(utraty H"), jednak tryb ten stosowany jest rzadziej ze wzgledu na mniejsza czgstos¢ wystepowania grup
ulegajacych deprotonacji, takich jak grupy karboksylowe.

Mimo ponad trzydziestu lat intensywnych badan, mechanizm jonizacji w MALDI nadal nie jest do
konca poznany. Obecnie przyjmuje si¢, ze jonizacja zachodzi gléwnie w chmurze czasteczek powstalej
w wyniku ablacji laserowej, w ktorej dochodzi do dynamicznej wymiany jondéw migdzy matryca
a czasteczkami analitu. Ze wzgledu na wcigz niepelne poznanie mechanizmu jonizacji w MALDI,
przyjmuje si¢ powszechnie, ze w procesie dominuja jony o pojedynczym tadunku, co utatwia interpretacje
widm i1 umozliwia bezposrednie przypisanie wartosci m/z do masy monoizotopowej analizowanego
zwiazku.

Badania eksperymentalne przeprowadzone na potrzeby niniejszej rozprawy metoda MALDI zostaty
zrealizowane przy wspolpracy z Zespotem Biochemii i Neurobiologii znajdujacym si¢ na Wydziale
Inzynierii Materiatowej 1 Ceramiki Akademii Goérniczo-Hutniczej w Krakowie. Wspomniany zespot
badawczy w artykule [88] podkreslit kluczowe znaczenie doboru odpowiedniej matrycy w kontekscie
jako$ci uzyskiwanych widm oraz map jonowych. W pracy tej szczegoétowo oceniono wpltyw rodzaju
matrycy, liczby warstw oraz parametréw nanoszenia (z wykorzystaniem systemu SunCollect) na
efektywnos¢ analizy lipidow. Wykazano, ze wybor matrycy (np. DHB, NEDC, 1,5-diaminonaftalen) oraz

warunki jej aplikacji istotnie wplywaja na intensywno$¢ sygnatu i jako$¢ obrazéw jonowych, co wymaga
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szczegllne] ostrozno$ci podczas porownywania wynikow uzyskanych w roéznych warunkach

eksperymentalnych.

4.44. Zarys teoretyczny metody MALDI

Proces pomiarowy w spektrometrii mas MALDI mozna ogdlnie podzieli¢ na trzy etapy: ablacje
(desorpcje), jonizacje oraz detekcje. Cato$¢ odbywa si¢ w komorze prozniowej, zazwyczaj w warunkach
wysokiej prézni (ang. high vacuum). Kluczowym etapem inicjujacym proces MALDI jest absorpcja
promieniowania laserowego przez matryce, ktora skutkuje gwaltownym nagrzaniem i prowadzi do desorpcji
oraz ablacji materialu z powierzchni probki, w tym takze czasteczek analitu. Transfer energii w gtab matrycy

podczas tego zjawiska opisuje prawo Beera:

H=H0'e_“z, (5)

gdzie: H reprezentuj¢ fluencje (ggstos¢ energii lasera) na glebokosci z, H jest to fluencja na powierzchni
probki, natomiast a to wspolczynnik absorpcji materiatu [78].

Odwrotnos¢ wspotczynnika a stanowi tzw. glebokos¢ penetracji §, ktora przedstawia odlegtos¢ od
powierzchni probki po przebyciu ktorej fluencja swiatla laserowego spadta do 30% wartosci poczatkowe;.
Poniewaz wspotczynnik materiatu  jest $cisle zalezny od dlugosci fali promieniowania
elektromagnetycznego, gleboko$¢ penetracji rowniez pozostaje $cisle z nig powiazana. W praktyce oznacza
to, ze zastosowanie roznych matryc w potaczeniu z wykorzystaniem lasera o konkretnej dtugosci fali (np.
337 nm dla lasera azotowego UV) skutkuje roznymi wartosciami glebokosci penetracji (si¢gajacymi od
kilkudziesieciu do kilkuset nanometréw) w zaleznosci od wlasciwosci absorpcyjnych matrycy.

Alternatywnym podej$ciem jest wykorzystanie promieniowania laserowego o innej dtugosci fali,
na przyklad w zakresie podczerwieni (ang. infrared, IR) okolo 3 um, ktére pozwala na penetracje
1 przekazanie energii pojedynczego impulsu laserowego nawet na glgebokosci siegajacej 1 pm. Lasery
stosowane w technice MALDI zazwyczaj generuja impulsy, co umozliwia punktowa absorpcje energii,
a w konsekwencji ablacje materialu przez wielokrotne naswietlanie tego samego miejsca, nawet przy
stosunkowo niewielkiej glebokosci penetracji. Nawet przy niskich glebokosciach penetracji. Energia Ea
zaabsorbowana przez jednostke objetosci V w technice MALDI jest w zasadzie podstawowym parametrem
definiujacym proces ablacji/desorpcji. Bazujac na rownaniu numer 5 mozna przedstawié zaleznosc:

Ea

7 = aH. (6)

W zwigzku z tym, jesli matryca zastosowana w probce charakteryzuje si¢ stosunkowo wysokim
wspotczynnikiem absorpcji @, konieczne jest uzycie nizszych wartosci fluencji powierzchniowej Hy. Z tego

wzgledu niezbedne jest indywidualne dostosowanie parametrow wigzki laserowej oraz rodzaju i sposobu
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przygotowania matrycy do specyfiki danego ukladu pomiarowego oraz typu analizowanej probki
w metodzie MALDI.

W literaturze spotyka si¢ dwa terminy opisujace rozpylenie probki: ablacja oraz desorpcja.
W istocie sg to rozne procesy. Desorpcja dotyczy rozpylenia pojedynczych czastek lub molekut, natomiast
ablacja oznacza usuni¢cie kilku monowarstw atomowych materiatu. Dlatego tez, ablacja jest bardziej
precyzyjnym okre$leniem, jednak z uwagi na to, ze podczas depozycji energii fotonow w ciele stalym
zachodzi szereg zjawisk prowadzacych do rozpylenia materialu, oba terminy bywaja uzywane zamiennie
[78].

Jesli energia zdeponowana przez impuls $wietlny przekracza taczng energie wigzan
migdzyczasteczkowych w danej objgto$ci, dochodzi do gwaltownego przejscia materialu z fazy
skondensowanej do gazowej, co prowadzi do uwolnienia czastek matrycy i analitu do atmosfery prozniowe;.
Proces ten wynika z lokalnego, intensywnego ogrzania relatywnie cienkiej warstwy powierzchniowej
matrycy, ktora silnie absorbuje promieniowanie laserowe. Ze wzgledu na ultrakrotki czas trwania impulsu
laserowego, rozpraszanie energii termicznej przez przewodnictwo cieplne lub przeniesienie drgan jest zbyt
wolne, aby rozproszy¢ zdeponowang energie. Powoduje to szybkie, a czasem nawet ,,eksplozywne”
przejécie fazowe, czyli ablacjg. W efekcie powstaje ekspandujgca w proézni chmura (ang. plume) ztozona
z czasteczek matrycy, analitu, fragmentow molekularnych oraz klastrow (agregatow matrycy i analitu).
W wspomnianej chmurze zachodza dalsze procesy, takie jak chtodzenie przez rozprezanie, zderzenia,
wymiana tadunkéw oraz, co najwazniejsze dla MALDI, jonizacja analitu. Przyklad eksperymentalnej
ablacji czastek matrycy oraz rozprgzania chmury czastek zostat przedstawiony na ponizszym rysunku 4.7.
Dolna biata linia na zdjeciach przedstawia powierzchni¢ matrycy, w tym przypadku alkoholu
nitrobenzylowego. Lewa fotografia ukazuje obraz powierzchni w polu ciemnym, wykonany 45 ns po
impulsie laserowym. Natomiast zdjecie po prawej stronie pokazuje chmure czastek w $wietle

rozproszonym, zarejestrowana pod katem 90° wzgledem powierzchni probki, 311 ns po impulsie [89].

Rysunek 4.7. Generacja chmury czastek w technice MALDI, z wykorzystaniem lasera Nd:YAG (266 nm), uchwycona
przy uzyciu fotografii szybkiej z rozdzielczoscia czasowa 8 ns 1 przestrzenna 4 um [89].
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4.4.5. Zlozonos¢  jomizacji w  MALDI w  Swietle danych
eksperymentalnych

Pomimo licznych badan, mechanizmy odpowiedzialne za jonizacj¢ w technice MALDI wcigz
pozostaja nie do konca wyjasnione. Dotyczy to zardwno samego procesu ablacji, jak i sposobu, w jaki
dochodzi do powstania jondw analitu i matrycy. Wyniki modelowan teoretycznych czesto nie sg ze soba
zgodne, a niektére z nich s3 postrzegane jako nieintuicyjne lub kontrowersyjne. Nie ulega jednak
watpliwosci, ze MALDI umozliwia skuteczng jonizacje zwiazkow, co przektada si¢ na wysoka czutos¢ tej
techniki. Eksperymenty wykazuja, ze wydajno$¢ jonizacji analitu (stosunek czgstek naladowanych do
neutralnych) w przypadku MALDI wynosi zazwyczaj od 0,1 % do 1%, chociaz w szczego6lnych
przypadkach moze dochodzi¢ nawet do 10 % [78]. Jednoczesnie liczba zjonizowanych czasteczek matrycy
jest kilka rzedow nizsza.

Zalezno$¢ miedzy intensywnoscia sygnatow jonow matrycy i analitu, okreslona na podstawie widm
masowych, sugeruje, ze do wymiany tadunkéw dochodzi w obrgbie ekspandujgcej chmury czastek
powstatej] w wyniku ablacji, a by¢ moze takze bezposrednio po napromieniowaniu probki. Zdarza sig
rowniez zaobserwowa¢ widma, w ktorych przy duzym nadmiarze matrycy (rzgdu 10%) rejestrowane sa

intensywne sygnaty analitu przy jednoczesnie §ladowej obecnosci jonow matrycy [90].

4.4.6. Modele generowania jonow w MALDI

W literaturze istnieje kilka modeli probujacych wyjasni¢ mechanizm powstawania jonéw
w technice MALDI, jednak Zaden z nich nie obejmuje w pelni wszystkich obserwowanych zjawisk, ale
kazdy wnosi istotne elementy do ogdlnego zrozumienia procesu. Obecnie dominuja dwa gldéwne modele
teoretyczne: klasyczny model fotojonizacji oraz tzw. model ,,szcze$liwego ocalatego” (ang. lucky survivor).
W modelu fotojonizacji zaktada sie, ze czasteczki matrycy ulegaja jonizacji po absorpcji najczesciej dwoch
fotonow. Powstate w ten sposob jony matrycy maja nastgpnie przekazywac tadunek czasteczkom analitu
(np. przez transfer protonu lub elektronu) w powstajacej chmurze gazowe;j. Jednak przy typowych (niskich)
warto$ciach fluencji lasera prawdopodobienstwo takich nieliniowych proceséw jest niewielkie. Dodatkowo
obecnos$¢ jonow rodnikowych matrycy (np. M*, [M+2H]*, [M—2H]") w widmach MALDI sugeruje, ze ten
mechanizm nie tlumaczy w pelni obserwowanych zjawisk, w szczegdlnosci dominacji jondw
o pojedynczym tadunku. Alternatywny model ,,lucky survivor” zaklada, Ze jony analitu powstajg jeszcze
przed ablacjg lub w jej bardzo wczesnym etapie, w stabilnych mikroklastrach matryca-analit. Jony powstajg
w efekcie oddziatywan w fazie skondensowanej, ale tylko te, ktore przetrwajg seri¢ procesoOw neutralizacji
w fazie gazowej, sa wykrywane przez detektor. Model ten tlumaczy m.in. dominacje jondw o pojedynczym
tadunku w widmach MALDI oraz niskag wydajno$¢ jonizacji. Dodatkowym argumentem przeciwko

wystepowaniu wylgcznie modelu fotojonizaciji jest fakt, ze widma uzyskiwane z uzyciem laseréw UV i IR
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(mimo duzej réznicy energii fotondw) sa czesto bardzo podobne. Sugeruje to znaczacy udziat procesow
termicznych oraz rozpadoéw klastrow matryca-analit.

W praktyce proces jonizacji w MALDI jest wypadkowa wielu czynnikéw: energii fotonow,
zdolno$ci absorpcyjnej matrycy, chemicznego powinowactwa miedzy matryca i analitem, a takze dynamiki
chmury poablacyjnej [78]. Dlatego tez kluczowe znaczenie dla skuteczno$ci i powtarzalnosci analizy ma
dobdr odpowiedniej matrycy i sposdb przygotowania probki. Matryca nie tylko umozliwia efektywna
absorpcje promieniowania laserowego, ale takze wptywa na dynamike desorpcji i stopien fragmentacji
czasteczek. Ostateczna efektywno$¢ metody MALDI zalezy wiec nie tylko od parametrow
instrumentalnych, lecz takze od odpowiedniego dopasowania wlasciwosci fizykochemicznych matrycy do

charakterystyki analizowanej probki.

4.4.7. IMS - molekularne obrazowanie tkanek przy uzyciu spektrometrii
mas

Obrazowa spektrometria masowa IMS stanowi zaawansowang technologi¢ analityczng,
umozliwiajaca uzyskiwanie informacji molekularnych bezposrednio z tkanek biologicznych przy
jednoczesnym zachowaniu integralnosci przestrzennej probki. Technika ta laczy wysoka czutos¢
spektrometrii mas z mozliwoscia tworzenia szczegoétowych map rozktadu zwiazkéw chemicznych, takich
jak biatka, peptydy, lipidy, metabolity czy leki, w okreslonym kontekscie histologicznym.

IMS wyréznia sie¢ mozliwoscia detekcji zwiazkéw bez koniecznosci ich uprzedniego znakowania.
Oznacza to, ze analiza moze by¢ prowadzona bez dodatkowej chemicznej modyfikacji probki, co
minimalizuje ryzyko interferencji z naturalnymi wilasciwosciami badanych analitow oraz umozliwia
jednoczesne obrazowanie wielu czasteczek w pojedynczym pomiarze. Takie podejécie znaczaco zwigksza
efektywnos¢ analiz molekularnych, czyniac IMS szczegdlnie uzytecznym narzedziem w badaniach nad
patogeneza chorob, mikrosrodowiskiem komérkowym oraz odpowiedzig tkanek na leczenie. Przyktadowo,
w kontekscie badan onkologicznych technika ta znajduje coraz szersze zastosowanie w diagnostyce
i klasyfikacji nowotworow. Umozliwia wykrywanie szerokiego spektrum zwigzkow, takich jak biatka,
peptydy, lipidy, weglowodany czy glikokoniugaty. IMS pozwala na lokalizacj¢ margineséw guza, oceng
jego heterogennosci, a takze moze wspomagac identyfikacje punktu rozsiewu nowotworu na podstawie
badania przerzutu [91]. Dostarcza réwniez informacji prognostycznych i moze wspomaga¢ klasyczne
metody diagnostyczne, takie jak histopatologia, immunohistochemia czy metody genetyki molekularne;j
[91]. Wszystko to sprawia, ze IMS staje si¢ wartosSciowym narzedziem w nowoczesnej diagnostyce
nowotworow oraz w procesie odkrywania nowych biomarkerow diagnostycznych.

Kluczowy postep w rozwoju IMS stanowilo zastosowanie techniki MALDI, w ktorej matryca petni
role mediatora jonizacji po absorpcji promieniowania laserowego. Punktowe napromieniowanie probki
umozliwia uzyskanie mapy powierzchniowego rozktadu molekut z wysoka rozdzielczo$cia masowa

i szerokim zakresem detekcji (od kilkuset daltonow do ponad 100 kDa). W praktyce obrazowa spektrometria
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masowa moze by¢ realizowana w dwoch gtownych trybach akwizycji danych: trybie pelnoobszarowym
(ang. full scan imaging) obejmujacym calg powierzchni¢ przekroju tkankowego oraz trybie
ukierunkowanym (ang. targeted imaging) skoncentrowanym na konkretnych, biologicznie istotnych
obszarach.

W przypadku obrazowania ukierunkowanego identyfikacja regionéw zainteresowania ROI opiera
si¢ zazwyczaj na wczesniejszej analizie histologicznej. Na przyktad, po uprzednim zabarwieniu preparatu
hematoksyling i eozyna (H&E), patolog lub biolog moze wskazaé obszary o szczegdlnym znaczeniu
diagnostycznym. Wspolrzedne wybranych punktow sa nastepnie wykorzystywane do precyzyjnego
naniesienia matrycy jedynie na te fragmenty probki. Taki wybiorczy sposéb aplikacji matrycy,
zsynchronizowany z systemem pozycjonowania spektrometru masowego, pozwala na selektywne
pozyskanie danych wylacznie z uprzednio wskazanych obszaréw.

Opisane podejscie stanowi przyktad synergii klasycznych metod histopatologicznych z nowoczesna
analiza molekularng. Zastosowanie obrazowania ukierunkowanego nie tylko skraca czas pomiaru
1 ogranicza objeto$¢ generowanych danych, ale takze zwigksza ich trafnos¢ biologiczng. W kontekscie
badan wysokoprzepustowych pozwala to na znaczne oszczgdnosci zasobow analitycznych i czasowych.

Dobor odpowiedniej strategii akwizycji powinien by¢ zawsze uzalezniony od celu badawczego.
Jesli celem jest uzyskanie pelnego, przestrzennego rozktadu zwigzkow w probcee, zaleca si¢ zastosowanie
trybu petnoobszarowego. Natomiast w sytuacjach, gdy kluczowe znaczenie ma analiza konkretnych zmian
patologicznych, bardziej adekwatne staje si¢ obrazowanie ukierunkowane, wymagajace $cistej wspotpracy

z histopatologiem.
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5. Metodologia pomiarowa

5.1. Klasyfikacja probek

Na potrzeby analiz badawczych probki tkanek migsniowych zostaly sklasyfikowane w trzech
podstawowych grupach, zgodnie z podzialem zaprezentowanym w rozdziale 2.4 zatytutowanym ,,Uwagi
metodologiczne”, stanowigcym gltowna ide¢ klasyfikacji proceséw patologicznych migéni, badanych
W niniejszej rozprawie:

e gcrupa C (kontrolna) obejmujgca probki migsni szkieletowych bez widocznych zmian
patologicznych w badaniu histopatologicznym i stanowigce odniesienie dla analizy poréwnawczej

zmian wystepujacych w grupach ze zmianami patologicznymi,

e crupa M (miopatyczna) obejmujaca probki migsni wykazujace cechy miopatii o zréznicowanej, nie
zawsze jednoznacznie zidentyfikowanej etiologii, zawierajace zarowno zmiany pierwotne, wtorne

w tym takze neurogenne,

e crupa D (dystroficzna) obejmujaca probki migsni pochodzace od pacjentéw z rozpoznang dystrofig
mig$niowg niezaleznie od typu, w tym m.in. dystrofia obreczowo-konczynowa (LGMD)
1 wykazujace charakterystyczne zmiany odnoszone do dystrofii migsniowej takie jak: silne
zréznicowanie $rednicy widkien, zwigkszenie endomysium, a w cze$ci przypadkow takze

specyficzne zaburzenia immunofenotypowe np. brak ekspresji dysferliny itp..

Dla przejrzystosci dalszych analiz, kazdej z grup przypisano skroty C, M i D, ktére beda
konsekwentnie stosowane w kolejnych czegsciach pracy. W zaleznosci od rodzaju i specyfiki zastosowane;j
metody pomiarowej, dokonano réwniez rozszerzen i regrupowania materialu, co zostalo szczegétowo

opisane w odpowiednich sekcjach analitycznych.

5.2. Technika PIXE

5.2.1. Preparatyka probek

Probki tkanek, ktore wykorzystano w opisanych ponizej eksperymentach, zostaly pobrane od
pacjentdow z podejrzeniem choroby mig$niowej podczas biopsji chirurgicznej, przeprowadzonej poprzez
nacigcie skory 1 pelny dostep do mig$nia w znieczuleniu miejscowym. Przed kwalifikacjg poszczegolnych
probek biologicznych do dalszych etapow badan eksperymentalnych, kazdorazowo przeprowadzano
szczegotowa oceng diagnostyczng z zastosowaniem standardowych procedur wykorzystywanych we

wspotczesnej miopatologii. Analizy obejmowaty zarowno barwienia histologiczne m. in. z wykorzystaniem
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hematoksyliny i eozyny, jak i histochemiczne w szczegdlnosci stosowane w identyfikacji poszczegdlnych
typow wildkien migsniowych 1 aktywnosci enzymatycznej takie jak aktywno$¢ ATP-azowa wiokien
w roznym pH zgodnie z ogodlnie przyjetymi, miedzynarodowymi standardami diagnostyki
neuropatologicznej. Proces ten zostal zrealizowany w Zaktadzie Neuropatologii Katedry Patomorfologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie. Badania zostaly zatwierdzone przez
Komisje Bioetyczna  Uniwersytetu  Jagiellonskiego  Collegium Medicum (numer zgody:
1072.6120.249.2020).

W celu zachowania integralnosci strukturalnej materiatu biologicznego kazda z badanych probek
migéniowych zostata poddana kriokonserwacji, niezwlocznie po wykonanej biopsji metoda szokowego
zamrozenia w izopentanie schtodzonym w ciektym azocie. Takie podej$cie pozwala na minimalizacje
artefaktow mrozeniowych i maksymalng wierno$¢ odwzorowania mikrostruktury komorkowe;j i tkankowe;.
Przecigtna $rednica przekroju bioptatu mig$nia mierzac w plaszczyznie prostopadtej do podtuznej osi
wiokien wynosita od okoto 3 mm do 5 mm. Z tak przygotowanych blokéw tkankowych za pomoca
kriomikrotomu (Leica Biosystems, CM 1860) w temperaturze -20 °C po uprzednim wykonaniu skrawkow
na potrzeby standardowej diagnostyki neuropatologicznej (0 czym wspomniano w akapicie wyzej),
kontynuujac proces skrawania wycinano kolejne skrawki o kontrolowanej grubosci rzedu kilku
mikrometréw, do celow niniejszej badawczych w ramach niniejszej rozprawy. Umozliwito to m. in.
jednoczesng analize dwuparametryczng i porownawcza w ramach zaplanowanych procedur badawczych na
skrawkach bezposrednio odwzorowujacych strukture zmian diagnozowanych neuropatologicznie.

Na potrzeby metody PIXE dla kazdej probki, z wykorzystaniem kriomikrotomu pozyskano dwa
sgsiadujace przekroje o grubosci 8 um. Jeden z nich przeznaczano do klasycznej analizy histologicznej
i osadzono na standardowym szkietku mikroskopowym, natomiast drugi zamocowywano na okienku
z azotku krzemu Si3N4 0 grubos$ci 200 nm i wymiarach 2 x 2 mm? (Norcada, Kanada). Aby zminimalizowac¢
wplyw obecnosci wody na wyniki spektroskopowe, analizowane probki poddawano procesowi liofilizacji
w temperaturze -80 °C (bez dalszej obrobki chemicznej), zapewniajac efektywne usunigcie wilgoci bez
naruszania mikrostruktury. Po skompletowaniu materialu badawczego sklasyfikowano go w trzech

podstawowych grupach jak wspomniano wyzej w rozdziale 5.1.

5.2.2. Wstepne przygotowanie i selekcja obszarow pomiarowych

Eksperymenty przeprowadzono w Laboratorium Interakcji Oddzialywania Wiazki Jonowej
Instytutu Ruder Boskovi¢ w Zagrzebiu (Chorwacja), przy uzyciu akceleratora Tandetron o napigciu 1 MV.
Do wzbudzenia atomow w analizowanych probkach zastosowano wysokoenergetyczng, zogniskowana
mikrowigzke protondw o energii 2 MeV, co umozliwilo analize pierwiastkowa z rozdzielczoscig
mikrometryczng. Emisje¢ promieniowania rentgenowskiego indukowanego zderzeniami czastek z atomami

zarejestrowano za pomocg detektora typu Si(Li) produkcji Princeton Gamma-Tech Institute, o aktywnej
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powierzchni 30 mm? i oknie berylowym o grubosci 12,5 um. Detektor umieszczono pod katem 135°
wzgledem osi wigzki, w odleglosci okoto 4 cm od powierzchni probki. W celu ograniczenia wptywu
efektow radiacyjnych na strukture tkanek probki zostaly osadzone na tzw. ,,zimnym palcu” (ang. cold
finger) 1 aktywnie chtodzone przy uzyciu kriostatu z ciektym azotem. Dodatkowo, w celu przeciwdziatania
gromadzeniu si¢ tadunkoéw elektrostatycznych na napromienianych powierzchniach, ramki SisN4
zamontowano na uchwytach za pomoca ta§my przewodzacej na bazie wegla.

Analiza PIXE zostata poprzedzona pomiarami wykonanymi metodg skaningowej transmisyjnej
mikroskopii jonowej STIM, co pozwolito na réwnoczesne odwzorowanie zarowno rozktadu pierwiastkow,
jak 1 zmiennosci gestosci powierzchniowej w obrebie poszczegoélnych przekrojow. Probki skanowano
mikrowigzkg jondw o $rednicy okoto 1 x 1 pum? a dane STIM rejestrowano za pomoca detektora
krzemowego PIPS (ang. Passivated Implanted Planar Silicon) o grubosci 300 um, ustawionego pod katem
25° wzgledem osi wiazki. Szczegdélowa konfiguracja komory detekcyjnej oraz uklad optyczny
przedstawione zostaly schematycznie na rysunku 5.1 A, natomiast zdjecie zastosowanego uchwytu
pomiarowego wraz z zamontowanymi probkami znajduje si¢ na rysunku 5.1 B.

Y

A B
\ / wigzka &
N R,

; tasma weglowa
jonow_

detektor uchwyt na

Si(Li) —== Ty o SN / probki

L M .
t. “-'-‘. /
1\, PS "t;__detektor

STIM

Rysunek 5.1 A - Widok wnetrza komory pomiarowej uktadu PIXE, z widocznymi elementami konstrukcyjnymi oraz
uchwytem detektora. B - Uchwyt na probki z zamocowanymi ramkami krzemowymi, do ktorych przymocowano
skrawki tkanek za pomoca taSmy weglowe;.

W opisywanych pomiarach skoncentrowano si¢ na wybranych obszarach zawierajacych pojedyncze
wlokna migsniowe. Tego typu podejscie umozliwiato uzyskanie lokalnych charakterystyk chemicznych bez
dodatkowych sygnatow tlta pochodzacych ze strony struktur otaczajagcych. W pierwszym etapie
przeprowadzono wstepne skanowanie tkanek mig$niowych metoda STIM, co pozwolitlo na uzyskanie
ogolnego obrazu struktury tkanki. Na tej podstawie na kazdej z probek starano si¢ wytypowac po trzy
obszary badawcze, w ktorych dokonano dalszych pomiarow metoda PIXE z zastosowaniem ustalonej
rozdzielczos$ci przestrzennej wynoszacej 128 x 128 pikseli, przy wymiarze pojedynczego piksela rownym
2,73 x 2,73 um? Otrzymane wyniki wraz z szczegdtowa specyfikacjg pomiarowg zostaly zaprezentowane
w publikacji zatytutowanej ,,Sub-cellular elemental imaging of human muscle tissues affected by

neuromuscular diseases” [34].
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5.2.3. Analiza probek metodg STIM i identyfikacja wlokien

W celu precyzyjnego wyznaczenia lokalizacji wiokien migéniowych, przed rozpoczeciem
pomiarow metoda PIXE przeprowadzono obrazowanie przy uzyciu techniki STIM. Zastosowanie tej
metody umozliwilo jednoznaczng identyfikacj¢ poszczegdlnych struktur migsniowych, co pozwolito na
przeprowadzenie punktowych analiz w obrebie wybranych widkien. Przyktadowe wyniki obrazowania
optycznego z nalozonym obrazem STIM przedstawiono na rysunku 5.2. Obraz uzyskano poprzez
zestawienie fotografii wykonanej za pomoca mikroskopu optycznego z odpowiadajagcym jej obrazem
uzyskanym technikg STIM o wymiarach okoto 350 um x 350 um. Natozenie obu metod obrazowania
umozliwia jednoznaczng identyfikacje struktur migsniowych. Czerwonymi prostokgtami zaznaczono
przyblizone obszary skanowania, w ktorych wykonano punktowe pomiary metodg PIXE dla probki

kontrolne;j.

Rysunek 5.2 Obraz pochodzacy z mikroskopu optycznego z nalozonym obrazem STIM dla probki kontrolnej [34].

5.2.4. Pomiar PIXE i parametry eksperymentu

Kalibracja aparatury PIXE zostata przeprowadzona zgodnie z obowigzujacymi w danym czasie
procedurami instytutowymi, wykorzystujac siatke miedziang (Cu grid) o statym rozstawie linii 50 pm jako
wzorzec kalibracyjny. Pomiary kalibracyjne wykonano dla dwoch roéznych obszarow skanowania:
350 x 350 pum? przy ustawieniu skanu 2 % 1 oraz odpowiednio mniejszego obszaru przy skanie 0,5 x 1.
Pozwolitlo to na przeprowadzenie kalibracji przestrzennej oraz dokladne odwzorowanie rozkladu
pierwiastkow na powierzchni probki. Wstepne skanowanie metoda PIXE wykonano na obszarach
o wymiarach 350 um x 350 um. Obszary te poddano szczegdétowej analizie w celu wytypowania lokalizacji
do pomiarow punktowych, umozliwiajacych uzyskanie map pierwiastkowych o wysokiej rozdzielczosci
przestrzennej. Dla probek kontrolnych pomiary przeprowadzono w trzech odrebnych punktach o zblizonych

wymiarach, co pozwolito na oceng lokalnych réznic w skladzie pierwiastkowym. Lokalizacja punktow
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pomiarowych wzgledem tkanki migsniowej zostata zilustrowana na rysunku 5.2. Wymiary analizowanych
obszaré6w wyrazone w pikselach oraz ich przyblizone odpowiedniki w mikrometrach przedstawiajg si¢
nastepujaco:

e punkt 1: 12 x 11 pikseli (okoto 32,8 x 30,0 pm?),

e punkt 2: 14 x 12 pikseli (okoto 38,2 x 32,8 um?),

e punkt 3: 15 x 13 pikseli (okoto 41,0 x 35,5 um?).

Mapy rozkladu liczby zliczen promieniowania charakterystycznego wybranych pierwiastkow
przedstawiono na rysunkach 5.3 oraz 5.4. Na rysunku 5.4 kolejno od lewej do prawej zaprezentowano
wyniki dla punktow 1, 2 oraz 3. Analiza uzyskanych map pierwiastkowych wykazala wyrazne
zréznicowanie przestrzenne dystrybucji fosforu, siarki, chloru oraz potasu w obrebie dobrze
zdefiniowanych struktur widkien mig$niowych. Zaobserwowane réznice w skladzie pierwiastkowym
morfologicznie niezmienionych tkanek migsniowych moga odzwierciedla¢ fizjologiczng heterogennosc¢ ich
struktury 1 funkc;ji.

Analogiczne pomiary przeprowadzono réwniez dla probki pochodzacej z grupy dystrofii (rysunki
5.5-5.7). W przypadku tej probki obserwowano mniej wyrazne zaznaczenie struktur wtokien, co utrudniato
ich jednoznaczng identyfikacje. Pomimo tych ograniczen wykonano punktowe analizy w trzech wybranych
obszarach o wymiarach:

e punkt 1: 6 x 6 pikseli (okoto 16,4 x 16,4 um?),
e punkt2: 6 X 9 pikseli (okoto 16,4 x 24,6 um?),
e punkt 3: 8 x 17 pikseli (okoto 21,8 x 46,4 um?).

Lokalizacja punktoéw pomiarowych wzgledem tkanki migsniowej zostata zobrazowana na rysunku
5.5. Mapy rozktadu liczby zliczen promieniowania charakterystycznego wybranych pierwiastkow
przedstawiono na rysunkach 5.6 oraz 5.7. Na rysunku 5.7 kolejno od lewej do prawej zaprezentowano
wyniki dla punktéw 1, 2 oraz 3.

Szczegolnie interesujgce wyniki uzyskano dla punktu 3, gdzie odnotowano lokalne zwigkszenie
zawartosci zelaza i cynku. Wraz z wiekiem w wioknach migéniowych obserwuje si¢ lokalny wzrost
zawartosci zelaza, co moze sprzyjac nasileniu peroksydacji lipidow, zwigkszonej podatno$ci na uszkodzenia
oraz upos$ledzeniu procesOw regeneracyjnych. Stres oksydacyjny stanowi istotny czynnik przyczyniajacy
si¢ do zaniku mig$ni oraz zaburzen ich odbudowy. Co wigcej, zwigkszona peroksydacja lipidow
w obecnosci zelaza jest charakterystyczna dla ferroptozy - formy $mierci komorkowej zaleznej od zelaza.
Pomimo potencjalnie niekorzystnych efektow jego nadmiaru, sugeruje si¢, ze zelazo moze réwniez
odgrywac kluczowa role w skutecznej regeneracji migsni [92]. Podkresla to znaczenie precyzyjnej regulacji
homeostazy zelaza w konteks$cie zarowno proceséw degeneracyjnych, jak i naprawczych zachodzacych

w migsniach szkieletowych. W $wietle przedstawionych danych mozna przypuszczaé, ze lokalna
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akumulacja Zzelaza moze stanowi¢ element mechanizmu wspierajagcego odpowiedz regeneracyjng. (rysunek
5.7). Z kolei jony cynku mogg wptywac na strukture bton komorkowych oraz wlasciwosci fizjologiczne
prawidlowo funkcjonujgcych wiokien migsniowych poprzez wydluzanie czasu trwania potencjatu
czynno$ciowego 1 skurczu [93]. Cynk odgrywa rowniez kluczowa rolg w procesach regeneracyjnych,
poniewaz jego stezenie oraz aktywno$¢ wybranych metaloenzymoéw cynkozaleznych wptywaja na tempo
syntezy kwasoéw nukleinowych i bialek. W literaturze wykazano, ze nadmierne nagromadzenie cynku
w migs$niu sercowym oraz mig¢$niach szkieletowych moze wskazywaé na zwigkszone zapotrzebowanie na
cynk w celu wspomagania proceséw naprawczych w uszkodzonej tkance [94]. Lokalny wzrost st¢zenia
cynku moze stanowi¢ wskaznik intensywnosci reakcji komoérkowej w odpowiedzi na uszkodzenie tkanek
migsniowych [95]. Dodatkowo zwigkszona aktywnos¢ enzymow cynkozaleznych, towarzyszaca procesowi
dystroficznemu, moze réwniez przyczynia¢ si¢ do obserwowanego wzrostu wewngtrzkomorkowego
stezenia Zn.
Dodatkowo, dla probki reprezentujacej grupe miopatii, przeprowadzono pomiary w dwodch

wybranych strefach punktowych (rysunki 5.8 - 5.10). Wymiary tych obszarow prezentuja si¢ nastepujaco:

e punkt 1: 10 x 18 pikseli (okoto 27,3 x 49,1 um?),

e punkt 2: 13 x 37 pikseli (okoto 35,5 x 101,0 um?).

Lokalizacja punktoéw pomiarowych wzgledem tkanki mig¢$niowej zostata zobrazowana na rysunku
5.8. Mapy rozktadu liczby zliczen promieniowania charakterystycznego wybranych pierwiastkow
przedstawiono na rysunkach 5.9 oraz 5.10. Na rysunku 5.10 kolejno od lewej do prawej zaprezentowano

wyniki dla punktéw 1 oraz 2.
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Rysunek 5.3 Mapy rozkladu liczby zliczen wzbudzonego promieniowania charakterystycznego wybranych
pierwiastkow dla probki z grupy kontrolnej, wykonane metoda PIXE na obszarze okoto 350 x 350 um? [34].
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Rysunek 5.4 Mapy rozktadu liczby zliczen promieniowania charakterystycznego dla wybranych pierwiastkow
w probee kontrolnej (punkty pomiarowe 1-3, kolejno od lewej do prawej) [34].

Przyjeta strategia pomiarowa, uwzgledniajagca rdéznorodno$¢ rozmiardw i lokalizacji punktow
analizy, pozwolila na doktadne okreslenie zmiennosci sktadu pierwiastkowego zaréwno pomiedzy grupami
probek (kontrola, dystrofia miopatia), jak 1 w obrebie ich struktury. Zebrane dane stanowig cenng podstawe

do dalszych badan nad wtasciwosciami metabolicznymi i strukturalnymi badanych tkanek.

Rysunek 5.5 Obraz pochodzacy z mikroskopu optycznego z natozonym obrazem STIM dla probki dystroficznej [34].
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Rysunek 5.6 Mapy rozkladu liczby zliczen wzbudzonego promieniowania charakterystycznego wybranych
pierwiastkow dla probki z grupy dystrofii, wykonane metoda PIXE na obszarze okoto 350 x 350 pm? [34].
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Rysunek 5.7 Mapy rozktadu liczby zliczen promieniowania charakterystycznego dla wybranych pierwiastkow dla
probki dystrofii (punkty pomiarowe 1-3, kolejno od lewej do prawej). [34].
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Rysunek 5.9 Mapy rozktadu liczby zliczen wzbudzonego promieniowania charakterystycznego wybranych
pierwiastkow dla probki z grupy miopatii, wykonane metoda PIXE na obszarze okoto 350 x 350 um?.
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Rysunek 5.10 Mapy rozktadu liczby zliczen promieniowania charakterystycznego dla wybranych pierwiastkow dla
probki miopatii (punkty pomiarowe 1-2, kolejno od lewej do prawe;j).

5.2.5. Oprogramowanie i przetwarzanie danych

W celu analizy danych liczbowych dotyczacych intensywnosci sygnatow charakterystycznych dla
poszczegblnych pierwiastkow, reprezentowanych przez tzn. lini¢ Ka (Na, Mg, P, S, Cl, K, Fe, Zn, Br),
zastosowano oprogramowanie PyMca [96], ktére umozliwia identyfikacje i analizg¢ poszczegdlnych
sktadowych widma. Do generowania map rozkladu przestrzennego pierwiastkow opracowano autorskie
skrypty w jezyku Python, wykorzystujace biblioteki NumPy, SciPy oraz Pandas, umozliwiajace
wizualizacje lokalnych réznic w skladzie badanych probek. Analizy statystyczne przeprowadzono
z uzyciem oprogramowania Statistica 13 (StatSoft) oraz wlasnych skryptow Pythona opartych na tych
samych bibliotekach, co umozliwilo spdjne przetwarzanie i interpretacje danych ilosciowych oraz
obrazowych.

Szczegbdlng uwage poswiecono analizie danych punktowych, uznanych za najbardziej
reprezentatywne w kontekScie diagnostyki roznicowej tkanek prawidtowych oraz patologicznie
zmienionych. Podejscie to umozliwito identyfikacje istotnych roéznic w sktadzie pierwiastkowym, ktore

moga mie¢ istotne implikacje biologiczne i kliniczne.

5.2.6. Normalizacja danych pomiarowych

W analizach spektroskopowych kluczowym aspektem zapewniajacym poprawnos$¢ porownan
ilo§ciowych pomigdzy punktami pomiarowymi jest kontrola, badz kompensacja zmienno$ci warunkow
eksperymentalnych, przede wszystkim fluktuacji pradu wigzki. Zmienno$¢ natezenia wigzki protonowe;j
przektada si¢ bezposrednio na liczbg zliczen rejestrowanych przez detektor, co moze istotnie wptywac na

interpretacje¢ danych oraz wiarygodno$¢ wyprowadzonych zaleznosci statystycznych.
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System detekcyjny zastosowany w metodzie PIXE zostal zintegrowany z ukladem skanujacej

wigzki protonowej, poruszajacej si¢ z duzg predkoscig w plaszczyznach poziomej i pionowej wzgledem
z 2
zamocowanej probki. Srednia predkos¢ skanowania wynosita 1,73 % Takie rozwigzanie umozliwito

wielokrotne przejscia wiazki przez kazdy punkt badanego obszaru powierzchni probki (piksel) w trakcie
pojedynczej akwizycji, w polaczeniu ze $rednim czasem skanowania przypadajagcym na jednostke

powierzchni rzedu 8,2 ;7 oraz pradem wigzki okoto 500 pA, zapewniato rownomierne dostarczenie

fadunku do kazdego punktu pomiarowego. W rezultacie ewentualne krotkotrwale fluktuacje pradu wigzki
zostaly uznane za zniwelowane. Dodatkowo zastosowanie wyzej opisanego systemu pomiarowego
minimalizuje mozliwe termiczne uszkodzenia probki.

Majac powyzsze na uwadze oraz brak informacji dotyczacej tadunku pradu wigzki dostarczonego
na kazdy piksel oraz zréznicowany sumaryczny czas naswietlania poszczegdlnych pikseli, zostata
przeprowadzona normalizacja z wykorzystaniem sygnatu krzemu. Takie podejscie umozliwito wykonanie
porownania zalezno$ci miedzypierwiastkowych. Natomiast w przypadku map rozkladu liczby zliczen
promieniowania charakterystycznego wykorzystano dane bez uzycia wspomnianej normalizacji,
zakladajac, ze sygnal przestrzenny promieniowania charakterystycznego stanowi przyblizone
odwzorowanie rzeczywistego rozktadu pierwiastkow w probce.

Zatozono, ze sygnat pochodzacy od krzemu pochodzi wylacznie z podloza znajdujacego si¢ pod
probka, a jego thumienie przez tkanke jest pomijalne ze wzgledu na statg, cienka warstwe badanych tkanek.
Dla kazdego pierwiastka X warto$¢ znormalizowang obliczono wedtug wzoru:

_ Xlz
Xnorm - E , (7)
z

gdzie: X;, to liczba zliczen danego pierwiastka w danym pikselu, natomiast Si;, to liczba zliczen krzemu
w tym samym pikselu. Taka procedura pozwala na kompensacje wplywu lokalnych zmian wtasciwosci

probki i detekcji, umozliwiajac miarodajne poroéwnania ilosciowe pomiedzy punktami pomiarowymi.

5.3. Technika SIMS

5.3.1. Preparatyka probek

Przygotowanie probek do analizy metoda SIMS zostato przeprowadzone analogicznie z procedura
stosowang w przypadku techniki PIXE (rozdzial 5.2.1) z ta rdznica, ze probki zostaly pocicte w tym
przypadku na grubo$¢ 5 um. Grubo$¢ ta zostata ustalona na podstawie wytycznych opracowanych przez

Instytut Ruder Boskovi¢, bedacy specjalista w tej metodzie i posiadajacy wieloletnie do$wiadczenie
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w prowadzeniu badan z jej wykorzystaniem. Wspomniana warto$¢ grubosci tkanki umozliwita prowadzenie
obrazowania z wysokg rozdzielczoscig przestrzenng, si¢gajaca okoto 400 nm w plaszczyznie boczne;j.

W celu zapewnienia efektywnej ekstrakcji jonoéw wtornych, zastosowano dodatkowo pokrycie
membran z azotku krzemu cienka, przewodzaca warstwa ztota o grubosci 12 nm. Cienka warstwa zostata
naniesiona w procesie fizycznej depozycji par (ang. Physical Vapour Deposition, PVD) ztota w warunkach

wysokiej prozni, poprzez lokalne, gwaltowne odparowanie materiatu - Au.

5.3.2. Wstepne przygotowanie i selekcja obszarow pomiarowych

Wstepna procedura przygotowania oraz selekcji obszaréw do analizy SIMS byla analogiczna do tej
zastosowanej w pomiarach PIXE. Podczas pomiarow skupiono si¢ na wybranych rejonach zawierajacych
pojedyncze wtokna miesniowe, co mialo na celu zminimalizowanie wptywu struktur otaczajacych
1 umozliwienie pozyskania reprezentatywnych widm dla konkretnych typow tkanek. Tutaj réwniez

zastosowanie znalazta metoda mikroskopii STIM, ktora pozwolita na wybor badanych obszarow probki.

5.3.3. Pomiar SIMS i parametry eksperymentu

W pierwszym etapie wykonano mapy rozktadu jonéw wtornych dla obszarow o wymiarach ok.
780 x 780 um?, w obrebie ktorych zidentyfikowano homogeniczne widkna migsniowe. Na podstawie
uzyskanych obrazéw wytypowano interesujace regiony do dalszej analizy. Nastepnie kazda z map
podzielono cyfrowo na mniejsze obszary odpowiadajgce fragmentom pojedynczych widkien. Z kazdego
takiego fragmentu wygenerowano zsumowane widmo (suma widm pikseli), wykorzystywane w dalszej
analizie statystyczne;j.

Dla wszystkich trzech typow analizowanych probek (C, M 1 D) zastosowano identyczne wymiary
obszaru skanowania, wynoszace 78 x 78 um?. W celu zapewnienia reprezentatywnosci danych, dla kazdej
probki przeprowadzono 8 pomiarow punktowych zlokalizowanych w obrebie indywidualnie wybranych
wiokien migsniowych, zgodnie z uprzednio wykonanym obrazowaniem STIM. W pomiarach zastosowano
wigzke jonow tlenu O*, co wynikalo z trybu pracy aparatury w tzw. trybie transmisyjnym, stosowanym
m.in. podczas obrazowania STIM. Tlen zostal wybrany ze wzgledu na jego stosunkowo niewielka mase
atomowa w poréwnaniu do krzemu, co ogranicza straty energii podczas przechodzenia przez probke. Dzigki
temu mozliwe byto uzyskanie dobrze zarysowanych obrazoéw transmisyjnych, umozliwiajacych lokalizacje
struktur wewnetrznych, takich jak wiokna migsniowe.

Kalibracja aparatury zostala przeprowadzona zgodnie z procedurami przyjetymi w instytucie RBI
z uzyciem standardowych materialow referencyjnych. W tym celu zastosowano siatke¢ miedziang Cu oraz
Leucyne. Kalibracje wykonano w trybie obrazowania dla obszaru o wymiarach okoto 140 x 140 pm?,

co zapewnito doktadno$¢ zarowno pozycjonowania probki, jak i identyfikacji mas wykrywanych jonow
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wtornych. W trakcie pomiardow dazono do uzyskania pordéwnywalnej liczby zliczen w widmach dla kazdego

ROI, aby zapewni¢ jednorodne warunki statystyczne i umozliwi¢ porownywalno$¢ danych po normalizacji.

5.4. Technika MALDI

5.4.1. Przygotowanie probek

Podobnie jak w przypadku przygotowania probek do wczedniejszych analiz metodami PIXE oraz
SIMS, rowniez na potrzeby analizy MALDI-TOF wykorzystano bioptaty miesni pobrane srodoperacyjnie
od pacjentow. Jak uprzednio wspomniano, bezposrednio po pobraniu fragmenty mig$nia poddawano
szokowemu zamrozeniu, a nastepnie przechowywano w temperaturze -80 °C az do momentu przygotowania
do dalszych etapow analizy. Zastosowanie szybkiego zamrazania bez chemicznego utrwalania miato na celu
jak najwierniejsze zachowanie struktury tkanki oraz endogennego profilu lipidowego. Dzigki temu probki
moga by¢ przechowywane w tej wlasnie temperaturze nawet przez okres przekraczajacy rok bez istotnej
utraty integralno$ci molekularnej [97].

Przygotowanie skrawkow do analizy rozpoczeto od adaptacji probek do ciecia w kriomikrotomie.
Na okoto godzing przed cigciem tkanki przenoszono do komory kriomikrotomowej (Cryotome FSE,
Thermo Fisher Scientific, Cheshire, Wielka Brytania), gdzie zarowno temperatur¢ komory, jak i probki
stabilizowano na poziomie -15 °C. Chociaz ciensze skrawki, na przyktad o grubosci 10 um, moglyby
potencjalnie poprawi¢ rozdzielczo$¢ przestrzenng dystrybucji lipidow [98], proby ich wykonania
skutkowaty utrata cigglosci oraz dezintegracjg materiatu. W zwiazku z tym dalsze analizy przeprowadzono
na skrawkach o grubo$ci 12 um, co stanowito kompromis pomiedzy ilo§cia materiatu biologicznego
niezbedng do uzyskania wysokiej intensywnosci sygnatu masowego, a stabilnoscia i adhezjg preparatu do
podtoza. Warto wspomnie¢, ze zastosowanie grubszych skrawkow mogloby utrudniaé réwnomierne
osadzanie matrycy i zaburza¢ proces jonizacji. Ponadto wylacznie cienkie i zachowujace integralno$¢
strukturalng skrawki zapewniaja pelny kontakt elektryczny z przewodzacg powierzchnig szkietka ITO (ang.
indium tin oxide) (Bruker Daltonics, Brema, Niemcy), co stanowi warunek niezbgdny do uzyskania
wysokiej jako$ci widm masowych w analizie MALDI. Skrawki nanoszono na szkietka pokryte tlenkiem
indu i cyny (ITO), ktore dzigki odpowiedniej przewodnosci elektrycznej umozliwiajg efektywny proces
desorpcji i jonizacji [99]. Kazdy skrawek musiat idealnie przylega¢ do powierzchni podtoza, gdyz wszelkie
niedoci$nigcia lub obecno$¢ pecherzy powietrza skutkowataby przerwaniem ciaglosci kontaktu
elektrycznego i w konsekwencji brakiem sygnatu z danego obszaru podczas pomiaru. Dodatkowo,
zastosowana metoda montowania skrawkow bez uzycia zywic ani innych $rodkéw chemicznych
minimalizuje ryzyko kontaminacji probki oraz potencjalnych interferencji w widmach masowych. Takie
podejscie pozwala na uniknigcie dominujgcych sygnaldw tla oraz maskowania sygnatow wilasciwych dla

analizowanych czasteczek, co znaczaco podnosi wiarygodnos¢ oraz jako$¢ uzyskiwanych danych.
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Po osadzeniu tkanek na szkietkach probki suszono przez okoto 45 minut w kontrolowanych
warunkach, ostonigte przed $wiatlem, w zamknigtym eksykatorze. Proces ten umozliwial odparowanie
pozostatosci wilgoci bez ryzyka denaturacji czasteczek biologicznych, jednocze$nie zapobiegajac
kondensacji pary wodnej oraz powstawaniu artefaktow wynikajacych z nadmiernego wysychania tkanek.
Po zakonczeniu suszenia i stabilizacji, probki przechowywano w zamknigtych pojemnikach
w laboratoryjnej zamrazarce w temperaturze -80 °C (NU9483, NuAire Inc., Plymouth, MN, USA). Przed
analizg probki byly ogrzewane do temperatury otoczenia w eksykatorze préozniowym, co miato na celu
zapobiezenie kondensacji wilgoci na ich powierzchni, a nastgpnie ponownie suszone przez kolejne
45 minut.

Opracowany protokol zostal zoptymalizowany z uwzglednieniem specyfiki analizy lipidow
w tkankach migsniowych oraz doswiadczen zdobytych przez zespot badawczy w trakcie wezesniejszych
badan. Wysokie wymagania dotyczace czystosci wykorzystywanego sprzetu, takiego jak kriomikrotom,
oraz przewodzacych szkietek ITO, mialy na celu maksymalizacj¢ intensywnosci sygnatu analitycznego oraz

minimalizacj¢ zaktocen pochodzacych z procesu preparatyki.

5.4.2. Specyfikacja pomiarow spektrometrii mas MALDI-TOF

Do analiz spektrometrycznych zastosowano aparat UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF (Bruker
Daltonics, Brema, Niemcy) wyposazony w laser typu Smartbeam II pracujacy z czgstotliwoscig 2 kHz.
Wszystkie parametry pomiarowe zostaty uprzednio zoptymalizowane w ramach wieloetapowego procesu
wstepnej kalibracji warunkoéw eksperymentalnych. Jonizacja odbywata si¢ przy napigciu przyspieszajacym
25kV, z impulsowym wyodrgbnianiem jonow (ang. pulsed ion extraction) ustawionym na 120 ns oraz
thumieniem jonow (ang. ion suppression) o masie do 100 Da.

Proces dobor matryc zostal szczegblowo 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.
Kalibracj¢ zewnetrzng przeprowadzono przy uzyciu Peptide Calibration Standard II (Bruker Daltonics,
Brema, Niemcy) oraz znanych jonéw macierzy, takich jak sygnat 273 m/z odpowiadajacy jonowi [2DHB-
2H.O+H]* pochodzagcemu z matrycy DHB [100]. Szeroko$¢ rastra ustawiono na 200 pm dla wszystkich
analizowanych probek. Z kazdego punktu ablacji zbierano lacznie 400 impulsow lasera, z czego 20
impulséw przypadato na jedng pozycje analizowanego rastra. Srednica ogniska lasera zostala dostosowana
w taki sposob, aby zapewni¢ optymalne warunki przestrzenne dla uzyskania map rozktadu jonow.

Do zbierania widm wykorzystano oprogramowanie FlexControl w wersji 3.4 (Bruker Daltonics),
natomiast przetwarzanie danych i generowanie obrazéw molekularnych przeprowadzono przy uzyciu
programu FlexImaging w wersji 4.0. Analiza widm odbywata si¢ na podstawie oprogramowania mMass.

Usykane na tej drodze widma fragmentacyjne zostaly przedstawione w rozdziale 6.3.3.
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Do wsparcia identyfikacji lipidow wykorzystano technike fragmentacji oparta na technologii LIFT.
Jest to opatentowane rozwigzanie firmy Bruker Daltonics, stosowane w spektrometrach typu MALDI-
TOF/TOF, ktére umozliwia przeprowadzenie analizy MS/MS (fragmentacji jonéw) bez konieczno$ci ich
wcezesniejszego wychwycenia do putapki jonowej, co wyrdznia te¢ metode sposrdd innych technik
tandemowej spektrometrii mas. Selekcja jonow rodzicielskich byta przeprowadzona manualnie dla kazdego

widma MS/MS, co zapewnialo precyzyjng interpretacje uzyskanych danych fragmentacyjnych.

5.4.3. Strategia doboru matryc do analizy lipidowej

Optymalizacja kluczowych parametrow, takich jak liczba warstw matrycy czy wysokos$¢ dyszy nad
probka, znaczaco wplywa na jako$¢ oraz powtarzalno$¢ uzyskiwanych widm masowych. Ponadto
umozliwia pozyskanie wysokiej jako$ci danych z probek biologicznych, jednocze$nie minimalizujac ryzyko
utraty informacji dotyczacych przestrzennego rozmieszczenia analizowanych zwigzkéw. Wybdr
odpowiedniej matrycy okazuje si¢ kluczowy dla efektywnej wizualizacji docelowych czasteczek, gdyz
rézne matryce moga prowadzi¢ do istotnych roznic w generowanych mapach jonow. Jak wykazano
w publikacji [87], obraz jonéw uzyskany dla tej samej probki moze znaczgco rdznié si¢ w zaleznosci od
zastosowanej matrycy. W zwigzku z tym, przy porownywaniu wynikow oraz interpretacji biologicznej
danych obrazowych pozyskanych metodg MALDI-MS, konieczne jest zachowanie szczegdlnej ostroznosci.

Do testow porownawczych zastosowanych matryc wybrano trzy reprezentatywne probki tkanek
migéniowych, zréznicowane pod wzgledem obrazu morfologicznego i klinicznego: probke z dominujaca
zawarto$cig tkanki tluszczowej (oznaczong dalej w pracy jako tluszcz), probke wykazujaca cechy
aktywnego zapalenia mig$nia (zapalenie) oraz probke nieobjeta procesem chorobowym (kontrola).

Kwalifikacja probek zostata przeprowadzona na podstawie formalnych raportéw rozpoznan
neuropatologicznych, postawionych w ramach standardowej, specjalistycznej  diagnostyki
miopatologicznej. Tak dobrany zestaw materialu umozliwil ocene wplywu stanu tkanki na jako$¢ oraz
efektywno$¢ uzyskiwanych widm w analizach MALDI. Prébki te postuzyly do wstgpnej optymalizacji
warunkow napylania oraz doboru odpowiedniej matrycy. Na ich podstawie oceniono takze jako$¢ widm
oraz liczbg¢ mozliwych do zidentyfikowania sygnatow lipidowych. Docelowa analiza zostata nastepnie
przeprowadzona na rozszerzonym zbiorze probek, reprezentujacym spektrum stanéw klinicznych.

W celu optymalizacji procedury nanoszenia matrycy do analizy lipidow metodg obrazowania
spektrometrii mas z jonizacjg laserowg wspomagang matryca, zastosowano podejscie zaproponowane przez
zespot A. Bodzon-Kutakowskiej oraz P. Mielczarka, z ktorym prowadzono wspotprace podczas realizacji
niniejszych pomiarow. Punktem odniesienia byta publikacja ,,Matrix-assisted laser desorption/ionization
mass spectrometry imaging sample preparation using wet-interface matrix deposition for lipid analysis”
[87], w ktdrej przeanalizowano skutecznos$¢ roznych matryc w dwoch trybach jonizacji. Ze wzgledu na ich

wysoki potencjal analityczny w badaniach lipidomicznych, zastosowano identyczne warunki
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przygotowania probek takze 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.

Dobor zastosowanych matryc opierat si¢ na ich udokumentowanej skutecznosci w analizie lipidow.
Matryca DHB jest powszechnie uznawana za standard w trybie jonizacji dodatniej, natomiast DAN, ze
wzgledu na swoja uniwersalno$¢ oraz wysoka czuto§¢ wobec matoczasteczkowych metabolitéw i lipidow,
jest rekomendowany do stosowania w trybie jonizacji ujemnej. W literaturze opisano stosowanie réznych
stezen matrycy DHB, najcze$ciej mieszczacych si¢ w zakresie od 7 mg/ml [101] do 50 mg/ml [102]. Jako
rozpuszczalniki stosuje si¢ gtéwnie metanol [103] oraz acetonitryl [104, 105], chociaz spotyka s3 rowniez
etanol [106] oraz mieszaniny chloroformu z metanolem [107]. Taka r6znorodno$¢ umozliwia optymalizacje
procesu nanoszenia matrycy oraz poprawe jakosci uzyskiwanych widm masowych. Ponadto matryca DHB
charakteryzuje si¢ wysoka intensywnoscig sygnatu oraz bardzo korzystnym stosunkiem sygnatu do szumu,
co czyni ja szczegoblnie rekomendowang do analizy lipidow w trybie jonizacji dodatniej, rowniez w badanich
prowadzonych przez P. Mielczarka i wspotpracownikow [88, 105].

Macierz DAN zdobywa coraz wigksza popularno$¢ w analizie metodg MALDI w trybie jonizacji
ujemnej. W literaturze opisano stosowanie roztworow DAN w stezeniu 25 mg/ml, przygotowanych
W mieszaninie acetonitrylu z woda w stosunku 1 : 1 (v/v) [108], jak rdwniez forme¢ chlorowodorku DAN
[109]. Matryca ta charakteryzuje si¢ wysoka czutoscig oraz reprezentatywnos$cig sygnatow zaréwno dla
matych metabolitéw, jak i lipidow, szczegdlnie w zakresie mas ponizej 400 Da. W poréwnaniu z innymi
powszechnie stosowanymi matrycami, takimi jak 9-aminoakrydynon (9-AA) czy DHB, DAN zapewnia
wyzsza efektywnos$¢ jonizacji oraz szerszy zakres detekcji, co czyni ja atrakcyjnym i uniwersalnym
wyborem do obrazowania oraz profilowania zwigzkow w trybie jonizacji ujemne;j [108].

Zastosowane w badaniach odczynniki charakteryzowaly si¢ najwyzsza dostgpna czystoscia
analityczna. Acetonitryl i metanol o czysto$ci gradientowej HPLC pozyskano od firmy JT Baker
(Amsterdam, Holandia). Etanol pochodzit od firmy Avantor (Gliwice, Polska), natomiast chloroform oraz
ultraczysta wode klasy LC-MS zakupiono od Sigma-Aldrich/Merck (Darmstadt, Niemcy). Matryce
wykorzystane w analizach MALDI, w tym DHB oraz TFA, réwniez pochodzity od Sigma-Aldrich/Merck.

Aplikacja matryc na powierzchni¢ probek odbywata si¢ przy uzyciu automatycznego systemu
dozujacego SunCollect (SunChrom GmbH, Friedrichsdorf, Niemcy). Proces napylania prowadzono
warstwowo, z wykorzystaniem zmiennego nat¢zenia przeplywu roztworu matrycy, zgodnie z zaleceniami
producenta. Parametry aplikacji obejmowaly przeptyw 10 uL/min dla pierwszej warstwy, 20 uL/min dla
drugiej, 30 uL/min dla trzeciej, 40 pL/min dla czwartej oraz 60 uL/min dla kolejnych warstw. Matryca byta
nanoszona dysza poruszajaca si¢ z predkoscia 600 mm/min, przy liniowym odstepie §ciezek napylania

wynoszacym 2 mm.
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W zalezno$ci od zastosowanego trybu jonizacji, dobierano odpowiednig liczb¢ warstw matrycy oraz
wysokos$¢ napylania. W przypadku matrycy DHB, zaobserwowano wzrost intensywnosci sygnatu wraz ze
zwickszaniem odleglosci koncowki dyszy od powierzchni probki. Matryca ta jest powszechnie
rekomendowana w analizie lipidow, szczegdlnie w kontekscie obrazowania tkanek biologicznych. Na
podstawie analiz przeprowadzonych przez zesp6t badawczy wspdipracujacy przy realizacji pomiarow
MALDI na potrzeby niniejszej rozprawy, ustalono optymalne parametry aplikacji DHB: 12 warstw matrycy
nanoszono z odlegtosci z = 5, co odpowiada okoto 10 mm.

W przypadku trybu jonizacji ujemnej, zastosowano matryce¢ DAN, ktorej nanoszenie
przeprowadzono w 16 warstwach, przy maksymalnej mozliwej odlegtosci dyszy od probki (z = 1),
odpowiadajacej okoto 50 mm. Zastosowane parametry napylania matrycy zostaly dobrane w sposob
umozliwiajacy maksymalizacje jako$ci jonizacji zwigzkow lipidowych, przy jednoczesnym uwzglednieniu
wczesniejszych doswiadczen zespotu badawczego w zakresie analizy tkanek biologicznych metoda
obrazowania spektrometrii masowej MALDI. Kryteriami optymalizacji byly przede wszystkim:
intensywnos$¢ sygnatu oraz stosunek sygnatu do szumu (signal-to-noise ratio, S/N), zgodnie z metodyka
opisang m.in. w pracy [108].

Przyktadowy schemat prezentujacy sposob rozmieszczenia matrycy na trzech typach
analizowanych skrawkow zostal przedstawiony na rysunku 5.11. Na rysunku 5.12 A zaprezentowano skan
szkietka ITO z naniesionymi trzema typami probek biologicznych: tkankg z cechami zapalenia, tkanka
thuszczowa oraz tkanka o morfologii mieszczacej si¢ w granicach normy. Po lewej stronie ukazano probki
z napylong matrycg DHB, po prawej z matrycg DAN. W obu przypadkach uklad probek byt identyczny -
od lewej do prawej: zapalenie, ttuszcz, norma.

W celu poréwnania uzyskanych widm masowych, dla kazdej probki wykonano 7 serii po 20
strzatéw laserowych. Przyktadowe obszary skanowania przedstawiono na rysunku 5.12 B w powigkszeniu
50%, natomiast rysunek 5.12 C ilustruje powigkszenie jednego z analizowanych skrawkow tkanki
thuszczowej w skali 800%. Widoczne ré6zowe punkty odpowiadaja poszczegdlnym pozycjom ogniskowania
wiazki lasera, natomiast zielony obszar wyznacza rzeczywisty fragment probki poddany analizie masowej

w konteks$cie doboru matrycy.

1 2 3 1 2 3
ONONO) @00
ONONO) @00
DHB (+) DAN (+)

Rysunek 5.11 Schemat przedstawiajacy rozmieszczenie przekrojow tkanek migsniowych na szkietku ITO,
zastosowanego podczas oceny doboru matryc do dalszych etapow analizy MALDI.
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Rysunek 5.12 A - Skan szkietka ITO z trzema typami probek: zapalenie, thuszcz, norma. Po lewej - matryca DHB, po
prawej DAN. B - powickszenie analizowanego obszaru z matryca DHB (50%). C - powigkszenie skrawka ttuszczu
(800%); rozowe punkty - pozycje lasera, zielony obszar - strefa analizy.

Wszystkie uzyskane widma zostaly poddane analizie porownawczej pod katem roznic w profilach
lipidowych z wykorzystaniem oprogramowania mMass [110]. Zaobserwowano zroéznicowanie zar6wno
w warto$ciach m/z, jak i w intensywnosciach sygnatow jonowych, co przedstawiono na rysunku 5.13.
Dodatkowo oceniono powtarzalno$¢ sygnalow w kolejnych skanach, wykazujac wysoka zgodnosé
i charakter rekursywny uzyskiwanych wynikéw. Na podstawie przeprowadzonych poréwnan stwierdzono,
ze w analizie prowadzonej w trybie jonizacji dodatniej, matryca oparta na 2,5-dihydroksybenzoesanie
wykazuje wyzsza efektywnos$¢ niz matryca zawierajaca 1,5-diaminonaftalen. Potwierdzeniem tego jest
wigksza liczba oraz intensywno$¢ zarejestrowanych sygnatéw jonowych. Opisane roznice zilustrowano na

rysunku 5.14.
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Rysunek 5.13 Widma MALDI uzyskane z dwoch matryc (DHB i DAN) dla trzech typow probek biologicznych
(tkanka z cechami zapalenia, tkanka tluszczowa oraz tkanka o morfologii mieszczacej si¢ w granicach normy).
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Rysunek 5.14 Zbiorcze widma MALDI uzyskane dla matryc DHB i DAN, prezentujace porodwnanie liczby
zarejestrowanych pikow m/z. Wyzsza intensywnos¢ sygnatéw w przypadku zastosowaniu matrycy DHB $wiadczy
o efektywnos$ci w analizie molekularnej tkanek.

Aby oceni¢ wplyw tolerancji masowej na liczbg potencjalnych przypisan lipidow w uzyskanym
spektrum masowym, przeprowadzono analiz¢ danych dla trzech reprezentatywnych typow tkanek:
zapalenie, thuszcz oraz granice normy. Analiza zostala wykonana dla réznych warto$ci tolerancji masowe;j,

a wyniki zestawiono w tabeli 5.1.

Tabela 5.1 Liczba przypisanych sygnatow masowych (anotacji) w zaleznosci od tolerancji masowej dla danych typow
probek.

Tolerancja (Da) Zapalenie Thuszcz Granice normy
0,10 196 231 285
0,07 135 153 190
0,05 91 106 135

Z analizy wynika, Zze wyzsza tolerancja masowa (0,10 Da) umozliwia przypisanie znacznie wigkszej
liczby sygnatéw, jednak wigze si¢ to z obnizeniem specyficznosci oraz zwigkszonym ryzykiem biednej
identyfikacji zwigzkow chemicznych. Natomiast nizsza tolerancja (0,05 Da) znaczgco ogranicza liczbe
anotacji, co z kolei podnosi wiarygodnos¢ uzyskanych identyfikacji na podstawie mierzonych warto$ci m/z.
Dodatkowo, niezaleznie od przyjetej tolerancji, probki o morfologii mieszczacej si¢ w granicach normy
charakteryzowaly si¢ najwigkszg liczbg sygnalow przypisanych do znanych lipidow, co moze
odzwierciedla¢ ich lepszg integralno$¢ strukturalng oraz bardziej kompleksowy profil lipidowy
w porownaniu do pozostatych badanych probek.

Na rysunku 5.15 przedstawiono mapy rozktadu intensywnos$ci dla wybranych wartosci m/z,

uzyskane podczas optymalizacji doboru matryc oraz oceny ich skutecznosci. Wszystkie obrazy wykonano
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na skrawkach tkanek migsniowych analizowanych w trybie dodatnim, przy uzyciu matrycy DHB. Obrazy
ilustrujg przestrzenne rozmieszczenie poszczegdlnych jonow lipidowych, potwierdzajac skutecznosé

zastosowanej matrycy w detekcji i wizualizacji potencjalnych markeréw chorobowych. Kazda mapa zostata

oznaczona literg (A - K) 1 odpowiada konkretnej warto$ci m/z z doktadnoscig + 0,5 Da.

79



Rysunek 5.15 Zestawienie map intensywnosci sygnatu dla wybranych jonéw lipidowych (m/z), obrazujacych ich
rozmieszczenie w tkankach mig$niowych analizowanych metoda MALDI-MS w trybie jonizacji dodatniej
z zastosowaniem matrycy DHB. Kazda mapa oznaczona literg (A - K) odpowiada wartosci m/z z doktadnoscia
+ 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 rozktadu intensywnos$ci sygnatu dla wybranych
jonow lipidowych na skrawkach tkanek migsniowych analizowanych w trybie ujemnym z zastosowaniem
matrycy DAN. Obrazy obrazuja przestrzenne rozmieszczenie wybranych zwigzkow i1 potwierdzaja
skuteczno$¢ zastosowanej matrycy w detekcji oraz wizualizacji potencjalnych markeréw chorobowych.

Kazda mapa zostata oznaczona litera (A - I) i odpowiada konkretnej warto$ci m/z z doktadnoscia + 0,2 Da.
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Rysunek 5.16 Zestawienie map intensywnosci sygnatu dla wybranych jonoéw lipidowych (m/z), obrazujacych ich
rozmieszczenie w tkankach mig$niowych analizowanych metoda MALDI-MS w trybie jonizacji ujemnej
z zastosowaniem matrycy DAN. Kazda mapa oznaczona litera (A - K) odpowiada warto$ci m/z z doktadnoscia + 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 -333,59m/z, H - 323,10 m/z, I - 307,29 m/z.

5.4.4. Fragmentacja jonow metoda LIFT w analizie MS/MS

Technologia LIFT opracowana przez firm¢ Bruker stanowi zaawansowang metod¢ analizy
tandemowej w spektrometrii mas typu MALDI-TOF/TOF, umozliwiajaca uzyskiwanie widm
fragmentacyjnych (MS/MS) bez koniecznosci zastosowania klasycznych komor zderzeniowych czy
putapek jonowych. Jest to podejscie wyjatkowo korzystne w kontekScie analizy zlozonych probek
biologicznych, gdzie kluczowe znaczenie ma zachowanie integralno$ci czasteczek oraz wysoka czutosé
i doktadnos¢ analityczna. Zasada dziatania technologii LIFT opiera si¢ na wykorzystaniu dedykowanego
modulu przyspieszajacego (tzw. komory LIFT), w ktorym dochodzi do selektywnego zwickszenia energii
kinetycznej wczesniej wyizolowanych jonow prekursorowych. W pierwszym etapie analizy MS
generowane jest pelne widmo jonow, z ktdrego wybierany jest jon o okreslonym stosunku masy do tadunku
(m/z), okreslany jako jon rodzicielski (prekursor). Nastepnie jon ten trafia do komory LIFT, gdzie nastepuje
podniesienie potencjalu (ang. potential lift) - kluczowy etap technologii LIFT. Jony kontynuuja ruch
z zachowaniem tej samej predkosci, przechodzac do komory ogniskujacej (ang. focusing cell), w ktorej
potencjat na kolejnej elektrodzie jest obnizany o kilka kV, powodujac ich przyspieszenie. W ostatnim etapie
jony zostaja dodatkowo przyspieszone w procesie postakceleracji (ang. post-acceleration cell), co
umozliwia ich czasowe skupienie w detektorze [111].

Zastosowanie tej technologii jest szczegdlnie korzystne w kontekscie detekcji jonow
o niskiej masie i niewysokiej intensywnosci, ktore w standardowym trybie czgsto pozostaja niewidoczne
z powodu niskiej efektywnosci fragmentacji lub ograniczonej czulosci detektora. Technologia LIFT
zapewnia wysokg rozdzielczos$¢ oraz skuteczno$é identyfikacji nawet stabo reprezentowanych produktow
fragmentacji. Dodatkowo pozwala na skrocenie czasu analizy, oraz redukcje interferencji tla, co czyni ja
narzgdziem wyjatkowo uzytecznym w analizie probek biologicznych. Ze wzgledu na swoja precyzje,
szybko$¢ oraz mozliwos¢ integracji z molekularnym obrazowaniem MSI, technologia ta znajduje szerokie
zastosowanie w nowoczesnych badaniach lipidomicznych, proteomicznych oraz metabolomicznych [111—

113].
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6. Wyniki oraz dyskusja

6.1. Technika PIXE

6.1.1. Obserwacje rozkladow pierwiastkowych

Zaprezentowane w tym rozdziale wyniki zostaly przedstawione podczas miedzynarodowej
konferencji NUTECH we wrze$niu 2020 oraz opisane w publikacji zatytutowanej “Sub-cellular elemental
imaging of human muscle tissues affected by neuromuscular diseases” [34].

W przypadku analiz wykonanych metoda PIXE, material badawczy obejmowat cztery skrawki
tkanek mig$niowych, wyselekcjonowanych zgodnie z klasyfikacja przedstawiong w rozdziale 5.1. Dwie
probki pochodzity z grupy kontrolnej C, natomiast po jednej z grupy miopatii M i dystrofii D. Przypisanie
probek do poszczegdlnych grup oparto na rozpoznaniach kliniczno-patologicznych. Z kazdego skrawka
wykonano wielopunktowe pomiary, umozliwiajace oceng rozkladu pierwiastkow w obrebie probki oraz
porownania migdzygrupowe. Szczegotowe informacje dotyczace liczby punktéw pomiarowych oraz metod
analizy danych przedstawiono w kolejnych sekcjach analitycznych.

Analiza wynikoéw pomiarow wykonanych metodg PIXE, przedstawionych w rozdziale 5.2.4
w  postaci szczegélowych map  przestrzennego rozkladu intensywnoSci  promieniowania
charakterystycznego, ujawnita znaczgce roznice w rozmieszczeniu pierwiastkow pomiedzy réznymi
stanami strukturalnymi tkanki mi¢sniowej. W obrgbie wszystkich badanych probek stwierdzono obecnosé
podstawowych sktadnikow mineralnych takich jak sod, magnez, fosfor, siarka, chlor oraz potas. Pierwiastki
te charakteryzowaly si¢ wyraznie podwyzszonym stezeniem wzgledem pozostatych analizowanych
pierwiastkow, co jest zgodne z ich znang rola w utrzymaniu homeostazy i funkcjonowaniu komorek
migsniowych. Dodatkowo, w wybranych obszarach tkanki przedstawionych na rysunku 5.7 zaobserwowano
punktowe akumulacje pierwiastkow §ladowych, w tym zelaza oraz cynku. Rozmieszczenie tych
pierwiastkow wykazywato charakter ogniskowy, co moze wskazywaé na ich specyficzne zaangazowanie
w lokalne procesy metaboliczne, stres oksydacyjny lub zmiany patologiczne zachodzace w tkance
migsniowej. Taka heterogeniczno$¢ przestrzenna pierwiastkowego sktadu moze stanowi¢ cenny wskaznik
diagnostyczny, pozwalajacy na lepsze zrozumienie mechanizméw molekularnych towarzyszacych roznym

stanom chorobowym.

6.1.2. Test Kruskala-Wallisa oraz Shapiro-Wilka

Poniewaz rozktad danych nie spehiat zalozen normalnosci, co potwierdzit test Shapiro-Wilka
(przeprowadzony osobno dla kazdej zmiennej w podziale na grupy), zastosowanie klasycznych testow

parametrycznych (takich jak jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA) nie bylo uzasadnione.
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W zwiazku z tym przeprowadzono nieparametryczny test Kruskala-Wallisa, bedacy odpowiednikiem
ANOVY dla danych nieprezentujacych rozktadu normalnego. Test ten ocenia, czy istniejg statystycznie
istotne réznice miedzy medianami co najmniej trzech niezaleznych grup, bazujac na rangach obserwacji,
a nie na ich bezwzglednych warto$ciach.

W celu oceny normalnosci rozkladu danych dla kazdej zmiennej w obrebie analizowanych grup,
zastosowano test Shapiro-Wilka. Test ten ocenia zgodnos¢ rozktadu danych z rozktadem normalnym, a jego
statystyka, oznaczona jako W, przyjmuje wartosci z zakresu od 0 do 1. Im blizsza wartosci 1, tym wigksze
podobienstwo do rozktadu normalnego. Wartosci W znacznie odbiegajace od 1 (w szczegolnosci < 0,9),
w potaczeniu z niskim poziomem istotnosci (p < 0,05), wskazuja na odrzucenie hipotezy o normalnosci.
Wyniki testu, przedstawione w tabeli 6.1, jednoznacznie wykazaly, ze zdecydowana wigkszo$¢
analizowanych zmiennych w poszczegélnych grupach wykazuje istotne odchylenia od normalnosci.
Przyktadowo, dla sodu w grupie kontrolnej odnotowano W = 0,889 oraz p < 0,05, natomiast dla magnezu
w tej samej grupie W = 0,734, p < 0,05. Szczegolnie silne odchylenia zauwazono dla pierwiastkow takich
jak cynk i brom, gdzie dla cynku w grupie miopatii W wyniosto 0,176, przy p < 0,05, natomiast dla bromu
w grupie kontrolnej W = 0,167, p < 0,05. Dodatkowo, zelazo (W = 0,620, p < 0,05) oraz fosfor (W = 0,397,
p < 0,05) réwniez wykazaly wyrazny brak rozktadu normalnego. WZ tego tez powodu w dalszej analizie
zastosowano metody nieparametryczne, ktére nie wymagaja zalozenia normalno$ci danych.

W zwigzku z powyzszym, zastosowanie nieparametrycznego testu Kruskala-Wallisa bylo
uzasadnione. Statystyka testowa Kruskala-Wallisa, oznaczana jako H, mierzy stopien rozproszenia rang
wokot median w poszczegolnych grupach. Wysokie wartosci H sugeruja istotne réznice w rozktadach
badanych grup, co moze prowadzi¢ do odrzucenia hipotezy zerowej o ich jednorodnosci. Wyniki testu
przedstawiono w tabeli 6.2. Przedstawia ona wyniki nieparametrycznego testu Kruskala-Wallisa
przeprowadzonego dla kazdego pierwiastka osobno, celem oceny réznic w zawartosci chemicznej migdzy
trzema analizowanymi grupami C, D i M. Statystyka testowa H odzwierciedla laczng rangg réznic migdzy
grupami, im wyzsza wartos¢ H, tym silniejsze réznice migdzy medianami badanych grup. WartosSci
p wskazuja poziom istotnosci statystycznej tych réznic. W analizie stwierdzono istotne réznice pomiedzy
grupami dla wszystkich analizowanych pierwiastkow. Najwicksze wartosci 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 warto$¢ H byta relatywnie niska (H = 15,053),
uzyskano statystycznie istotny wynik, §wiadczacy o znaczacych roznicach migdzygrupowych rowniez dla

tego pierwiastka.
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Tabela 6.1 Wyniki testu Shapiro-Wilka oceniajacego normalnos¢ rozktadu danych dla poszczegolnych pierwiastkow

w obrebie 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

85



Tabela 6.2. Wyniki testu Kruskala-Wallisa przeprowadzonego dla poszczegolnych pierwiastkow, majacego na celu
oceng istotnosci roznic migdzy 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 dostarczaja dowoddéw pozwalajacych na stwierdzenie , ze rozktady
zawarto$ci pierwiastkow roznig si¢ istotnie pomig¢dzy analizowanymi grupami. Otrzymane rezultaty
uzasadniajg przeprowadzenie dalszych analiz post hoc (np. statystyki U Manna-Whitney’a dla par grup)
oraz zastosowanie metod eksploracyjnych takich jak analiza gtownych sktadowych (ang. Principal
Component Analysis, PCA) czy liniowa analiza dyskryminacyjna (ang. Linear Discriminant Analysis,
LDA), w celu identyfikacji pierwiastkoOw o najwyzszej warto$ci dyskryminacyjnej i interpretacji zalezno$ci

wielowymiarowych pomiedzy probkami.

6.1.3. Test U Manna-Whitney’a

Celem przeprowadzonej analizy bylo okreslenie roznic w skladzie pierwiastkowym probek
mig$niowych pochodzacych z trzech grup badawczych: M, D oraz C. Ocenie poddano nast¢pujace
pierwiastki: sod, magnez, fosfor, siarke, chlor, potas, zelazo, cynk oraz brom. Analizy wykonano w celu
zidentyfikowania potencjalnych biomarkeréw zaburzen migsniowych oraz charakterystyki ich dystrybucji
w zmienionej patologicznie tkance.

Do oceny roznic w sktadzie pierwiastkowym pomiedzy parami: M-C, M-D oraz C-D, zastosowano
test U Manna-Whitney’a. Jest to nieparametryczna metoda statystyczna stuzaca do porownania dwoch
niezaleznych prob, szczegdlnie wskazana w przypadku danych, ktore nie spetniaja zatozen normalnosci
rozktadu. Test ten ocenia, czy rozklady zmiennych w dwoch grupach roznig si¢ istotnie pod wzgledem
mediany, co pozwala na wykrycie subtelnych, lecz znaczacych réznic migdzy badanymi populacjami.

Kluczowe parametry tabeli:

o U - statystyka testu U Manna-Whitney’a; wartosci bliskie 0 lub bardzo mate wskazujg na duza

r6éznicg migdzy grupami.
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e 7 - standaryzowana wersja statystyki U, pozwalajaca oceni¢, jak bardzo obserwowany wynik rozni

si¢ od oczekiwanego przy braku réznic miedzy grupami (hipoteza zerowa). Im wigksza

bezwzgledna warto$¢ Z, tym silniejszy dowod na rdznice migdzy grupami. Z warto$ci ujemne;j

wynika, ze warto$ci w pierwszej grupie sg przecigtnie nizsze niz w drugiej.

e - poziom istotnosci (ang. p-value); wartos¢ < 0,05 uznawano za statystycznie istotna.

e N - liczebno$¢ prob w kazdej z porownywanych grup.

e Warto$¢ p dwustronna - uwzglednia obie mozliwos$ci rdéznic (wigksza lub mniejsza zawartosé

pierwiastka w danej grupie).

Wyniki zilustrowano rowniez za pomoca wykresow pudetkowych (ang. box-whisker plots),

ukazujacych strukture rozktadu danych w kazdej grupie, wraz z oznaczeniem wartosci $rednich, median

oraz zakresu zmiennosci.

Analiza porownawcza miedzy grupa M a C wykazala istotne statystycznie rdznice w zawartosci

szesciu sposrod dziewigeiu analizowanych pierwiastkow (tabela 6.3). W grupie pacjentdow z miopatig

stwierdzono istotnie wyzsza lub nizszg zawarto$¢ sodu, magnezu, fosforu, siarki, cynku oraz bromu

(p < 0,05). Dla wszystkich wymienionych pierwiastkow warto$¢ statystyki U wynosita 0, co oznacza

catkowite rozdzielenie rozktadow pomiedzy grupami. Swiadczy to o znaczacych réznicach w zawartosci

tych pierwiastkow miedzy zdrowa a zmieniong chorobowo tkanka migéniowa. Nie stwierdzono natomiast

istotnych roéznic w poziomach chloru, potasu ani zelaza (p > 0,05), co moze wskazywa¢ na ich brak

zmienno$ci niezaleznie od obecno$ci zmian miopatycznych lub na niewystarczajacg moc statystyczna

wynikajaca z ograniczonej liczby probek (n = 2 dla grupy miopatii).

Tabela 6.3 Wyniki testu U Manna-Whitney’a dla poréwnania zawarto$ci pierwiastkéw w grupie miopatii i kontrolne;j.

Pierwiastek . . N U Z p P Istotnose
(Miopatia/Kontrola) (dwustronna) 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
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 poréwnaniu grupy dystroficznej z kontrolng (tabela 6.4) istotne roznice statystyczne (p < 0,05)

odnotowano w przypadku trzech pierwiastkow: sodu, potasu oraz zelaza. Dla sodu i potasu wartos¢
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statystyki U wyniosta 0, co sugeruje silne rozdzielenie rozktadéw migdzygrupowych i jednoznaczne roznice

w poziomach tych pierwiastkow.

Tabela 6.4 Wyniki testu U Manna-Whitney’a dla pordwnania zawartosci pierwiastkdw w grupie dystrofii i kontrolne;j.

Pierwiastek N (Dystrofia/Kontrola) U Z p ( dwus?ronna) s tist‘;)sttr}l/zs’zia
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
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 wynikow uzyskanych dla grupy miopatii i dystrofii nie wykazato zadnych istotnych

statystycznie r6znic w zawartosci zadnego z analizowanych pierwiastkow (p > 0,05). Moze to sugerowac

zblizony profil biochemiczny obu typow uszkodzen migsniowych, badz stanowi¢ konsekwencje malej

liczebnosci prob, co wplywa na ograniczenie mocy analizy statystycznej. Niezaleznie od tego,

zaobserwowane rozrzuty danych sugeruja potrzebe dalszych badan z uwzglednieniem wigkszej liczby

probek.

Obserwacje wynikajace z analizy danych przedstawionej na wykresach pudetkowych

zaprezentowanych na rysunku 6.1 sa zgodne z wynikami testu U Manna-Whitney’a przedstawionymi

w tabelach 6.3 1 6.4. Dla pierwiastkow, ktorych zawarto$¢ roézni si¢ istotnie statystycznie pomiedzy grupami,

obserwuje si¢ jednoznaczne rozdzielenie zakresow wartosci (np. Na, Mg, Zn). W przypadku braku

istotnosci statystycznej (np. Cl), wykresy odzwierciedlaja duzg zmienno$¢ lub zblizone poziomy

pierwiastkow migdzy grupami.
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Rysunek 6.1 Zestawienie wykresow pudetkowych (box-whisker plots) przedstawiajacych zawartos¢ wybranych
pierwiastkow (Na, Mg, P, S, Cl, K, Fe, Zn, Br) w trzech analizowanych grupach: miopatia, dystrofia mi¢géniowa
i kontrola.

6.1.4. Wielowymiarowa analiza dyskryminacyjna (MDA) i Lambda
Wilksa

Dalsza analiza r6znic pomigdzy wspomnianymi grupami zostala przeprowadzona z zastosowaniem
wielowymiarowej analizy dyskryminacyjnej MDA. Jest to metoda nadzorowana, ktéra wykorzystuje
etykiety klas, aby znalez¢ kombinacje zmiennych maksymalizujace separacje miedzy klasami.
W procedurze krokowej do modelu sukcesywnie wprowadzano zmienne o najwyzszej mocy
dyskryminacyjnej, co pozwala na wyodrebnienie najbardziej istotnych pierwiastkow réznicujacych probki.

Przeprowadzona analiza dyskryminacyjna pozwolita na wyodrebnienie zmiennych w najwigkszym
stopniu réznicujacych badane probki. Wartosci statystyki Lambdy Wilksa, zestawione w tabeli 6.5, stuza
ocenie istotnosci roznic migdzy grupami w uj¢ciu wieclowymiarowym. Lambda Wilksa jest statystyka
stosowang w analizie dyskryminacyjnej i przyjmuje wartosci z przedziatu od 0 do 1, gdzie nizsze wartosci

wskazujg na istotne roznice migdzy grupami, natomiast wartosci zblizone do 1 sugerujg ich brak.

Tabela 6.5. Wartosci lambdy Wilksa dla tkanek migsniowych.

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 si¢ najnizszg wartoscig Lambda Wilksa (0,24),
co $wiadczy o ewidentnych roznicach pomigdzy grupami w przypadku tego pierwiastka. Siarka i chlor
wykazujg umiarkowane wartosci (odpowiednio 0,70 i 0,59), co moze wskazywa¢ na pewne roznice.
Natomiast pozostate pierwiastki, takie jak sod, magnez, fosfor, cynk, zelazo oraz brom, majg wartosci
bardzo bliskie 1 (w zakresie 0,93 - 0,99), co sugeruje, ze réznice migdzy grupami dla tych pierwiastkow sg

niewielkie lub nieistotne w kontekscie wielowymiarowej analizy.
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W wyniku przeprowadzonej analizy wielowymiarowej dyskryminacyjnej MDA wyznaczono
funkcje  dyskryminacyjne, bedace liniowymi kombinacjami intensywnos$ci promieniowania
charakterystycznego poszczegélnych pierwiastkéw, ktore najlepiej rdznicuja badane grupy tkanek

mig$niowych. Réwnania dwoch gléwnych funkcji dyskryminacyjnych (D1 i D2) przedstawiono ponizej:

D; =2269-K—1,200-S + 0,286 Na — 2,148 Cl + 1,654 - P
—0,333-Mg — 0,067 - Zn — 0,036 - Fe — 0,041 - Br,

D,=—-0577-K+0963-5 —0,090- Na —1,413-Cl 4+ 1,440- P
+0,367-Mg + 0,071+ Zn — 0,066 - Fe + 0,040 - Br.

Dla pierwszej funkcji dyskryminacyjnej D, najwigkszy wptyw mialy pierwiastki potas, chlor, fosfor
oraz siarka. Wysokie wartosci bezwzgledne wspotczynnikow przypisanych tym pierwiastkom wskazuja, ze
to one w najwigckszym stopniu determinujg rozdzielenie grup na osi D;. Zwraca réwniez uwage
przeciwstawny znak wspolczynnikow potasu (dodatni) oraz chloru i siarki (ujemne), co $wiadczy o ich
antagonistycznym wptywie na klasyfikacj¢ probek. Obecnos¢ innych pierwiastkbw z mniejszymi
warto§ciami wspolczynnikow (Mg, Zn, Fe, Br) podkresla dodatkowe, chociaz mniej istotne, czynniki
roznicujace. Druga funkcja dyskryminacyjna D> uwypukla zblizony zestaw pierwiastkow, jednak
z odmiennym rozktadem znakéw wspolczynnikow oraz sita ich wptywu. W szczegdlnosci chlor i siarka
wykazuja zwigkszone znaczenie dyskryminacyjne, a dodatkowo istotny udziat w modelu uzyskuja rowniez
magnez oraz cynk. Funkcja D, reprezentuje niezalezny wymiar zrdznicowania, ktéry umozliwia
skuteczniejsze rozdzielenie probek w przypadkach, gdzie funkcja D okazuje si¢ mniej efektywna.

Graficzna prezentacja rozmieszczenia probek na plaszczyznie wyznaczonej przez funkcje
dyskryminacyjne D; i D, (rysunek 6.2) ujawnia wyrazne skupienia odpowiadajace trzem grupom badanych
tkanek: kontroli, dystrofii i miopatii. Probki z grupy D wykazuja istotnie wyzsze wartosci wspotrzgdnych
na osi D; w porownaniu zaréwno z grupa C, jak i z grupg M, co potwierdza skutecznos$¢ pierwszej funkcji
dyskryminacyjnej w rozréznianiu tej grupy. Probki nalezace do grupy miopatii czg$ciowo naktadajg si¢ na
rozktad probek kontrolnych, co moze $wiadczy¢ o wigkszym podobienstwie ich profili pierwiastkowych
oraz wskazuje na potencjalne ograniczenia modelu w jednoznacznym réznicowaniu tych dwdch grup na

podstawie zastosowanych zmiennych.
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Rysunek 6.2 Rozmieszczenie probek trzech typow tkanek miesniowych na plaszczyznie wyznaczonej przez funkcje
dyskryminacyjne D; i D,. Osie odpowiadaja liniowym kombinacjom zmiennych, ktére w sposéb optymalny
rozrozniaja analizowane grupy na podstawie ich profili pierwiastkowych. Kazdy punkt odpowiada pojedynczemu
punktowi pomiarowemu, natomiast przestrzenne skupienia punktéw odzwierciedlajg podobienstwa oraz roznice
miedzy grupami [34].

Skupienie punktow, odpowiadajacych poszczegdlnym grupom badawczym, na wykresie funkcji
dyskryminacyjnych odzwierciedla wewnatrzgrupowa homogenicznos$¢ danych, co jednoczesnie potwierdza
spojno$¢ 1 poprawno$¢ zastosowanej metodyki pomiarowej. Tego typu wizualizacja stanowi cenne
narzedzie oceny jakosci klasyfikacji, umozliwiajgc identyfikacje zaro6wno przypadkéw jednoznacznie
przynalezacych do grup, jak i obserwacji odstajacych Iub trudnych do jednoznacznego przyporzadkowania.

Uzyskane wyniki MDA podkres§laja potencjat tej metody jako narzedzia wspomagajacego
diagnostyke. Metoda ta pozwala, dzigki wykorzystaniu optymalnych kombinacji pierwiastkow, na
skuteczng segmentacje probek. Ponadto umozliwia lepsze zrozumienie zmian biochemicznych

towarzyszacych zaburzeniom nerwowo-migsniowym.

6.1.5. Analiza Glownych Skladowych (PCA)

Analiza gtownych sktadowych jest jedng z najczeéciej stosowanych metod redukcji wymiarowos$ci
danych. Jej gtéwnym celem jest uproszczenie zestawu danych poprzez wyznaczenie nowych zmiennych
zwanych gtownymi sktadowymi, ktére stanowia liniowe kombinacje oryginalnych cech. Wyznaczone w ten
sposob nowe zmienne maksymalizujg wyja$niang wariancj¢ danych, co pozwala na efektywna reprezentacje

informacji przy jednoczesnym zmniejszeniu liczby wymiardw.
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W wyniku przeprowadzonej analizy glownych sktadowych PCA zredukowano wymiarowosc¢
danych opisujacych sktad chemiczny badanych probek tkanek mig$niowych do dwoch glownych
sktadowych, ktore wyjasniaja facznie 91,6% zmiennoséci danych (PC; - 70,2%, PC. - 21,4%). Pierwsza

gtéwna sktadowa PC, jest liniowa kombinacjg intensywnosci pierwiastkéw wedtug réwnania:

PC; = 0.085-Na + 0.071-Mg + 0.464-P + 0.408-S + 0.497-Cl
+0.599-K + 0.007 - Fe + 0.000-Zn + 0.000 - Br.

Réwninie to wskazuje na najwiekszy wptyw potasu, chloru, fosforu oraz siarki. Wszystkie wspotczynniki
posiadaja dodatni znak, co oznacza, ze wzrost ich zawarto$ci powoduje zwickszenie wartos$ci pierwszej

gtownej sktadowej. Druga gtowna sktadowa PC; opisana jest nastgpujacym wzorem:

PC, = —0.108 - Na — 0.060-Mg + 0.475-P — 0.341-S + 0.557-Cl
—0.576-K — 0.010-Fe + 0.000-Zn + 0.000 - Br,

gdzie fosfor i chlor maja istotny dodatni wktad, natomiast potas oraz siarka wplywaja ujemnie, co
odzwierciedla bardziej ztozone zaleznosci migdzy pierwiastkami w kontekscie drugiego wymiaru wariancji.

Graficzna reprezentacja wynikéw analizy PCA na ptaszczyznie PC;-PC, ukazuje wyrazne
grupowanie probek zgodnie ze stanem chorobowym. Probki z grupy dystrofii cechujg sie wyzszymi
warto$ciami PC;, co wskazuje na ich specyficzny profil chemiczny, charakteryzujacy si¢ podwyzszonym
udziatem pierwiastkow silnie skorelowanych z tg sktadowa. Punkty reprezentujace probki kontrolne oraz
miopati¢ w duzym stopniu naktadaja si¢, co moze swiadczy¢ o podobienstwie ich sktadu chemicznego
wzgledem analizowanych zmiennych (rysunek 6.3).

Przeprowadzona analiza PCA potwierdza, ze zmienno$¢ danych w badanej probce jest przede
wszystkim determinowana przez stg¢zenia potasu, chloru, fosforu oraz siarki. Wskazuje to na kluczowe
znaczenie tych pierwiastkow dla diagnostyki oraz roznicowania stanow chorobowych tkanek miesniowych.

Potas odgrywa istotng role w fizjologii migsni szkieletowych, a jego znaczenie jest szczegdlnie
podkreslane w kontek$cie miopatii. Doniesienia literaturowe sugeruja, ze dieta bogata w potas moze
wspiera¢ proces regeneracji ostabionych migsni w przebiegu wybranych choréb migsniowych [114]. Efekt
ten moze by¢ zwigzany m.in. z modulacjg ekspresji gendw kodujacych biatka kanatow potasowych.
W wybranych typach miopatii obserwuje si¢ zaburzenia regulacji gendw odpowiedzialnych za utrzymanie
homeostazy potasowej, co wskazuje na potencjalng rolg tych szlakow w patogenezie choroby. Sugeruje to
roOwniez, ze wybrane elementy ukladu regulujacego gospodarke potasowa moga petlié¢ funkcje
biomarkeréw diagnostycznych lub prognostycznych w kontekscie schorzen z grupy miopatii.

Chlor, a zwlaszcza anion chlorkowy, jest kluczowy dla utrzymania homeostazy komorkowej,
rownowagi osmotycznej oraz funkcjonowania uktadow pobudliwych, takich jak mig$nie i neurony.

W uktadzie migSniowym szczegolne znaczenie majg kanaly chlorkowe CIC-1, ktore odpowiadaja za
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przewodnictwo jonow CI~ przez btong komoérkowa wiokien migsni szkieletowych. Ich aktywnos$¢ odgrywa
fundamentalng role¢ w stabilizacji potencjalu btonowego i zapobieganiu nadmiernej depolaryzacji po
wygenerowaniu potencjatu czynnosciowego. Zaburzenia funkcjonowania tych kanatow moga prowadzi¢ do
miotonii oraz upos$ledzenia zdolno$ci migénia do relaksacji i ponownej pobudliwosci. W dystrofii
miotonicznej typu 1 (DM1) dysfunkcja kanatéw chlorkowych CIC-1 stanowi jeden z kluczowych
czynnikéw prowadzacych do zaburzen pobudliwo$ci migsni [115]. Jak wykazali Cisco i wspoipracownicy,
uposledzenie funkcji tych kanalow dziala synergistycznie z nieprawidtowosciami w przewodnictwie

wapniowym, co nasila objawy chorobowe i pogtebia miopatie [116].
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Rysunek 6.3 Wykres przedstawia rozmieszczenie probek trzech typoéw tkanek mie$niowych na plaszczyznie
pierwszych dwoch glownych sktadowych (PC; i PC,). Osie odpowiadaja zmiennym maksymalizujacym wariancjg
danych, co umozliwia wizualizacj¢ réznic w sktadzie chemicznym miedzy grupami. Kazdy punkt to pojedyncza punkt
pomiarowy, a skupienia odzwierciedlaja podobienstwa wewnatrz grup oraz ich roznice.

Wyniki analizy PCA wyrdznity réwniez fosfor jako pierwiastek szczegdlnie zwigzany z roznicami
migdzy probkami, co znajduje potwierdzenie w badaniach podkreslajacych jego role w nasilaniu patologii
migsniowych, zwlaszcza w kontekscie dystrofii. W przypadku dystrofii mig$niowej Duchenne’a (DMD),
wykorzystujac model myszy, wykazano, ze nadmiar fosforu w diecie znaczaco pogarsza przebieg choroby,
prowadzac m.in. do nasilonego stanu zapalnego i zwapnien mig$niowych [117]. Zwigkszone spozycie
fosforu nasilato nacieki zapalne, zwlaszcza z udziatem makrofagéw typu M1, oraz promowato ektopowe
zwapnienia w migsniach szkieletowych. Z kolei ograniczenie podazy fosforu prowadzito do zmniejszenia
uszkodzen mig$niowych, obnizonej reakcji zapalnej 1 poprawy funkcji migsni, co wskazuje na potencjat

terapeutyczny diety ubogiej w fosfor w kontekscie dystrofii mig§niowych.
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Kolejnym istotnym pierwiastkiem roéznicujacym analizowane probki w analizie PCA byta siarka,
co znajduje swoje silne uzasadnienie w danych biologicznych dotyczacych dystrofii migSniowej
Duchenne’a. Zaré6wno w modelach nicieni (C. elegans), jak i gryzoni, wykazano deficyt siarki w tkance
mig$niowej dotknietej dystrofig. Literatura wskazuje, ze zaburzenia metabolizmu siarki koreluja
z nasileniem objawdéw klinicznych DMD, a suplementacja zwigzkami siarki moze prowadzi¢ do
ztagodzenia symptomdéw oraz poprawy funkcji mie$ni [118]. Zaréwno te obserwacje, jak 1 wyniki
statystyczne uzyskane w niniejszej rozprawie sugeruja, ze siarka moze odgrywac istotna role nie tylko
w patogenezie choroby, ale rowniez jako potencjalny marker prognostyczny. Bezposrednie oznaczanie
poziomu siarki w tkankach mogtoby wspiera¢ podejmowanie decyzji klinicznych, nie tylko w kontekscie
suplementacji, ale takze jako narzedzie do monitorowania skutecznosci terapii, takich jak leczenie

kortykosteroidami [118].

6.1.6. Whioski plynace z analizy pierwiastkowej

Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze choroby migs$ni, w szczegdlnosci miopatie (biorgc pod uwage
ich skrajnie nie homogenng, zdywersyfikowang grupe schorzen pod wzgledem patogenezy i przebiegu),
pozostaja wyjatkowo trudne do jednoznacznej diagnostyki. Nadal daleka od satysfakcjonujacej wiedza na
temat ich patogenezy sprawia, ze nowoczesne metody analizy pierwiastkowej moga stanowi¢ cenne
uzupetnienie klasycznych podejs¢ diagnostycznych. Przeprowadzone badania wykazaty, ze:

e Mapowanie rozktadu pierwiastkow metoda PIXE umozliwia identyfikacje subtelnych, lecz
istotnych r6znic chemicznych migdzy tkanka zdrowa a zmieniong patologicznie.

e Pierwiastki Na, Mg, P i S wykazaly istotne statystycznie réznice migdzy badanymi grupami
w testach Kruskala-Wallisa oraz U Manna-Whitney’a, co podkresla ich potencjat w réznicowaniu
stanow chorobowych,

o Wiclowymiarowa analiza dyskryminacyjna wskazata na kluczowa role pierwiastkow K, CI, P oraz
S w klasyfikacji probek. Wyznaczone funkcje dyskryminacyjne, bgdace liniowymi kombinacjami
intensywnosci charakterystycznych linii pierwiastkow, pozwolily na skuteczne rozdzielenie grup.
W funkcji Dy dominowaly potas (z najwigkszym dodatnim wpltywem), chlor i siarka (wpltyw
ujemny), co wskazuje na ich przeciwstawne znaczenie w klasyfikacji. Funkcja D, potwierdzita
znaczenie tych samych pierwiastkow, jednak z odmiennymi wagami i znakami wspotczynnikow,
co wprowadzalo dodatkowy wymiar r6znicowania.

e Analiza glownych skladowych wykazala, ze dwie pierwsze sktadowe (PC; - 70,2%, PC; - 21,4%)
wyjasniajg tacznie ponad 91% wariancji danych, co swiadczy o wysokiej reprezentatywnos$ci tych
wymiarow. Sktadowa PC; byta silnie powigzana z potasem, chlorem, fosforem i siarka, natomiast
PC, ukazata bardziej zlozone wzorce, z odmiennymi znakami wspotczynnikdéw, co sugeruje

wielowymiarowy charakter réznic miedzy grupami.
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e (Qraficzne rozmieszczenie probek na wykresach PCA i MDA ukazuje cze$ciowe rozdzielenie grup

C, D i M. W analizie MDA wyrazniej zarysowaly si¢ skupiska odpowiadajace poszczegdlnym

grupom, co potwierdza wysoka skuteczno$¢ klasyfikacji. Jednoczes$nie czg$ciowe naktadanie sie

punktoéw, zwlaszcza migdzy grupa kontrolng i miopatii, wskazuje na ztozono$¢ problemu oraz
podobienstwo niektorych profili pierwiastkowych.

Gtownym wnioskiem ptynacym z przeprowadzonej analizy jest wskazanie potencjatu technik
spektroskopowych, w szczegolnosci PIXE, jako narzedzi wspomagajacych diagnostyke choroéb nerwowo-
mie$niowych. Dzicki mozliwosci precyzyjnego odwzorowania przestrzennego rozktadu pierwiastkow
w skali mikrometrycznej, technika ta umozliwia detekcje subtelnych zmian metabolicznych
i strukturalnych, czesto jeszcze przed pojawieniem sie wyraznych zmian morfologicznych. Tego typu
podejscie moze przyczyni¢ si¢ do identyfikacji nowych biomarkerow oraz, w dalszej perspektywie, do

poprawy skutecznosci diagnostyki i monitorowania przebiegu terapii chordéb nerwowo-mig§niowych.

6.2. Technika SIMS

6.2.1. Uwagi dotyczace analizy i interpretacji wynikow MeV SIMS

W celu wstepnej selekcji sygnalow potencjalnie istotnych dla réznicowania grup zastosowano
analiz¢ wariancji ANOVA. Nalezy jednak podkresli¢, ze metoda ta petnita wytacznie funkcjg rankingowa,
stuzaca identyfikacji sygnatow m/z mogacych réznicowac analizowane probki. Uzyskane wyniki maja
charakter orientacyjny i stanowia punkt wyjscia do dalszych analiz.

Intensywno$ci pikow obliczono na podstawie integracji arbitralnie wybranych obszaréw ROI
w obrgbie widma masowego, bez odejmowania tla, ktérego nieregularny charakter uniemozliwiat
zastosowanie prostego modelu matematycznego. Wpltyw tlta oceniono jako marginalny. Dodatkowym
ograniczeniem analizy jest spadek rozdzielczo$ci masowej w obszarze wyzszych wartosc m/z, co moze
wpltywaé¢ na dokladnos$¢ oceny intensywnosci sygnatéw i ich interpretacje. Z tego wzgledu, analiza
wyzszych warto$ci m/z wymaga szczeg6lnej ostroznosci. Ponadto, ograniczona liczba probek wptywa na
sile statystyczng przeprowadzonych analiz i ogranicza mozliwos¢ formutowania jednoznacznych wnioskow
o charakterze ilosciowym.

W przypadku potrzeby precyzyjnej identyfikacji i iloSciowej analizy wybranych zwigzkow
chemicznych wskazane jest wykorzystanie bardziej specyficznych metod spektrometrii mas, takich jak
MALDI. Niemniej jednak, wyniki uzyskane metodg MeV SIMS moga peti¢ rolg wstepnego narzedzia do
identyfikacji zwigzkéw o potencjalnym znaczeniu diagnostycznym, i w takim charakterze zostaty

wykorzystane w niniejszej rozprawie.
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6.2.2. Kalibracja masowa i skalowanie danych w analizie widm SIMS

Po wstepnym przygotowaniu danych, polegajacym na sumowaniu sygnatow z wybranych regionow
RO, dla kazdego typu probki uzyskano odrebne widma reprezentujgce zréznicowane lokalizacje w obrebie
tkanki migsniowej. Obszary pomiarowe dobrano w sposdb zapewniajacy reprezentatywnoS$¢ oraz
wewngtrzne zroznicowanie materialu biologicznego, z jednoczesnym zachowaniem spojnosci w obrebie
grup.

Do analiz wykonanych technikg SIMS wykorzystano cztery skrawki tkanek migsniowych,
pochodzace od mezczyzn w wieku 37 - 56 lat. Material badawczy obejmowal: probke o potwierdzonym
charakterze dystroficznym D, probke kontrolng C, probke reprezentujaca miopatie M oraz probke
o niejednoznacznym profilu histopatologicznym, wykazujaca zmiany mogace odpowiada¢ miopatii
o mozliwym podtozu neurogennym, charakteryzujaca si¢ znacznym zanikiem wtokien migsniowych NM.
Poczatkowo przyjeto podziat na trzy kategorie: kontrole, dystrofi¢ oraz miopatig¢. W toku dalszych analiz,
opartych na poréwnaniu wzorcow widm jonéw wtornych, wprowadzono czwarta kategoriec NM, przypisana
do opisanej probki o mozliwym podtozu neurogennym. Szczegdlowy przebieg analizy oraz interpretacje
uzyskanych wynikéw przedstawiono w kolejnych czesciach pracy.

Na potrzeby dalszych analiz statystycznych przygotowano macierz danych sktadajaca si¢ z 18 widm
(wiersze) i 4500 kanatow detekcyjnych (kolumny). Poczatkowo kazde widmo obejmowato 16 384 kanaty,
jednak ich liczba zostata ograniczona do 4500, poniewaz w wyzszych zakresach nie obserwowano sygnatow
innych niz szum tta. Redukcja ta pozwolila rowniez na istotne zmniejszenie zlozonos$ci obliczeniowej
w dalszych etapach przetwarzania, w tym w analizie PCA.

Widma uzyskane z réznych probek mogly wykazywaé niewielkie przesunigcia w pozycjach
szczytow masowych, wynikajace z roznic w ustawieniu probki wzgledem detektora ekstrakcyjnego.
W zwigzku z tym dokonano korekty potozenia charakterystycznych pikow oraz recznej kalibracji masowe;.
Kalibracje przeprowadzono poprzez dopasowanie wielomianu trzeciego stopnia do pozycji znanych
szczytow referencyjnych (np. H*, Na*, K, fragmenty PDMS).

W praktyce zalezno$¢ migdzy numerem kanatu a wartoscig fizyczng (np. masg lub energia) rzadko
ma charakter idealnie liniowy. W prostych uktadach detekcyjnych czesto wystarcza model liniowy,
zakladajacy staly przyrost wartosci na kanal oraz state przesunigcie. W bardziej zaawansowanych
technikach, takich jak SIMS, wplyw nieliniowos$ci detektora, znieksztatcen optycznych i wlasciwos$ci samej
probki prowadzi do odchylen od tej zaleznosci. Dlatego w celu uzyskania precyzyjnej kalibracji konieczne
jest zastosowanie modelu uwzgledniajacego sktadniki nieliniowe, zazwyczaj w postaci wielomianu
drugiego lub trzeciego stopnia, a niekiedy rowniez funkcji wyktadnicze;j.

W niniejszej pracy zastosowano funkcje kalibracyjng drugiego stopnia, ktéra pozwolita na
doktadniejsze odwzorowanie nieliniowej relacji migdzy numerem kanatu a wartoscig m/z. Przyjeta funkcja

kalibracyjna miala postac:
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m
Pl = 0,00895134 + 0,000317491-x + 0,0000505846 - x?, (8)

gdzie: x oznacza numer kanalu. Zastosowanie tej formy kalibracji umozliwito precyzyjne przeksztalcenie
osi kanatow do rzeczywistej osi masowej (m/z), co stanowito niezbedny krok w dalszej analizie uzyskanych
widm. Kalibracja zostatla przeprowadzona przez wspoélpracujacy zespot badawczy i udostepniona na
potrzeby niniejszej analizy.

Kazde zarejestrowane widmo zostato znormalizowane wzgledem catkowitej liczby zliczen (ang.
total counts), co pozwolilo na zminimalizowanie wplywu ewentualnych fluktuacji nat¢zenia wigzki
pierwotnej w trakcie pomiaru. Nastepnie, dla kazdego punktu pomiarowego znajdujacego si¢ w obrebie
wyznaczonego regionu witokna migéniowego (ROI), obliczono widmo usrednione. Dane te zestawiono
W postaci macierzy, ktorg nastgpnie poddano skalowaniu Poissona, procedurze wiasciwej dla danych
uzyskanych technikg SIMS, charakteryzujgcych si¢ statystyka zliczen zgodng z rozktadem Poissona.

Zestaw danych uzyskanych metoda SIMS mozna przedstawic¢ jako macierz X o wymiarach M x N,
gdzie M oznacza liczbe widm (obserwacji), a N liczbe zmierzonych pikéw jondéw molekularnych.
Alternatywnie, zbidr ten mozna interpretowac jako zestaw N obrazow jonowych, z ktorych kazdy zawiera
M pikseli. Graficzng reprezentacje tej macierzy przedstawiono na rysunku 6.4.

N zmiennych
(analizowanych pikow)

z

spektrum

{widm)

M obserwacji

I—) xnm

Xim Xnm

Rysunek 6.4 Graficzna reprezentacja danych pomiarowych uzyskanych metoda SIMS w postaci macierzy danych X,
w ktorej kazdy wiersz odpowiada jednej z M obserwacji (tj. usrednionym widmom z okre§lonych obszarow
pomiarowych — ROI), a kazda kolumna jednej z N zmiennych (tj. intensywnosci sygnatéw jondw przypisanych do
okreslonych wartosci m/z). Element Xnm oznacza intensywno$¢ sygnatu jonu o warto$ci m/z przypisanej do zmiennej
n, zmierzong w obserwacji m.

W metodzie SIMS zliczenia jonéw wtornych sg zdarzeniami losowymi, niezaleznymi i o niskim
prawdopodobienstwie detekcji w jednostce czasu. W efekcie wariancja intensywnosci sygnatu danego piku
jest zalezna od jego s$redniej wartosci - im wigksza intensywnos$¢, tym wigksza wariancja. W praktyce
prowadzi to do sytuacji, w ktorej poszczegdlne zmienne (piki) charakteryzujg si¢ réznym poziomem szumu
i niepewnosci pomiarowej. Taka nierdownomiernos¢ utrudnia bezposrednie porownania oraz moze wptywaé

na wyniki analiz statystycznych i modelowania wielowymiarowego.
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Standardowa metodg uwzgledniania zmienno$ci intensywno$ci sygnatow jest skalowanie
pierwiastkowe (ang. square root scaling), polegajace na dzieleniu warto$ci macierzy X przez pierwiastek
z tej warto$ci. Jednak podejscie to okazuje si¢ niewystarczajace dla obrazow SIMS, ze wzgledu na bardzo
niskie zliczenia na piksel i duze wzgledne niepewnos$ci. Keenan i Kotula [119] zaproponowali alternatywne
skalowanie, polegajace na dwustopniowej normalizacji: najpierw kazdy pik (kolumna macierzy X) jest
dzielony przez pierwiastek ze swojej $sredniej intensywnosci, a nastepnie kazde widmo (wiersz macierzy)
przez pierwiastek ze $§redniej wartosci catego widma. Takie podejécie, znane skalowaniem Poissona,
pozwala ujednolici¢ poziom wariancji w catym zbiorze danych (wyréwnujac wptyw pikéw o rdznej
intensywnosci) 1 umozliwia rzetelne poréwnanie ich zmiennosci, co jest kluczowe przed zastosowaniem
metod redukcji wymiarow, takich jak analiza gtéwnych sktadowych PCA.

W praktyce, podejscie to realizowane jest poprzez przeksztalcenie oryginalnej macierzy danych D

(gdzie wiersze odpowiadaja obserwacjom, a kolumny zmiennym) wedlug wzoru:

o

Il
)
Nl
o
el
Nl

9)

gdzie G 1 H to diagonalne zawierajace odpowiednio $srednie wartosci intensywnosci dla wierszy i kolumn
macierzy D.

Tak przeprowadzona transformacja ogranicza zmienno$¢ wynikajacag z roznic w caltkowitej
intensywnosci widm oraz nierownomiernosci rozktadu intensywnos$ci pomiedzy pikami. Redukujac wptyw
tla 1 artefaktow pomiarowych, zwieksza informacyjna przejrzystos¢ zbioru danych, co istotnie poprawia co

istotnie poprawia efektywno$¢ roznicowania probek w analizie gtéwnych sktadowych.

6.2.3. Ocena zalozenia wielowymiarowej normalnosci

Analiza danych spektrometrycznych, pochodzacych z technik chromatograficznych czy
spektrometrii mas, wymaga uprzedniej weryfikacji zalozen dotyczacych ich rozktadu. W szczegolnosci,
kluczowe znaczenie ma ocena zgodnos$ci z rozktadem normalnym wielowymiarowym, gdyz wiele metod
statystycznych, takich jak analiza gléwnych sktadowych, regresja czy techniki grupowania, opiera si¢ na
tym zatozeniu.

W zwiazku z powyzszym przeprowadzono analiz¢ normalnosci rozkladu wielowymiarowego
pikow masowych uzyskanych z r6znych punktow pomiarowych. Do tego celu wykorzystano test Henzego-
Zirklera (ang. Henze-Zirkler’s Multivariate Normality Test), ktory uwzglednia wspoétzaleznosci pomigdzy
zmiennymi, co czyni go szczegdlnie dobrym narzedziem w analizach spektrometrycznych, gdzie zmienne
sg silnie ze sobg powigzane.

Materiat analityczny obejmowat 36 widm pochodzacych z czterech skrawkow tkanek migsniowych.
Analiza przeprowadzona zostala na podstawie intensywnosci 21 wybranych pikéw masowych,

reprezentujacych najbardziej wyrazne i1 informatywne sygnaty w widmach, co zapewniato odpowiednig
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reprezentatywno$¢ badanego zbioru danych. Wartosci intensywnosci okreslano jako sume liczby zliczen
w kanale odpowiadajacym $redniej arytmetycznej granic przedzialu m/z przypisanego danemu pikowi.
Takie podejscie umozliwito precyzyjne przypisanie wartosci intensywnosci do wybranych pikow, co
nastgpnie postuzyto do przeprowadzenia testu statystycznego.

Test Henzego-Zirklera przeprowadzono na macierzy intensywnos$ci 21 wybranych pikow.
Otrzymana warto$¢ statystyki testowej HZ byta bliska jedno$ci, a p-value wynosito 0,069. Poniewaz
p-value przekracza przyjety poziom istotnosci a = 0,05, brak jest podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej
o zgodnosci z rozkladem normalnym. Oznacza to, ze dane mogg by¢ traktowane jako spetniajace zatozenie
normalno$ci. Wynik ten stanowi istotne uzasadnienie dla zastosowania w dalszych etapach analizy metod

wymagajacych normalnosci rozktadu, w szczeg6lnosci PCA oraz modelowania regresyjnego.

6.2.4. Statystyka ANOVA

W analizie uzyskanych wynikow zastosowano analiz¢ wariancji ANOVA w celu weryfikacji
istotnosci statystycznej réznic pomiedzy badanymi grupami tkanek migsniowych. ANOVA umozliwia
porownanie $rednich warto$ci tej samej zmiennej w kilku niezaleznych grupach oraz oceng, czy
zaobserwowane roznice moga zosta¢ uznane za statystycznie istotne, tj. niewynikajgce wylacznie z losowe;j
zmiennoS$ci. Oprocz wartosci p (p-value), istotnych z punktu widzenia testowania hipotezy zerowej, analizie
poddano rowniez wskaznik n? (eta-kwadrat czeSciowe), okreslajacy jaka cze$¢ caltkowitej zmiennosci
mozna przypisa¢ czynnikowi grupowemu. Tym samym mozliwe bylo nie tylko stwierdzenie istotnosci
statystycznej, lecz takze okreslenie sity efektu, czyli oszacowanie, w jakim stopniu dana zmienna (pik)
przyczynia si¢ do réoznicowania analizowanych grup.

W tabeli 6.6 przedstawiono zestawienie uzyskanych wynikow. W kolumnie ,.komentarz”
zastosowano ujednolicong skale interpretacji efektu %, przyjmujac pieciostopniowa klasyfikacje:

e 1?2>0,80 - bardzo duzy efekt, wskazujacy na wyrazne roznice miedzy grupami,

e 0,60 <n?<0,80 - duzy efekt, swiadczacy o znaczacym zréznicowaniu,

e 0,30 <1?<0,60 - sredni efekt, sugerujacy umiarkowane roznice,

e (0,14 <n?<0,30 - niewielki efekt, potencjalnie istotny biologicznie,

e 12<0,14 - bardzo maty lub nieistotny efekt, wskazujacy na znikomg zmienno$¢ pomig¢dzy grupami.

Zaproponowana skala pozwala zarowno na formalng klasyfikacje intensywnosci efektow
grupowych, jak i na identyfikacje tych pikow, ktore w najwiekszym stopniu przyczyniajg si¢ do separacji
badanych grup.

Analiza ANOVA wykazala istotne statystycznie rdznice pomig¢dzy grupami dla niemal wszytskich
analizowanych pikéw molekularnych. Najwyzsze wartosci n? (powyzej 0,9) odnotowano dla sygnatow
o m/z 23,00, 124,96, 165,93 oraz 246,56, co wskazuje na bardzo silny wptyw czynnika grupujacego na

zmienno$¢ tych sygnatow. Dominujaca kategori¢ wérdd uzyskanych wynikow stanowity roznice o duzym
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i bardzo duzym efekcie (> > 0,60), co potwierdza istotny potencjal analizowanych pikéw w zakresie
dyskryminacji badanych typow tkanek. Jedynie pik m/z 140,72 osiggnat warto$¢ graniczng istotnoSci
statystycznej (p = 0,049, n*> = 0,215), co klasyfikuje go jako sygnat o niewielkim, ale nadal zauwazalnym
wplywie grupy na jego intensywnosc.

Tabela 6.6 Tabela prezentuje wartosci statystyki F, poziomy istotnosci (p-value), wspdtczynniki eta-kwadrat (n?)
obrazujace site efektu grupujacego, a takze interpretacje wynikéw na podstawie przyjetej skali klasyfikacji efektu.

m/z F n? Istotnos¢ statystyczna Komentarz
23,00 141,015 0,930 p <0,05 bardzo duzy efekt
38,96 15,788 0,597 p <0,05 duzy efekt
44,01 26,179 0,711 p <0,05 bardzo duzy efekt
55,02 6,549 0,380 p <0,05 $redni efekt
58,01 11,685 0,523 p<0,05 duzy efekt
67,02 15,312 0,589 p<0,05 duzy efekt
86,06 18,167 0,630 p <0,05 bardzo duzy efekt
87,92 10,881 0,505 p<0,05 duzy efekt
94,86 5,254 0,330 p <0,05 Sredni efekt
100,06 7,479 0,412 p<0,05 $redni efekt
103,95 15,258 0,589 p<0,05 duzy efekt
124,96 103,944 0,907 p<0,05 bardzo duzy efekt
131,74 19,286 0,644 p <0,05 bardzo duzy efekt
140,72 2915 0,215 p <0,05 niewielki efekt
165,93 138,273 0,928 p<0,05 bardzo duzy efekt
184,01 63,097 0,855 p <0,05 bardzo duzy efekt
224,06 47,042 0,815 p <0,05 bardzo duzy efekt
246,56 98,202 0,902 p <0,05 bardzo duzy efekt
262,47 10,263 0,490 p <0,05 duzy efekt
281,02 80,748 0,883 p <0,05 bardzo duzy efekt
768,02 9,317 0,466 p <0,05 duzy efekt
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6.2.5. Analiza macierzy korelacji Pearsona

W celu oceny wspodtzaleznosci pomigdzy sygnatami widmowymi przeprowadzono analizg korelacji
Pearsona dla 21 wybranych pikoéw m/z. Celem tego etapu byto zidentyfikowanie potencjalnych grup pikow
powigzanych ze sobg, mogacych odzwierciedla¢ wspdlne mechanizmy chemiczne lub biologiczne.

Obliczona macierz korelacji (rysunek 6.5) ujawnita liczne silne zaleznosci pomiedzy
intensywnosciami niektorych pikow (|r] > 0,7), co wskazuje na mozliwe powiazania zwigzkow. Na przyktad
pik m/z 58,01 wykazuje wysoka 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). Zblizone zalezno$ci zaobserwowano dla m/z 44,01, ktory jest silnie
skorelowany z pikami 87,92 (r =0,74) oraz 131,74 (r =0,92), jak rowniez dla silnie skorelowanego zestawu:
165,93, 184,01 1 224,06 (r > 0,9). Moze to wskazywac¢ na specyficzng grupe zwigzkow lub fragmentéw
molekularnych wykazujacych podobny wzorzec intensywnosci lub ich powigzaniu w ramach podobnych
procesow 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 moze sugerowa¢ wystepowanie przeciwstawnych zmian intensywnosci tych
sygnatdéw, a to z kolei moze odzwierciedla¢ antagonistyczne procesy lub rézne stany metaboliczne.

Zaobserwowane zaleznos$ci korelacyjne wskazuja na istnienie spojnych grup sygnatow potencjalnie
powigzanych ze soba chemicznie lub funkcjonalnie, co moze odzwierciedla¢ wspotwystepowanie
okreslonych zwiazkéw lub wspodlne szlaki metaboliczne. Stanowi to istotng przestanke do poglebionych
badan nad charakterystyka tych pikow oraz ich potencjalng rolg biologiczna w konteks$cie rdznic

obserwowanych w badanych tkankach mi¢sniowych.
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Rysunek 6.5 Macierz korelacji migdzy intensywno$ciami wybranych pikoéw spektralnych (m/z). Macierz przedstawia
wspotczynniki korelacji Pearsona, ktore ilustruja site i kierunek zaleznosci migdzy poszczegdlnymi pikami. Silne
dodatnie i ujemne korelacje sugeruja wspoélzaleznosci migdzy pikami, ktdére moga odzwierciedlaé powigzania
chemiczne, wspdlne szlaki metaboliczne lub przeciwstawne mechanizmy regulacyjne w badanych tkankach.

6.2.6. Analiza PCA oraz LDA

W analizie wynikéw spektrometrii mas SIMS przeprowadzono badania na czterech kategoriach
tkanek mie$ni szkieletowych, obejmujacych: probki z potwierdzong dystrofiag miesniowa D, probki miopatii
M, probki charakteryzujacej si¢ cechami zaniku migsniowego o prawdopodobnym podtozu neurogennym
NM oraz probki z grupy kontrolnej C. Do klasyfikacji danych zastosowano liniowg analize
dyskryminacyjng LDA oraz uzupehliajaca analiz¢ gléwnych sktadowych PCA, co pozwolito na
rozroznienie poszczegdlnych kategorii na podstawie wzorcow widm jonow wtornych.

W celu eksploracji struktury danych oraz redukcji ich wymiarowos$ci zastosowano analizg
glownych sktadowych PCA. Przed przeprowadzeniem analizy dokonano standaryzacji danych za pomoca

narzgdzia StandardScaler z biblioteki scikit-learn w jezyku Python. Metoda ta przeksztatca cechy tak, aby
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kazda zmienna charakteryzowata si¢ srednig rownag zero oraz odchyleniem standardowym réwnym jeden.
Dzigki temu zapewniono porownywalno$¢ zmiennych o réznej skali oraz uniknigto dominacji tych
o wiekszym zakresie wartos$ci, co istotnie poprawia efektywno$¢ analiz statystycznych oraz metod redukcji
wymiarow.

Nastepnie wykonano analiz¢ PCA z uwzglednieniem dwoch pierwszych komponentow, ktore
wyjasnity odpowiednio okoto 40,9% i 19,1% catkowitej wariancji danych. Wizualizacja wynikow na
dwuwymiarowym wykresie punktowym nie wykazata jednoznacznego rozdzielenia badanych grup, co
sugeruje ograniczong zdolno$¢ tych dwoch pierwszych komponentéw do pelnego uchwycenia rdznic
biologicznych lub chemicznych pomigdzy grupami. W zwiazku z powyzszym rozszerzono analize o trzecia
sktadowg gtéwna, a wyniki przedstawiono na wykresie 3D, co umozliwilo lepsza wizualizacj¢ separacji
pomigdzy grupami. Dodatkowo, w celu uzupetienia i wzmocnienia interpretacji, zastosowano analizg
dyskryminacyjng LDA, ktéra réwniez pozwolita na trojwymiarowa projekcje danych z podziatem na
kategorie. Zarowno PCA, jak i LDA podkreslity ztozono$¢ struktury danych oraz wskazaty na potrzebe
uwzglednienia wickszej liczby komponentow dla pehiejszego uchwycenia roéznic mig¢dzy badanymi
grupami.

Wyniki analizy PCA wykazaty, ze pierwsze trzy komponenty wyjasniaja tacznie okoto 74%
catkowitej wariancji, przy czym PC; odpowiada za 40,9%, PC, za 19,1%, a PC; za 13,7% (rysunek 6.6).
Oznacza to, ze zdecydowana wigkszos¢ informacji zawarte] w analizowanym zestawie 21 warto$ci m/z
zostata skoncentrowana w tych trzech gtéwnych kierunkach zmiennosci, co stanowi istotne rozszerzenie
w poréwnaniu do analizy dwuwymiarowe;.

Wspolczynniki sktadowych wskazuja, w jakim stopniu poszczegdlne zmienne (m/z) wptywaja na
dany komponent. Wysokie wartosci bezwzgledne oznaczaja istotny wklad zmiennej, natomiast znak
wspoiczynnika odzwierciedla kierunek tej zaleznos$ci (pozytywny lub negatywny). Szczegdty dotyczace
wplywu poszczeg6lnych zmiennych zostaty przedstawione w tabeli 6.7.

Zmienne charakteryzujace si¢ silnymi ujemnymi wspotczynnikami (np. 124,96: -0,31; 165,93:
-0,31; 184,01: -0,29; 86,06: -0,28) wskazuja na odwrotna korelacje intensywnosci tych sygnatow
z warto$cig PC1. Natomist zmienne o dodatnich wspotczynnikach (np. 131,74: 0,27; 44,01: 0,23; 262,47:
0,22) wykazuja korelacj¢ pozytywna z PCi, co sugeruje, ze ich wzrost przesuwa probki w kierunku
wyzszych warto$ci na tej osi.

Dla pierwszego komponentu PC; najwicksze znaczenie wykazaty zmienne m/z: 165,93, 124,96,
184,01, 86,06 oraz 131,74. Cztery pierwsze sposrod nich charakteryzuja si¢ wyraznie ujemnymi
wspotczynnikami tadunkowymi, co wskazuje, ze ich intensywno$¢ maleje wraz ze wzrostem wartosci PC;.
Natomiast zmienna o wartosci 131,74 cechuje si¢ dodatnim wspotczynnikiem, sugerujac rosnaca

intensywnos$¢ w miar¢ zwickszania si¢ PC;.
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Taki rozkltad wspotczynnikow moze odzwierciedlaé pewien podstawowy gradient zmian
metabolicznych lub chemicznych, w ktorym wzrost intensywnosci jednych sktadnikow jest skorelowany ze

spadkiem innych.

Groupa
Dystrofia
Kontrola
Miopatia
Zanik

o000

PC3(13,7%)

Rysunek 6.6 Trojwymiarowa projekcja wynikéw analizy glownych sktadowych PCA, przedstawiajaca rozktad probek
wzgledem trzech komponentow (PC; = 40,91%, PC; = 19,11%, PC3 = 13,66%) . Kazdy punkt odpowiada jednemu
badanemu obszarowi ROI, a kolory oznaczaja przynalezno$¢ do grup eksperymentalnych.

Drugim istotnym wymiarem analizy jest PC, w ktorym kluczowg role odgrywaja m/z 38,96, 44,01,
58,01, 67,02 i 262,47 - wszystkie cechujace si¢ dodatnimi wspolczynnikami. Oznacza to, ze wzrost
intensywnosci tych sygnatow przesuwa probki w kierunku wyzszych warto$ci PC,. Mozna przypuszczac,
ze PC; odzwierciedla niezalezny od PC1 proces biologiczny czy chemiczny, ktory wyrdznia probki z innej
perspektywy.

W przypadku trzeciego komponentu PCs kluczowe znaczenie maja zmienne m/z 768,02, 100,06,
281,02, 23,00 oraz 94,86. W tym wymiarze obserwujemy bardziej zr6znicowane wzorce, niektore zmienne
wykazujg wzrost intensywnosci wraz ze wzrostem PCs, inne natomiast maleja, co sugeruje bardziej zlozong
dynamike procesow lezacych u podstaw tych sygnatow.

Podsumowujac, trojwymiarowa analiza pozwolita na wyjasnienie ponad 70% catkowitej wariancji
danych, co §wiadczy o wysokiej efektywnosci metody w uchwyceniu najistotniejszych wzorcow oraz réznic
miedzy probkami. Ograniczenie analizy jedynie do dwoch wymiaréw skutkowatoby istotng utratg
informacji, poniewaz trzeci komponent thumaczy znaczaca cz¢$¢ zmiennosci danych. W konsekwencji

redukcja wymiarowosci do przestrzeni 2D obnizytaby zdolno$¢ modelu do pehiejszego odwzorowania
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struktury danych, prowadzac do uproszczenia i potencjalnego pominigcia kluczowych wzorcow
roéznicujacych probki. W zwigzku z tym zastosowanie tréjwymiarowej analizy nie jest jedynie narzgdziem
wizualizacji, ale stanowi rowniez efektywna metode identyfikacji i interpretacji biologicznych sygnalow

ukrytych w danych spektralnych.

Tabela 6.7 Wspoélczynniki tadunkéw zmiennych m/z na pierwsze trzy gtéwne sktadowe (PCi, PC,, PC3) uzyskane
podczas analizy PCA

m/z PC, PC; PCs
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 obejmujacych wartosci

m/z wyodrgbniono trzy gtowne osie dyskryminacji (LDi, LD,, LD3), ktore tacznie ttumacza niemal 100%
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wariancji mi¢dzygrupowej - odpowiednio: LD, odpowiada za 69,80%, LD, za 19,69%, a LD za 10,51%
(rysunek 6.7). Tak wysoki skumulowany udzial wariancji $wiadczy, ze zastosowanie rzutowania danych na
przestrzen trdjwymiarowa pozwala niemal w petni uchwyci¢ strukture miedzygrupowa oraz skutecznie
rozrozni¢ klasy. Ograniczenie analizy do dwoch wymiaréw skutkowaloby utrata ponad 10% informacji
dotyczacej struktury miedzygrupowej, co w konteks$cie interpretacji statystycznej i biologicznej moze miec¢

istotne konsekwencje dla jakos$ci i trafno$ci wnioskow.
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Rysunek 6.7 Wizualizacja przestrzeni dyskryminacyjnej uzyskanej w wyniku analizy LDA. Wykres prezentuje
rozmieszczenie probek wzgledem trzech pierwszych funkcji dyskryminacyjnych: LD, (69,80% wyjas$nianej wariancji
migdzygrupowej), LD, (19,69%) oraz LD; (10,51%).

Pierwsza o$ dyskryminacyjna LD; odpowiada za najwigksza czg$¢ zrdznicowania danych,
wyjasniajac 69,80% wariancji migdzygrupowej. Sposrod o najsilniejszym wplywie na LD; wyrdzniajg si¢
wartosci: 23,00 (+264,1), 86,06 (+254,5), 768,02 (+197,0), 67,02 (+182,6) oraz 44,01 (+110,8). Dodatni
znak wspolczynnika wskazuje, ze wzrost intensywnos$ci tych sygnatéw przesuwa probki w kierunku
wyzszych warto$ci LD;, co moze stanowi¢ ceche charakterystyczng dla okreslonej klasy probek. Z kolei
zmienne cechujgce si¢ silnie ujemnymi wspolczynnikami wzgledem LD, to: 184,01 (-273,6), 262,47
(-209,4), 38,96 (-197,0), 55,02 (-135,2) oraz 224,06 (-114,8). Wysoka intensywno$¢ tych sygnatow wigze
si¢ z przesunigciem probek w przeciwnym kierunku osi LD, co sugeruje ich przynalezno$¢ do odrgbnej,
kontrastujacej grupy. Takie rozdzielenie wartosci LD; moze wskazywaé na podzial na dwa zestawy
markeré6w chemicznych lub biologicznych, ktore moga odzwierciedla¢ roznice metaboliczne,
toksykologiczne badz $rodowiskowe. Druga o$ dyskryminacyjna LD,, wyjasniajaca 19,69% wariancji

miedzygrupowej, charakteryzuje si¢ przede wszystkim dodatnim wplywem 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 intensywnos$ci przesuwa
probki w kierunku wyzszych warto$ci LD, Zmienne o wspotczynnikach 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). LD, prawdopodobnie opisuje inny,
niezalezny od LD; wymiar zmiennosci, uwzgledniajacy bardziej subtelne rdznice biologiczne lub
fizykochemiczne, ktore nie zostaty uchwycone przez pierwsza o$ dyskryminacyjna.

Trzeci komponent LDs, odpowiadajacy za 10,51% wariancji migdzygrupowej, rowniez wnosi
istotne informacje. Zmienne o najwickszym dodatnim wptywie to m/z: 262,47 (+149,5), 184,01 (+121,6),
224,06 (+90,5), 55,02 (+101,1) 1 103,95 (+47,6). Z kolei najsilniejsze ujemne wspdtczynniki 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). LD; moze
odpowiada¢ za roznicowanie mniej oczywistych podziatow wewnatrz grup lub wskazywaé na wtorne
markery biologiczne.

Zestawienie warto$ci wspotczynnikow dla poszczegdlnych osi dyskryminacyjnych znajduje si¢
w tabeli 6.8, natomiast wizualizacja wynikow znajduje si¢ na rysunku 6.6. Zastosowanie trojwymiarowej
projekcji LDA umozliwito uchwycenie ztozonych relacji migdzy zmiennymi m/z a badanymi grupami
probek. Dzigki wysokiemu udziatowi wariancji przez pierwsze trzy dyskryminanty, przestrzen ta pozwala
na pelniejszg interpretacje danych oraz identyfikacje potencjalnych biomarkerow réznicujacych klasy.
Ograniczenie analizy do dwoch wymiarow skutkowaloby utratg istotnych informacji, co podkresla warto$¢
modelu 3D w kontekscie eksploracji i interpretacji danych biologicznych, chemicznych czy
srodowiskowych.

W niniejszej analizie zastosowano zaréwno analize gldwnych sktadowych PCA, jak i liniowa
analize dyskryminacyjng LDA w celu redukcji wymiarowosci danych oraz identyfikacji kluczowych
zmiennych m/z, réznicujacych badane grupy. Obie metody przeksztalcajg oryginalng przestrzen zmiennych
do nowej, zredukowanej przestrzeni, lepiej oddajacej istotne wzorce ukryte w danych. Pomimo wspdlnego
celu, metody te roznig si¢ podejsciem: PCA maksymalizuje calkowita wariancj¢ bez uwzglednienia
informacji o przynaleznosci klasowej, natomiast LDA optymalizuje separacje miedzy grupami. Roznice te

znalazly odzwierciedlenie w charakterze i interpretacji uzyskanych komponentow.

Tabela 6.8 Wspotczynniki tadunkéw zmiennych m/z na pierwsze trzy glowne sktadowe (LDA, LD2, LD3) uzyskane
w analizie LDA.

m/z LD LD; LDs
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 LD, LD, LDs

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 wlasciwych pomiaréw zastosowano metodologi¢ opracowana na podstawie wynikow
przedstawionych w rozdziale 5.4.2. Zgodnie z opisanym protokotem, tkanki pobrane podczas biopsji byty
przechowywane w ciektym azocie. Przed przystapieniem do pomiaréw probki przenoszono najpierw do
lodowki, a nastgpnie do temperatury pokojowej, gdzie umieszczano je w eksykatorze na 45 minut.

Do przygotowania matryc zastosowano dwa roztwory: pierwszy stanowil 25 mg/ml DHB
rozpuszczonego w 50% MeOH z dodatkiem 0,2% TFA, natomiast drugi to 2,5 mg/ml DAN w 50% ACN.
Natezenie rozpylania matrycy bylo regulowane, rozpoczynajagc od 10 pul/min, a konczac na 60 pL/min.
Dysza nanoszaca matryce pracowata z odstepem liniowym 2 mm oraz predkoscig 600 mm/min. Dla matrycy
DHB natozono 12 warstw przy ustawieniu parametru z = 5, natomiast dla DAN zastosowano 16 warstw
przy z = 1. Pomiary przeprowadzono dla kazdego skrawka z uzyciem rastra o wymiarach 50 x 50 punktow.

W celu poréwnania widm dla kazdej probki zastosowano po 302 strzaly lasera, co odpowiadato liczbie
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impulsow niezb¢dnych do pelnego pokrycia najmniejszego obszaru skrawka tkanki. Taki dobor parametrow
zapewnit spdjnosc¢ i powtarzalnos¢ wynikow.

W celu zobrazowania obszarOw pomiarowych, na rysunku 6.8 przedstawiono zestawienie
skrawkow tkanki mig$niowej przygotowanej do analizy w trybach pozytywnym oraz negatywnym MALDI.

Fragmenty oznaczone kolorami odpowiadaja obszarom o tej samej powierzchni, ktére zostaty wybrane do

dalszej analizy.

Rysunek 6.8 Zestawienie skrawkow migsniowych wykorzystanych w pomiarach: (u géry) widok skrawkoéw w trybie
pozytywnym z uzyciem matrycy DHB, (na dole) widok skrawkoéw w trybie negatywnym z uzyciem matrycy DAN.
Kolorowe obszary oznaczaja fragmenty o tej samej powierzchni, poddane analizie metodg MALDI.

W tabeli 6.9 przedstawiono zestawienie wszystkich probek uwzglgdnionych we wilasciwej analizie
wykorzystujacej metodg MALDI. Ujeto w niej dane dotyczace numeru probki (zgodnie z oznaczeniami
w systemie FlexImaging), przypisanej grupy badawczej i postawionego rozpoznania histopatologicznego.
Probka numer 05, mimo ze poczatkowo zostala zaliczona do grupy miopatii, zostala ostatecznie wykluczona
z analizy koncowej ze wzgledu na podejrzenie choroby Pompego, ktéra charakteryzuje si¢ odmiennym
i Scisle okreslonym mechanizmem patogenetycznym. Ze wzgledow poznawczych uwzgledniono ja jednak
w etapie wstepnych porownan, w celu oceny, czy jej profil molekularny wykazuje cechy zblizone do

miopatii 1 dystrofii, czy tez tworzy wyraznie odrgbng kategori¢, co moglto dostarczy¢ dodatkowego
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kontekstu interpretacyjnego dla wynikow analizy. Wszystkie probki pochodzity od mezczyzn z szerokiego

zakresu wiekowego, od 27 do 65 lat.

Tabela 6.9 Zestawienie probek wykorzystanych w analizie wraz z podstawowymi informacjami klinicznymi
i histopatologicznymi. Kolumny tabeli zawieraja kolejno: numer ROI z systemu FlexImaging (zaréwno dla trybu
pozytywnego jak i negatywnego), numer probki, przypisang grupe analityczng oraz rozpoznanie histopatologiczne.

Numer ROI Numer ROI

(matyca DHB)  (matryca DAN) Numer probki Rozpoznanie Grupa

Brak jednoznacznych zmian

ROIO1 ROI11 01 . Kontrola
patologicznych
ROI02 ROI09 02 Miopatia Miopatia
ROIO03 ROI08 03 Obraz niejasny, niecharakterystyczny Kontrola
ROI04 ROI07 04 Dystrofia Dystrofia
05 05 05 Podejrzenie choroby Pompego Miopatia
ROI09 ROI12 06 Miopatia Miopatia
Cechy miopatii o niewielkim
ROIO0S ROI13 07 nasieniu i niecharakterystycznym Miopatia
obrazie
ROI06 ROI14 08 Dystrofia Dystrofia
ROI07 ROI15 09 Miopatia Miopatia
ROIOS8 ROI16 10 Miopatia Miopatia

6.3.2. Analiza PLS

Zestawienie probek znajdujace si¢ w tabeli 6.7 stanowito punkt wyjscia dla kolejnych etapow
analizy statystycznej. Probki przypisano poczatkowo do trzech grup badawczych w oparciu o wyniki
diagnostyki klinicznej i histopatologicznej, co umozliwito zastosowanie metody najmniejszych kwadratow
czastkowych (ang. Partial Least Squares, PLS) w celu wykrycia lipidow istotnie rdznicujacych grupy.

Analiza zostata przeprowadzona z uwzglednieniem krytycznej oceny jakosci danych. W celu zapewnienia
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wysokiej jako$ci i wiarygodnosci wynikow analizy wielowymiarowej. Probki wykazujace najwicksze
odchylenie od trendu obserwowanego w obregbie poszczegdlnych grup zostaty wykluczone z dalszych
etapow opracowania danych. Decyzja o ich eliminacji miala na celu ograniczenie ryzyka wystgpienia
btedéw interpretacyjnych oraz zminimalizowanie wptywu warto$ci odstajacych, ktore moglyby w istotny
sposob zaktocié strukture danych wejsciowych. Jest to szczegdlnie istotne w przypadku zastosowania
modelowania PLS, gdzie obecno$¢ probek skrajnie odstajagcych moze prowadzi¢ do powstania modelu
obcigzonego, o obnizonej zdolno$ci predykcyjnej i mniejszej warto$ci diagnostycznej.

Na podstawie analizy uzyskanych widm masowych dokonano wstepnej selekcji probek w celu
poprawy jako$ci modelu statystycznego. Dla trybu dodatniego zidentyfikowano dwie probki: ROIOI1
ROI07, ktore wykazywaly istotne odchylenie od charakterystyki widm pozostalych probek. Graficzne
przedstawienie opisanego zréznicowanie w widmach zostalo zaprezentowane na rysunku 6.9. Probki te
zostaty wykluczone z dalszej analizy, co pozwolito ograniczy¢ wptyw wartosci odstajacych mogacych
zafatszowac¢ wyniki modelowania. Dodatkowo, na podstawie profilu widma oraz wysokiego podobienstwa
do pozostatych widm grupy miopatii, probka ROIO3 (pierwotnie zaklasyfikowana do grupy kontrolnej)
zostata przypisana do tej wiasnie grupy, co umozliwito pelniejsze odwzorowanie wewngtrznej zmiennosci.
W przypadku grupy zawierajacej probki o znamionach dystrofii eliminacja probki 05, ktora istotnie
odbiegata od charakterystyki pozostatych probek w grupie, umozliwita uzyskanie modelu

o satysfakcjonujacych parametrach statystycznych.
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Rysunek 6.9 Graficzne zestawienie charakterystyki otrzymanych widm MALDI dla trybu dodatniego umozliwiajace
wizualne okreslenie probek charakteryzujacych si¢ najwigkszym odchyleniem od ogélnego trendu widmowego.

Poczatkowo podjeto probe modelowania przy uzyciu trzech odr¢gbnych grup odpowiadajacych
r6znym stanom biologicznym. Jednakze z perspektywy statystycznej okazalo sie, ze jedna z grup cechowata

si¢ znaczng rozbieznoscig wewnatrz swojej struktury, co przektadato si¢ na trudnosci w budowie stabilnego
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1 wiarygodnego modelu. Obecnos¢ probek o wyraznie odstajacych profilach widmowych powodowata
wzrost wariancji wewnatrzgrupowej, ostabiajgc tym samym zdolno$¢ modelu do efektywnego rozrozniania
pomiedzy wszystkimi trzema stanami. W zwigzku z tym zdecydowano si¢ na ograniczenie analizy do dwoch
grup, co pozwolilo zmniejszy¢ wplyw wartosci odstajacych oraz poprawi¢ parametry statystyczne modelu.
Takie rozwigzanie zapewnito lepsza dyskryminacj¢ i bardziej wiarygodne wyniki, stanowigce solidng
podstawe do dalszych analiz. Ostatecznie do grupy miopatii zostaty zaklasyfikowane nastgpujace probki:
ROI02, ROI03, ROI0OS, ROIO8, ROI09. Natomiast do grupy dystrofii niezmiennie zaliczono ROI04 oraz
ROI06. Ostatecznie, dla opisanych dwoch grup skonstruowano model PLS, ktory wyjasniat 98% wariancji
w probcee, przy bledzie predykcji wynoszacym 0,359 i1 optymalnej liczbie zmiennych latentnych (ang. latent
variables, LV) rownej 4, w zakresie m/z 700 - 1000 charakterystycznym dla sygnatur lipidowych w trybie
dodatnim. Opisana zalezno$¢ zostala zaprezentowana na rysunku 6.10. Model zostal zweryfikowany za
pomoca osmiokrotnej walidacji krzyzowej, polegajacej na podziale danych na osiem podzbiorow. W kazdej
iteracji trenowano model na siedmiu z nich, a testowano na pozostalym, co umozliwito ocen¢ stabilnosci
i zdolnos$ci do generalizacji. Uzyskana doktadno$¢ klasyfikacji na poziomie okoto 94% swiadczy o wysokiej
skutecznosci modelu w rozréznianiu badanych probek oraz o efektywnym wykorzystaniu informacji
zawarte] w wybranym zakresie spektralnym.

Analiza PLS umozliwita wskazanie charakterystycznych pikéw masowych, ktére najpeniej
odzwierciedlaty réznice w profilu lipidowym probek. Warto podkresli¢, ze do tego etapu identyfikacja
zwigzkow chemicznych opierala si¢ wytacznie na warto$ciach m/z, co pozwalato jedynie na wskazanie
potencjalnych kandydatow do dalszej analizy. Wykonanie analizy PLS miato na celu wskazanie sygnatow

o najwigkszym znaczeniu w kontekscie rozréznienia badanych grup biologicznych.
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Rysunek 6.10. Zalezno$¢ liczby zmiennych latentnych od wyjasnionej wariancji modelu PLS. Po lewej znajduje si¢
charakterystyka modelu wykorzystanego dla trybu dodatniego w zakresie m/z od 700 do 1000, natomiast po prawej
znajduje si¢ charakterystyka dla trybu negatywnego w zakresie m/z od 700 do 1800.

Do najbardziej istotnych pikow nalezaty sygnaly o warto$ciach m/z: 798,54; 799,54; 782,50;
780,60; 824,70; 796,20; 758,80; 808,60 oraz 825,60, przy czym pik o wartosci m/z 798,6 wykazat najwyzsza
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istotnos¢. Oznacza to, ze jest to najwazniejszy sygnat roznicujacy grupy badanych probek i moze stanowic
potencjalny biomarker. Wskazane wartos$ci postuzyly jako podstawa do przeprowadzenia fragmentacji
tandemowej (MS/MS), majacej na celu potwierdzenie struktury molekularnej wytypowanych zwigzkow
oraz ich znaczenia w roznicowaniu analizowanych probek. W tabeli 6.10 zamieszczono zestawienie
sygnatéw zarejestrowanych w trybie jonizacji dodatniej, wraz z lista mozliwych przypisan zwiazkdéw
lipidowych z zachowaniem niepewnosci masy wynoszacej + 0,5 m/z, przypisang formuta chemiczng, oraz
powigzanym jonem. Do wykorzystania tego zestawienia postuzono si¢ bazg danych LIPID MAPS®
(LMSD). Jest to relacyjna baza danych zawierajaca struktury i adnotacje biologicznie istotnych lipidéw. Na
dzien dzisiejszy baza LMSD zawiera 49792 unikalnych struktur lipidowych, co czyni ja najwigksza
publiczna baza danych zawierajaca wylacznie lipidy na $wiecie.

Tabela 6.10 Zestawienie potencjalnych zwiazkow lipidowych odpowiadajacych poszczegodlnym m/z. Uwzgledniono

tolerancje pomiarowg = 0,5 Da (co odpowiada +0,5 m/z przy ladunku 1%). Przypisanie potencjalnych struktur
lipidowych wykonano na podstawie bazy LMSD (LIPID MAPS® Structure Database).

m/z

[£0.5 Da] Jonizacja Mozliwe zwigzki lipidowe

PC 373, PE 40:3, PC 0O-38:3, HexCer 40:2;03, PC 36:4;0, PS 0O-384,

.
IMFHT™ | s Cer 41:1:02, PS 37:4

HexCer 37:0;04, PC 35:0, PE 38:0, PC 0-36:0, PE 0-39:0, PS O-36:1, PE O0-40:7,

.
798,61 | [M#Nal" | bo'3s.) "pe 367, PE 39:7. PS 36:8

PC 0O-35:1, PE O-38:1, HexCer 36:1;04, PC 34:1, PE 37:1, PS O-35:2, PS 34:2,

.
[MFKT" | pE 358

[M+H]" | PA 43:2; PG 38:4; PI 28:2;03;

799,61 [M+Na]" | PG 0O-37:1; PG 36:1; PA 42:6; P 30:3

[M+K]" | PA O-41:0; CerP 40:1;03; PA 40:0; PG 0-36:2; PA 0-42:7; PG 35:2; PA 41:7

[M+H]" | PE 38:5;0; PS 36:5; PC 36:4; PE 39:4; PC O-37:4; PE 0-40:4; HexCer 40:2;02

PS 0-35:2; PS 34:2; PC 34:1; PE 37:1; HexCer 36:1;04; PE 38:8; PC 0-35:1;

.
782,53 [MHNa]" | oe 5 3¢

[M+K]" | PC 0-34:2; PE 0-37:2; PC 33:2; PE 36:2; HexCer 36:1;03; PS 0-34:3; PS 33:3

[M+H]" | PE 0-40:5; PC 36:5; PE 39:5; PE 38:6;0; PS 36:6

HexCer 38:0;02; CerP 44:1;02; HexCer 37:1;03; PC O-35:2; PE 0O-38:2; PC 34:2;

.
780,67 [M+Na] PE 37:2; PS O-35:3; PS 34:3; PE 38:9
[M+K]* HexCer 37:1;02; HexCer 36:2;03; PC 0-34:3; PE O-37:3; PC 33:3; PE 36:3;
PS O-34:4; PS 33:4
[M+H]" | PC 0-40:4; PC 39:4; PE 42:4; PS 0-40:5; PS 39:5
824,68

[M+Na]" | PC 0-38:1; PE O-41:1; PC 37:1; PE 40:1; PS 0-38:2; PS 37:2; PC 38:8; PS 38:9
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m/z

[£0.5 Da Jonizacja Mozliwe zwiazki lipidowe
[M+K]* HexCer 40:0;02; HexCer 39:1;03; PC 0-37:2; PE 0-40:2; PC 36:2; PE 39:2;
PS O-37:3; PS 36:3; PE 40:9
[M+H]* | PC O-38:4; HexCer 41:2;02; PC 37:4; PE 40:4; PS O-38:5; PS 37:5
[M+Na]* HexCer 38:0;03; PC 0O-36:1; PE O-39:1; PC 35:1; PE 38:1; PS O-36:2; PE 0-40:8;
796,64 PS 35:2; PC 36:8; PE 39:8
[M+K]* HexCer 38:0;02; CerP 44:1;02; HexCer 37:1;03; PC O-35:2; PE 0-38:2; PC 34:2;
PE 37:2; PS O-35:3; PS 34:3; PE 38:9
[M+H]* PC 0-35:2; PE 0-38:2; HexCer 37:1;03; PC 34:2; PE 37:2; CerP 44:1;02;
HexCer 38:0;02; PS O-35:3; PS 34:3; PE 38:9
758,60

[M+Na]* | PS 0-33:0; PS 32:0; PE 36:6

[M+K]* | PC 0-32:0; PE 0-35:0; PC 31:0; PE 34:0; PS O-32:1; PS 31:1; PC 28:3;03

[M+H]* | PS 38:6; PE 40:6;0; PC 38:5; PE 41:5; PE 0-42:5

PS 36:3; PS 0O-37:3; PE 40:9; PC 36:2; PE 39:2; PC 0O-37:2; PE 0-40:2;

.
808,52 | [M#Nal" | 1y Cer 39:1:03: HexCer 40:0:02

[M+K]" | PC 35:3; PE 38:3; PS 0-36:4; PC 0-36:3; HexCer 38:2;03; PS 35:4; HexCer 39:1,02

[M+H]" [ PI33:0; PG 40:5; PI O-34:0; PI 30:3;03

825,52 [M+Na]" | PA 44:7; PG 38:2; P132:4; PG 0-39:2; PA 43:0

[M+K]" | PG 37:3; PG O-38:3; PA 42:1

Przedstawione dane zawierajg liste przyktadowych zwigzkéw lipidowych potencjalnie
odpowiadajacych wykrytym sygnatom m/z w analizowanych skrawkach tkanek migsniowych. Etap ten
stanowit punkt wyjscia do dalszej interpretacji profilu lipidowego, w tym identyfikacji zwigzkow na
podstawie uzyskanych widm fragmentacyjnych. Dodatkowo, w celu utatwienia interpretacji wynikow,
zastosowane oznaczenia w nazwach uzytych w tabeli 6.10 1 6.11 (np. PC, PE, PS) wraz z ich pelnymi
nazwami oraz ich charakterystyka zostaty przedstawione w tabeli 6.12.

W przypadku trybu negatywnego postapiono analogicznie. W przeprowadzonej analizie
wykorzystano jednak szerszy zakres mas jonéw od 700 do 1800 m/z. Po wstepnym podziale danych
obejmujacym wykluczenie préb ROIO5 oraz ROI15 opracowano model PLS z trzema zmiennymi
latentnymi (LV = 3), ktory wyjasnial 96% catkowitej wariancji w danych (rysunek 6.10). Btad klasyfikacji
modelu, oceniony na podstawie procedury walidacji krzyzowej wynosit 0,49, co $wiadczy o umiarkowanej
zdolno$ci rozrézniania klas. Opisana analiza w szerokim zakresie masowym pozwolita na identyfikacje

szesciu pikow potencjalnie réznicujacych m/z 700,45, 723,43, 744,49, 750,50, 766,53, oraz 885,50.
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Tabela 6.11 Zestawienie potencjalnych zwiazkow lipidowych odpowiadajacych poszezegdlnym m/z. Uwzglgdniono
tolerancj¢ pomiarowa + 0,5 Da (co odpowiada +0,5 m/z przy tadunku 17). Przypisanie potencjalnych struktur
lipidowych wykonano na podstawie bazy LMSD (LIPID MAPS® Structure Database).

[+- IS/SZ Da] Jonizacja Mozliwe zwiazki lipidowe

[M-H] PS 30:3; PE 33:2

700,45
[M+CI] PS O-28:0
[M-H] PI126:1

723,43
[M+CI] PG 30:3; PA 35:1

744,49 [M-H] PS 33:2; PS 0-34:2
[M-HT PE 37:5; PE O-38:5;

750,50
[M+CI] PC 31:2; PE 34:2; PC O-32:2; PE O-35:2
[M-H] PE 38:4; PE 0-38:5;0; PS O-36:5

766,53
[M+CI] HexCer 34:1;04; PC 32:1; PE 35:1; PC O-33:1; PE O-36:1
[M-HT PI 38:4

885,50
[M+CI] PI35:1; PG 42:6

Uzyskane wyniki wskazuja na obecnos¢ lipidowych jonow, ktore potencjalnie roznicuja
analizowane klasy tkanek. Jednak analiza obrazow jonowych w trybie ujemnym MALDI nie wykazata
istotnego zréznicowania ich przestrzennego rozmieszczenia na skrawkach migsni. W zwigzku z tym, aby
unikng¢ fragmentacji o niskiej przydatnosci analitycznej i analiz MS/MS o niskim potencjale

informacyjnym, zdecydowano si¢ nie kontynuowac¢ dalszej analizy w trybie ujemnym.

Tabela 6.12 Zestawienie oznaczen klas lipidow zastosowanych w analizie wraz z ich pelnymi nazwami oraz opisem
gtownych funkcji biologicznych.

Klasa Pelna nazwa Charakterystyka

dominujacy fosfolipid bton komorkowych, gtéwny sktadnik bton
PC fosfatydylocholina migéniowych, moze mie¢ wplyw na wzrost miesni szkieletowych, skurcz,
wydajnos¢ wysitkowa 1 metabolizm glukozy [120-122]

sktadnik bton mitochondrialnych, moze mie¢ wptyw na wzrost migsni

PE fosfatydyloamina szkieletowych, skurczu, wydajnosci wysitkowej i metabolizmie glukozy
[120]
PS fosfatydyloseryna determinuje wychwyt komoérek apoptotycznych, petni funkcje

sygnalizacyjne [123]

jest prekursorem lipidow btonowych, peini role sygnatowa (posredniczy w

PA kwas fosfatydowy aktywnosci sygnalizacji biatkowej) [124, 125]
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Klasa Petna nazwa Charakterystyka

PG fosfatydyloglicerol jest prekursorem kardiolipiny (sktadnika bton mitochondrialnych) [126]
jest sktadnikiem btony komdrkowej i prekursorem fosfoinozytydow, ktore sa
PI fosfatydyloinozytol kluczowe w sygnalizacji komorkowej, transporcie bton i regulacji biatek
[126]

wystepuje wylacznie w btonach mitochondrialnych mitochondria, pelnia

cL kardiolipina kluczowa role w zachowaniu ich funkcji oddechowej [126]

znajduje¢ si¢ w zewnetrznej warstwie btony komorkowe;j, bierze udziat w

SM sfingomiclina miedzybtonowym szklaku sygnatowym [127]

wystepuje w btonach biologicznych, szczegdlnie w osrodkowym uktadzie
HexCer glukozyloceramid nerwowym, kluczowy w przekazywaniu sygnatow i regulacji proceséw
komoérkowych [128]

wtorny przekaznik sygnatowy, ktory wspiera proliferacje, hamuje apoptoze i

CerP/CIP | ceramid-1-fosforan reguluje odpowiedz zapalng [129—131]

6.3.3. Fragmentacja MS/MS w trybie dodatnim

Metoda spektrometrii tandemowej (MS/MS) umozliwia fragmentacj¢ jondw macierzystych, co
pozwala na uzyskanie widm fragmentacyjnych zawierajacych informacje o strukturze chemicznej
analizowanych substancji, takich jak np. lipidy. Interpretacja otrzymanych widm opierata si¢ na poréwnaniu
z danymi dostgpnymi w specjalistycznych bazach lipidomicznych, takich jak LMSD (LIPID MAPS®
Structure Database) [132], co umozliwito przypisanie poszczegdlnych sygnalow do konkretnych klas
lipidow oraz ich przewidywanych struktur czasteczkowych. Takie podej$cie pozwolilo potwierdzi¢, ze
sygnaly masowe wytypowane przez model PLS rzeczywiscie odpowiadaja zwiazkom lipidowym.
Zidentyfikowane lipidy moga odgrywac¢ kluczowa role biologiczng jako potencjalne biomarkery
roznicujace poszczegoélne stany patologiczne analizowanych probek. Ich obecnos$¢ oraz zmienno$¢
ilosciowa i jakosciowa moga dostarcza¢ cennych informacji na temat molekularnych mechanizmoéow
lezacych u podstaw rozwoju badanych schorzen, co podkresla ich znaczenie w kontekscie diagnostyki oraz
potencjalnych zastosowan terapeutycznych.

W celu potwierdzenia przypisania jonéw m/z uzyskanych podczas analizy MALDI w trybie
dodatnim do konkretnych lipidow, przeprowadzono réwniez analize¢ fragmentacyjng (MS/MS) w tym
samym trybie, co umozliwito doktadng identyfikacje zwigzkoéw oraz weryfikacje obserwowanych réznic
w sktadzie lipidowym miedzy probkami.

Sygnal o m/z 798,54 zostat przypisany do fosfatydylocholiny PC (34:1) w formie adduktu z jonem
potasu [M+K]+, a jego identyfikacje potwierdzono na podstawie fragmentow zgodnych z literaturowymi
wzorcami. Obecno$¢ piku izotopowego przy m/z 799,54, wynikajacego z naturalnego rozktadu

izotopowego, dodatkowo potwierdza poprawnos¢ przypisania. Sygnat o m/z 782,50 odpowiada tej samej
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czgsteczce (PC 34:1), lecz zjonizowanej jako adukt z jonem sodu [M+Na]+, natomiast m/z 780,60
przypisano PC (16:0 18:2) w formie protonowanej [M+H]+. Wsrod pozostatych zidentyfikowanych
sygnatéw znalazly si¢ m.in. PC (36:2) jako adukt z jonem potasu (m/z 824,70), PC (34:2) z jonem
potasowym (m/z 796,20) oraz PC (34:2) w formie protonowanej (m/z 758,80). Sygnal o m/z 808,60 zostat
przypisany PC (36:2) z jonem sodowym [M+Na]+, a pik izotopowy przy m/z 825,60 stanowi potwierdzenie
naturalnego wzorca izotopowego dla tej czasteczki.

Zestawienie uzyskanych widm fragmentacyjnych, przedstawione na rysunku 6.11, potwierdza
obecnos¢ form fosfatydylocholiny, zréznicowanych pod wzgledem dhugosci i stopnia nienasycenia
tancuchoéw acylowych, jak rowniez roznych typow adduktow jonowych ([M+H]', [M+Na]", [M+K]").
Obecno$¢ charakterystycznych fragmentow czasteczek fosfolipidowych oraz pikéw izotopowych stanowi
dodatkowe potwierdzenie trafnosci przypisan strukturalnych. Uzyskane dane stanowig punkt wyjscia do
dalszej interpretacji profilu lipidowego badanych probek migsniowych.

Warto podkresli¢, ze wszystkie sygnaly wytypowane jako réznicujagce pomigdzy analizowanymi
grupami w oparciu o analizg statystyczng i zweryfikowane za pomocg spektrometrii tandemowej, zostaty
przypisane do roznych form fosfatydylocholiny. Wynik ten wskazuje na szczegdlng role tej klasy lipidow
w roznicowaniu standw patologicznych zachodzacych w widknach migsniowych. Obrazy przedstawione na
rysunku 6.12 ukazujg przestrzenny rozktad intensywnosci sygnatow m/z odpowiadajacych wybranym
formom fosfatydylocholiny w siedmiu skrawkach migsniowych poddanych procesowi fragmentacji.
Widoczne zréznicowanie profilu jonowego pomigdzy probkami odzwierciedla potencjalne rdznice
w sktadzie lipidowym zwigzane z ich charakterystyka histopatologiczng. Pozostate probki, ktore nie zostaty

objete analizg fragmentacyjna, przedstawiono kolorem czarnym.
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Rysunek 6.11 Zestawienie uzyskanych widm fragmentacyjnych przy wykorzystaniu technologii LIFT. Wykresy
przedstawiajg kolejno: A - m/z 758,80 [M+H]" (PC 34:2), B - 780,60 [M+H]* (PC 16:0 18:2), C - 782,50 [M+Na]*
(PC 34:1), D - 796,20 [M+K]* (PC 34:2), E - 798,54 [M+K]" (PC 34:1), F - 799,54 - pik izotopowy odpowiadajacy E,
G - 808,60 [M+Na]* (PC 36:2), H - 824,70 [M+K]" (PC 36:2), I - 825,60 - pik izotopowy odpowiadajacy H.

Fosfatydylocholina stanowi dominujacy skfadnik blon komoérkowych, w tym blon siateczki
sarkoplazmatycznej, odpowiadajacej za gospodarke jonowa, takich jak ATP-aza wapniowa. Wlasciwy
poziom fosfatydylocholiny PC oraz jej charakterystyczny profil kwaséw tluszczowych sg kluczowe dla
utrzymania efektywnego wigzania i transportu jondw wapnia, co bezposrednio warunkuje prawidtowy cykl
skurczu i rozkurczu mig$nia. Zmiany w sktadzie PC, obejmujace dlugos¢ tancuchéw kwasow thuszczowych,
stopien ich nienasycenia oraz rodzaj jondéw tworzacych addukty (H', Na®, K"), wplywajg na
fizykochemiczne wtasciwosci blon komorkowych, determinujac m.in. ich ptynnosé¢, elastycznosé oraz
organizacj¢ przestrzenng. Te cechy z kolei oddziatujg na funkcj¢ biatek blonowych, w tym kanatoéw
jonowych i pomp, ktore odpowiadaja za transport jonow i regulacje homeostazy wapniowej w komorkach
miesniowych [121].

W kontekscie chorob migsni, takich jak dystrofie, zaburzenia sktadu PC moga prowadzi¢ do
uposledzenia funkcji siateczki sarkoplazmatycznej, przedstawiajacego si¢ w postaci m.in. zmniejszonej
zdolnos$ci do wigzania i uwalniania wapnia, co skutkuje nieprawidtowym przebiegiem skurczu migsnia.
W zwigzku z tym, analiza profilu PC dostarcza istotnych informacji na temat stanu funkcjonalnego tkanki
mig$niowej oraz pozwala na lepsze zrozumienie molekularnych mechanizméw patologicznych lezacych
u podstaw roznic obserwowanych w badanych probkach [133]. Co jest zgodne z otrzymanymi wynikami
analizy przeprowadzonej niniejszej rozprawie.

Proces dwustopniowej analizy, laczacy podejscie statystyczne z doktadna identyfikacja
molekularng, jest niezbedny do zapewnienia wysokiej jakosci i wiarygodnos$ci interpretacji danych
lipidomicznych. Tego rodzaju kompleksowe podejscie pozwala na wiarygodna identyfikacje biomarkerow
roznicujacych analizowane grupy, a takze na lepsze zrozumienie zmian metabolicznych i molekularnych
towarzyszacych badanym stanom chorobowym. W efekcie, polaczenie selekcji sygnalow na podstawie ich
znaczenia statystycznego z weryfikacja ich struktury za pomoca MS/MS stanowi fundament dalszych badan

1 interpretacji w zakresie lipidomiki oraz biologii molekularne;j.
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Rysunek 6.12 Mapy rozkladu intensywnosci sygnalow jonowych dla wybranych m/z uzyskanych metoda
MALDI-MSI, przedstawione kolejno: A - m/z 758,80 [M+H]* (PC 34:2), B - 780,60 [M+H]" (PC 16:0 _18:2),
C - 782,50 [M+Na]" (PC 34:1), D - 796,20 [M+K]" (PC 34:2), E - 798,54 [M+K]" (PC 34:1), F - 808,60 [M+Na]*
(PC 36:2), G - 824,70 [M+K]" (PC 36:2).
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7. Whnioski

Przeprowadzone badania, wykorzystujace zaawansowane techniki analityczne (PIXE, SIMS oraz
MALDI-TOF MS), pozwolity na zrealizowanie celéw badawczych przyjetych w rozprawie. Dzieki
przeprowadzonym eksperymentom uzyskano dane, ktore umozliwity identyfikacje potencjalnych markerow
chorob nerwowo-mig$niowych. Zidentyfikowane czynniki réznicujagce miaty charakter zaréwno
pierwiastkowy (w tym K, Cl, P, S, Fe, Zn), jak i molekularny (w szczegdlnosci lipidowy - zwlaszcza
fosfatydylocholina). Zaobserwowane réznice w rozmieszczeniu przestrzennym i stezeniu wybranych
pierwiastkow, oraz w profilach molekularnych analizowanych probek stanowig przestanke do kontynuacji
prac nad wykorzystaniem tych zwigzkéw jako biomarkerow diagnostycznych i1 prognostycznych.
Zastosowane metody badawcze pozwolity na identyfikacj¢ oraz charakteryzacje zmian biochemicznych
w tkankach migsniowych. Wykorzystanie zaawansowanych metod statystycznych umozliwito klasyfikacje
probek oraz identyfikacje zmiennych o najwigkszym potencjale roznicujacym, co szczeg6lnie podkresla
potencjatl zaproponowanego podejscia eksperymentalno-analitycznego w diagnostyce réznicowej chorob
mig$ni.

Nalezy jednak podkresli¢, ze w trakcie realizacji celéw rozprawy napotkano istotne ograniczenia
zwigzane z pozyskaniem odpowiednio licznej i jednorodnej puli probek tkanek miesniowych, ktora
umozliwitaby bardziej kompleksowa oceng réznic miedzygrupowych oraz charakterystyke zmiennosci
wewnatrzgrupowej. Ze wzgledu na fakt, ze ostateczne potwierdzenie rozpoznania chordob nerwowo-
migsniowych czgsto jest mozliwe dopiero po szczegodtowej analizie patomorfologicznej srédoperacyjnie
pobranych bioptatéw, a nawet po wykonani diagnostyki molekularno-genetycznej (obecno$¢ specyficznych
mutacji genetycznych), mozliwo$¢ wczesniejszego zaplanowania i kwalifikacji przypadkéw do badan byta
ograniczona. Okoliczno$¢ ta sprawia, ze pozyskanie adekwatnej puli materiatu badawczego jest procesem
zaréwno czasochtonnym, jak i ztozonym. Ograniczona dostepnos¢ probek wptyneta istotnie na liczebno$¢
analizowanych grup, co przetozylo si¢ na obnizenie mocy statystycznej oraz ograniczylo zakres mozliwej
analizy zmienno$ci wewnatrzgrupowej. Tym samym stanowilo to istotne wyzwanie dla realizacji celow
badawczych w pierwotnie zakladanych ramach czasowych. Nie bez znaczenia pozostaje réwniez
koniecznos$¢ spetnienia wymogdw i procedur bioetycznych. W przyszlosci zasadne bytoby rozszerzenie
zakresu analiz o profilowanie innych klas biomolekul, ze szczegdlnym uwzglednieniem biatek oraz
ztozonych metabolitéw. Poszerzenie tych badan mogtoby si¢ przyczyni¢ do uzyskania petniejszego obrazu
molekularnego zmian patologicznych zachodzacych w tkance migsniowej. Chociaz zagadnienie to
wykracza poza ramy niniejszej rozprawy, jego uwzglednienie w przysztych badaniach, wraz ze
zwigkszeniem liczebnos$ci analizowanego materialu, stanowi uzasadnione rozwinigcie prezentowanego

w tej rozprawie podejscia.
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Podsumowujac, uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja na potencjal integracji technik
spektroskopowych w identyfikacji pierwiastkowych i molekularnych markerow zmian patologicznych
w mieg$niach. Przedstawione podejécie eksperymentalno-analityczne moze znalez¢ zastosowanie zardwno
w diagnostyce wczesnych etapow chordb nerwowo-mig$niowych, jak i w monitorowaniu ich postgpowania
oraz odpowiedzi na zastosowane leczenie. Stanowi rdwniez punkt wyjscia do dalszych badan
interdyscyplinarnych, laczacych metody fizyczne, chemiczne i biologiczne w celu lepszego zrozumienia

mechanizméw chordb migsniowych oraz rozwoju narzedzi wspierajacych medycyne spersonalizowana.
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