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Streszczenie

Mi nSnie szkieletowe pegni N nie tylko funkcj e
proces-w metabolicznymhiS#krclWnyak dysdbraktheachy
zmiany zar-wno w skgadzie nkahkek W atrnymj sgak prpt
opisu tych zmiaj a ki e aakarkazhinz N Sni na ma-tclkoryéhdadanych w chmacH m
di agnostyki schor zeWlg kmerzwoswamion Sdnoi pobraygcohd.c@ g N bnia d
chirurgiczng, kt -ry pierwotnie sguUyaktdirgg mkazysgadoso ne ur
bada& pomocN kil ku uz weksgeymentaljydihd/ykarzystarsoti & c hmesiiskord
promieni owania rentgéBsobwshki ey axy-oMicip@mariie Induced
X-ray Emissioh wspomaganN obr azowa n itransmisgjrejmikraskomipridwes k a n i 1
STIM (ang.Scanning Transmission lon Microscpy s pekt maviN®emnr iwih wmnas ny c h Me
(ang.Secondary lon Mass Spectromgtiyazme t spekirometimaowejz desor pcj N/ joni z
wspomaganN matrycN i anal i zTOF (azgaMatiix-Agsistedellaset u  j
Desorption/lonization Timef-Flight Mass SpectromettyDodat k o wo dla metody \
wykonana analiza widm fragment acy]j (ang.ddserludacgds k any
Fragmentation Technology

Technika Pl XE pogNczona z mikr os kkopcenNacjiiST | M
i dystrybucjiwy br anych pierwiastk-w (m.in. Ca, K, Fe, 4
tkanek ludzkich TechnikaMe V. S1 MS dboafarmaggfi o skgadzi e mo |
rozdzielczoSci N przestr zendodbnomdekuamyehne t a b eofaivt -zva k
jon-wUzupegni aj Nca anaTOE a pazwoly dgjiae mmaMAL@@e kn g ¢ F
mi 1 Sni kwykh et nych czNst ecz ez grupyi fpsfatgdyleclotnh (ang. g § - w
PhosphatidylcholinesPQ) z jednoczesnym okreSleniem ich ad
potwierdzeniestruktury na podstawie wykonanej fragmentacji MS/MS.

Wyni ki analizy dowiodgdgy, Ue gg-wnymi czNstecz
czNsteczki PC. R-Unigy sifni one mindzy sobN dgugo
i rodzajem jonizacji. Taki @ zbngioann yb i nootgaiNp ideprgmyonsti,,
zdol noSi do winizamk @j g omwavn ioe alzi ajek b.Famawygch ni
i stotne wydaj N sifn zalhelmaSisipomi @Bdiz) osk dva dvearp n P 6
prawi dgowy rokknuezz komZialknmyiSkowaypeh.zmi any w
sprzingagdgy sin takUe z zaburzeniami w rozkgdadzie
zaburzenia funkcj.i siateczki sarkopl azmathypc zr €qH

mi nSniowych, gdzie czfAisto daozxyhoidzipd®l esdzaadrkiua azxkd



Caljl, 4. Analiza mol ekul arna i pierwiastkowa umoUl i wi ¢
wskazaga na moUliwe markery funkcjonalnego stanu mi

Otrzymane wyni ki wskgz mobNrGaevafl o gfod tiy dyi leo d tyd lkion

[ regul acyjnN wpgdgywaj Nc na metabolizm kom-r kowy,
w stanach <chorobowych. PogNczenie danych wuzyskany
umo Ul zawsofanigpodej Sci a, kt -re moUe wspieral dalsze pr

zachodzNcych w tkance minSniowej w stanach patolo
[ pierwi ast kowe tmowyNj Ssctiaan odva | p pumkki wani a potencj &
wymagaj N dal szej weryfikacij. w winkszych grupach b

wyni ki st anoaki Nsirf- wryid@ga rekt owy jeSwijaNcdo dal szych bada

pozwoli Jyby na przedoUenie zmian w skadzie |ipid-w
di agnostyczne |l ub terapeutyczne moUliwe do zastosov
Niniejsza praca wskazuj e, Oe wykorzys,tani e z

spektr oskop o visomymkrokiera W analigigskomplikowanychp at o me c haaha z mw w
chorobowych, | adkowani i$SNi olwer oby ne
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Abstract

Skeletal musckenot only perform mechanical functions but also play an important role in regulating
numerous metabolic processes. In variongscular disorders such as dystrophies and myopathies,
alterations are observed in both the molecular and elemental composition of muscl€hisstady aimed
to describe these changes occurring in muscle tissue using human materigdtients examined for the
diagnosis of neuromuscular disorders. Matewals obtained by surgical biopsyriginally used for
neuropathological diagnostics and subsequently usedthisr researchwith the use of several
complementary experimental methods.

The Micro Particle Induced Xay EmissionePIXE was used, along with imaging aided by
Scanning Transmission lon Microscopy STIM, Secondary lon Mass Spectrometry SIMS, and Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization TiwokFlight Mass Spectrometry MALBTOF. Additionally, for
the MALDI method, a fagmentation using tHeaserinduced Fragmentation TechnologhrT method was
performed.

The e PIXE technique, supported by STIM imaging, enabled the quanti@¢teEmination of the
concentration and distribution of selected eleméimduding Ca, K, Fe, and Zn) while preserving the
morphological context of the tissue. M&IMS provided higfresolution spatial information on the
molecular composition, especially lipidsnaltmoleculametabolitesand ions The MALDI-TOF analysis
allowed for the identification of specific lipid moleculawstly from the group ophosphatidylcholines
(PCQ)includi ng their adduct f or tharfrggikentetion pattermsNa structuddl+ K )
identification

The results showed that all discriminative peaks between the study groups corresponded to PC
species. These molecules varied in acyl chain lengtinber ofunsaturatéd bondsandtheionization type.

Such differences may influence the physical and chemical properties of biological membranes, including
membrane fluidity, iorbinding capacity, and the function of membrassociated proteins. In muscle
tissue, these features are partéelyl relevant to calcium handling, which is essential for proper cdianac

and relaxation of muscle fiber€hanges 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 masaanditions where
decreased ATRse activity and reduced calcitlimding capacity are frequently reportddhe performed
analysis allowed for a bettenderstanding of these dysfunctiadhanks tothe combination ofmolecular

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 microscggéctrometriand spectroscopic methods

may beasignificantstep in analyzing complgeathomechanisms such as those occurrimguromuscular

disorders.
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Wstnp

W ostatnich | atach coraz wifiksze znaczenie ptr
bi ol ogi. przestrzennej, gNczNcej informacje o s
w kontekScie strukturalnym i przestrzennym. Tal

zgoUonych zmian zachodzNcych w chorobach tkanek,

okreSlonej czNsteczki, aleskalwinieW fgm komme&Sr
nowoczesnychtechnkpe kt r ometrycznych, moUe pozwolil na uz
zachodzNcych w ludzkiej tkance mifnSniowej

Mi inSnie szkieletowe st @oawiwzgjl & dkelek lmvkisga j wi i
organizmu i odgrywajN nie tylko zasadniczN rolif
gospodar ki energetycznej, met abol i zmu gl ukozy

funkcjonowanie zaleUy oW prechewmjoepychbgul atjukp
zar -wno na poziomie kom-rkowym, jak i subkom-rko
mi nSniowe czy miopate &, wdtoxhlh dgi ode®s aalk, czego s
strukturze i funkcji miiaSni. Wci NU jednak brakuj
mechani zm-w | eUONcych u podstaw tych schorze@ zw

Dzi nki uUOwc isuk aanal mizkyr ometrycznej, praca ta

potencjalnych biomarker-w zmian pat ol o gpiocdzenyScchi a\

badawczego integruj Ncego dane chemiczne, mol el
nowat orskiego zestawu metod moUliwe byJjo uzyskan:
pozostawal mi ie.zpew tnadydymycle technikach analizy masowej. Zrozumienie roli

pierwiast k-owaQl andd wkah arnego skgadu tkanek w pr ¢
jedno z kluczowych wyzwa@® wsp-Jczesmie). Badamidighcyny ,
rozlokowania,koncentracjioraz wz aj emnych interakcj.i w obrnbie z
tyl ko poggnbia naszN wiedzi o biochemicznych mec|
otwiera drzwi do opracowywania nowatorskich strategii diagnostycznych i terapegdiiczn
Dotychczasowe prace badawcze jednoznacznie w:
konkretnych pierwiastk-w, a takUeodizswioctrrcd ediniagli
waUni,mpphNebezpoSredni wpgyw na zaburzenia metab
choroby i stan 3z4Sawiz@gphoNemntwawii[ zwraca rol a |
met abolizm moUe wpgywal na zdolnoSi minSni do |
charakterystycznego dla wiS5eku chor-b neurodegene
W realizacj.i zagoUe® badawczych niniejszej

spektroskopowe i spektrometryczne, pozwal aj Nce n
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Wy korzystano spektroskopin emi syjnN promi eni owani
nadgadowan yarg. Micro Particle Induced Xay Emissiohor az podNczonN z ni N
transmisyjnN mikr @sykSoapning Trgnamission fon IBidfdsdipy c o umo Ul i wi §
iloSciowe obrazowani e rozmieszczeni a pierwiastk:-
mor fol ogicznym. Taki e apvoysNdkANe niji re e miyg e tj drdapowaniad 2w n i

elementarnego przy jednoczesnym zachowaniu strukturalrtejé gr al no Sc i akokejhymz owan e j

Zzastosowanym narzindziem byga s p e tatgrSecandaryrian Massna s o wa

Spectrometry pozwal aj Nca na wni kliwN analizi molekul arnl
masie czNsteczkowej , z rozdziel czoSciU upprezgensiternzieenm |
analizy mol ekul ar nej (and WMatax-Asdisted haseér kDesorptioh/lobiZatjon

szczeg:-lnie cenna w badaniach wukierunkowanych na :
detekcjn, ale takUe charakterystykn strukturalnN

trigl i cer ysdf-iwngol i pi d-6 .c2W kohmdle«ksStcéreolan afl i zowanych

takich jak mi opati e i dystrofie, zmiany w skgadz
kom- rkowych oraz mechanizmy odpowiedzialne za ich
Zastosowanie wyUe|j wymi eni onych met od, umo Ul i w

pomi ary spektroskopowe w skaawniiilkwdN iocesobBmizKodoaonmy
metabolicznych i degeneracyjnysh pr zebi egu chor - b mi AnSn6,dwy Oz iadkr - Un
tak zintegrowanemu podej Sciu moUliwe: -B0pdo pomiwpdery

pr - bkami referencyjnymi a patologicznymi
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1. MinSnie szkieletowe (popr zec

Mi nSnie szkieletowe pegni N szereg istotnych
stabilizacja postawymagagmgwnawgmi ¢ esnpdea dn iuk yw co ca({)
r-wnowagi orpamimmoeleW ondr - Uni eniu od minSni ggadki ch

sN kontrol owane przez somatyczny ukgdad ner wowy,
Warto podkreSlii, Ue minSnie szkiel eDowemastuzaldow
t worzonych gg-wnie przez tkanki minSniowNzyhkijns
przepona Znaj duj emy ocgoele (r z evari f'etUr zwmme umi AiSni enortae r uc
w Scgadoedpr zedugku ni e szaciuGne es izid®Piéad @ N 566d c a gk
il oSci Dbiagek organizmu, co podkreSla ich funda
funkcjono@ania ciaga

1.1. Budowa

Aby w pegni zrozumiel mechanizmy funkcjonowan
jest poznanie ich mikrostruktunsz c zeg - | ni e pr z ywdpezékrja popreeszhymljeeSjl i o ¢
pomi nNi badania z wykorzystaniem mikroskopi.i el e

wzdguU osi dgugi ej wg- kien) diagnostyka histopat
na skrawkach wykonywanzyeechznreqg pEad Aadzynt ndsei ppoopd g

orientacja sSwarminkvivarymodih KNamicienmi AnSni owej, w ty
Srednicy wg-kien, dystrybuciji funkcjonal nych ty]
wg-knami a przedzi,@saegNkNchei hhkpokNzga&dmzaN .pat ol
Szczeg:- | nestznsacwaemiiee poprzecznyc hu Upyrwae kNcoj s avk weknw
skrawk-w moUna zastosowal teoretycznie ni eogr a

i badawczych z zachowani eegobadangjtkankica omebl oi wui kaj apdour -sw n
wyni k-w uUytych metod w tycWjskhmgcmi wnkowe ht mi
struktury o Srednicy od 10 ekn Idlou dDdieexsiyrimeibod Jwg o S
podstawowymi jednostkami strukturalnymi mifAaSnia,
jako okr Nggy |l ub wielokNtny. Wjwkwartue ksa hwipe laaji
znajduj N sifn peryferyjnie, t mtdN.po8damakjopres§m k omuml
ochbnnN i umoUliwia wymianfi jon-w, co jesto mwia@zkic
jest podstawowN struktur N zap e wawijepbuddwaNie Zznajdujeryr al n

kl uczowe dla zachowania funkcj.i mi nSnia biagka t
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i inne. W tym mie]| patogenerair i loc dmssptornonfiieil j, rmidheS reiwd vilyzcam a
z genetycznym defektem kt-regoS z biagek struktural
KaUde wgd-kno mifinSni owe otoczone jest cienkN war
endomysiuln, Kkt -ra dostarcza wg-knom substancji odUywczy
wg- kna mr-vkonvae .mi i1 Sni owe s Bng fasciclgs.oNvmzekeoju poprpedzaymk i (
piiczki majN ksztagt wielokNtny i mogN zawieral od
otoczone sN kolejnN warstwN t kparimgsiumJN&zneja, odmamnil|
siebieistanowindj sce przebiegu winkszych.naczy® krwionoSny
Wnitrze wg-kna miidaSniowego, widoczne w przekro

strukturn zgoUonN z mi oefemdntanykluir clzfl d Nwyynd h @ aidSsnti aaw o Wi n

Srednicih2okmo Zbudowane sN z biagek kurczliwych,
funkcjonalne jednostKki zwane s atink desneima armabulina W s ar Kk
pedni N kluczowN rolfin w utrzymaniu strukturalnej int
Mi nSni e szkieletowe sN bogato unaczynione, co

odUOywczych do aktywnieokpestN&youkzewd wdpkinkm wid
funkcjonowania mifnSni, tkanki szdWwee&g-Ildmidsnalebmbejc
naczynia wgosowate otaczaj Nce kaUde wgd-kang mi AnSni
epimysiumm pr zebi egaj N wi ik Schematycane pryedstaaienik opiganyci strékture .

Z 0 s praedstawion®a rysunku 1.1.

srédmiesna
omiesna
namiesna

migsien —— widkno
J\, nhaczynia miesniowe

) o,
/ krwionosne ) _ '.;jadra

peczek wtdkien
widkno

mie$niowych . \pgczek widkien
miesniowe

migsniowych

Rysunek 1.1Po lewejprzedstawiong o st ago schematyczne przedstawienie klucz
pr NUkowanego. Po prawe|j znajduje sin mikroskopowy obraz
[ eozynN, ukazujNcy strukturn miinSnia szkieletowego.

1.2. Typywd - kmiemSni szkiel etowych

Podzi ag wg - ki en mi "Sni owych na typy mo Un a dok

hi stochemicznych | bi ochemicznych. Zgodnie z kryte
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moUna podzielil na Awolnokurczliweodo (typ 1) i A

kurczNce sifn, charakteryzuj Nce sin wysokN odpor
[ ni ski ej a k tAyPaanzoyS cd N nri adjzlyenmi e j przystosowane d
W§-kna typu Illa to wd-kna szybko kur czMETPazysi i,

i winkszN podatiZa$cwNonajzimnazenyipe.AWJ - ik nlal ad zseN wm
przez wywaktNoS| QOuieorgpeiehbe rgdji: wni e z f osf oroylfddjuij No
wmitochondraa. WgJ - kh&é wypys kluj N en e rgtikolidyighia wank tee mpz djr Ndg
tempem skurczu. SN to wd-kna o najwinkszej Srec
i mi ozyny. Zawi er aj Nnazywases Med -ek nmai ntio zkhioavg@ywmii &vu n a
zawartoSi mioglobiny. ATP pozyskujN przede wszy
aktywnoSiATrmzydgemer uj N naj wi nksz8lzgybgo skegap i f el

wzgl ndu ngr ajeN csezcdmedgc 4 ansN kro-lthkot rwagych, intensy

Jakkol wiek zasadnicze dwa typy wg-kien minS
barwi onych hematoksylinN i eozynN, jednak do pr e
stosuje sin w szczeg-lnoSci met odBRazhoiwNt ow hre-mincyzm
| tak wiwkhawygyBkNIlaktgawowlpHALZP2. W przeci wieGEst
typu |l wykazugNowktymwnypy S HATP4. WpoSr-d innych

warto wspomni el tiaokotthemiopynywzy kmyasin fast itmyasin slow wykrywanych

met odN i mmu n o hFunkdoonatndr e mlind zreN.mi 1d z ys Nt yj paakmi wiwdga:-i k i z=
r-Unicami w ich metabolizmie i immunoekspresji bi
zachowywal sifn w zaleUnoSci od charakt egrkui emttoy pL
1 wystipuje jako skutekZ WKhodcezinynpkorw ykamsiluyde
(w wyni ku odner wi eni a) ypbsve mgu jké myn gr umdwarmiue oswiy
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2. Kl asyfi kacja miopati. i dy s

patofizjologiczne i morfologiczne

Ze wzglndu na podobieE&two objaw-w kliniczny
o zr-Unicowane|j etiologii, najcznSciej st osowan:
mi opati e pierwotne [1@.r aZakmi opatzeagvt uwngl ndni a
patogenetyczne oraz charakter zmian histopatol og
znaczenie zar-wno w diagnostyce r-Unicowej, j ak
nerwowemi Sin i o w emeufomusaylar diseasdsMD)st anowi N szer ok N i heter
obej MuamNcwno etiologie 1dié¢dhet ChbanaktealkziujNabytieo
cech klinicznych, morfologicznych i molekularnych, a @ynamika iprzebiegmo g N by | zr - UOni
[12, 14. Diagnostyka NMDmo Ue w ywylkogasidb i o p s j i mi ncSmi zotmiceN z, a nkat -jre
z koni ezagtasawéniavielaspektowej interpretacji zmian, co jest d u Ue j prooeseenr z e

subiektywnym i tr udinoystanod oyzwaciewpyaktycé kdirkzidsh w e j

21. Mi opati e pi er wo tdefiicje ii podstawy n e

klasyfikacyjne
Gdy m-wimy o miopatiach mamy na mySli schorze
(dotyczy to r-wnieU minSnia serca), natomiast w

Przy zagoUeniu, Ue pojnici eokwioPladriiemn esdh mraj s@ ed

to nal eUy/ moUna w nich rozr-0Onil np. dwie zasadn
pierwotnych zaliczamy teszkdlkodorzeowea,stwnlwi Ny ghy -
dot k pirfotcesem patologicznym i co za tym idzie s
klinicznych Do szczeg-lnej grupy miopatii pimajwotmyddo U

genetyczne ichar akt eryzuj Norag pd s tsit poupjnN copmgzkodzenienz tkaneke

mi AnSniowych. Gg-wnym mewthmapzypadked mf e kv kbid ag &k j e &t -
bgonfi kom-rkowN minSnia podczas skurczu.myUszko
ewentualnie w niekt-rych pr zy p a groveadzh do zabuwrzemak i j
przekazywania si gy skur edegemrenavctjknd rcisie kwge rka jein pmo
Z czasem pojawia sin ich regeneracja, jednak pro
osgabi en i6118.MaténBastim ofpati e wt-rne to grupa chor-b
czynni k-w zewnnfleiznych, takich jak

1 toksyczne (np. polekowe),
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T endokrynologiczne (np. niedoczynnoSi tarczycy,
9 immunologiczne (np. zapalne miopatie autoimmunologiczne),
f neurogenne (np. odeenieky mi A Sni ws kut ek
1 metaboliczne (np. choroby mitochondrialne, glikogenozy),
T lub zwi Nzane z uszkmdié8ni ewe g g NEzaepk. ommeoipansr raetnni aa
Uszkodzenie mifnSni w tych przypadkach wynika z
prowadzN do osgabie20ia minSni lub ich zaniku |

2.2. Problematyka klasyfikacji miopatii zapalnych

Szczeg-lne trudnoSci klasyfikacyjne dotyczN mio
zapalnych w minSniu czfisto wsp-gistniejkd -zepaptr alad:é
wszyst kim c¢hanmdelamidinfgcyt uajrNy sni i amak rrofanginee ki edy t ak |
granulwcmitiSni ach sN czfisto obecne w autoi mmunol ogi
twardzina czy tocze® rumieniowaty wukgadowy. W t aki
z wielu narzNd-w zajfAtych procesem autoi mmunol ogicz

kategori.i ukgadowy@®h chor-b tkanki gNcznej [
23. Cechy mor f ol ogiczne uszkodzeni
miopatii

Typowe zmiany patologiczne w mifnSniach odzwier

W wyniku miopati:i obejmuj N atrofin | ub przerost w§j
obecnoSi wtrfit-w cytoplazmatycznych (obecnoSi ni et
kom-r ki, kt -re mogN byl wyniykihdm mel@reynweh apj dc evgj- Wi
z powodu wysokiej zawartoSci RNA) , internalizacjn

enzym-w W surowickKkreakyobwg akstkamoawiaN one wskaFni

mi nSni @wigngtegd zwi er ci edt & a Nk O e mh iBhGefektgmnijest jutrata funkcii.

Opi sane procesy mogN prowadzil do zastNpienia tkan
moUe byl wi doczne na ponzgi-ckmi{aagnfiibres®t oil ogt ey mz ¢ mk®
lipomatsiy (czhnsto w | it er afattyepacement2d].aNgjl- skmegesttpradesdra | a k o

pat ol ogi cznym, w kt-rym dochodzi do nadmi ernej pr o

zgrubienia i stwardnienia tkanek, natomiast § u s zj cezsetni et anekno m-w kkt -trgyurs zc z o

gromadNsi i w tkance mmOU&S mpir owdpithikowégood @ abi eni a funkcj i
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W przebiegu miopati:i i d y s turwoaf U ain mmej zRaS drdaieyy ¢ h
charakterystyczne zjawiska histopatologictaide jak
f silne zr-Unicowanie Srednicy wgd-kien minSni

hi stologicznych krojonych w pgaszczyznach pop
obecnoSi wg- kjiekn ratwmifé & zmymeérr t rofi cznych,
zwi nkszenie iloSci endomysi um,
przemieszczenie jNder do wknti-trrez aw wagr- kwiad § o veywe.
znajduje sin tuU pod sar kol emmN,

f fragmentacja miofilament-w i rozmycie prNUko
strukturalnej integralnoSci wg-kien minSniowy
f tzw. ombing (t gumaczone j ako pr z e cads asepacowanieu b \

wewn Nt r zkostruktk@pgrcant u kur gz lkitwergeo pmoiwioSdnuij e wu't
organizacji miofibrylico jest wynikiemrozdzieleniami o f i | agnje nmtn-ive pr,zez gl i

f obecrna®. wg: ki en(angvangulatek fibermy ckt - re przyj muj N

wielokNtny ksztagt, wwwghitbuj Naphkusmcag-| nie
f tzwnagi e j Ndra, Kkt-re pozostzfjki w mi nSniach w

Nal ey wspomniel, UOe zakres zmian morfologic:
opi sane przykgady zmian to te, kt - re moUna =zao
hematoksylinN i eozynN |lub (w pr zyip @ldkkanowymy - ki e
W oceni e hi stopatol ogicznej bierze sin pod uw
pat ol ogicznych, kt -re moUna wujawnil stosuj Nc met

aktywno&towa P czy teU othcezygnyi meu o laijekop ozddyssttargoof i

opisane w rozdziale 2.4

2.4. Uwagi metodologiczne

Di agnostyka neuropatol ogiczna miopatii obej mu
na identyfikacjn, kl asyfikacjn oraz ocenn zaawa
nal e UN:

T badania histopatol ogi czne (ritheomewd.dnnmodegdh,e matt -orkes

umoUl i wiajN ocenin og-lnej struktury minSni,
naciekizapalneg zy zmi any w rozmieszczeniu jNder kom-:
{1 badania histochemicznd ot ycz Nce aktywnoSci enz yAilB-azy,c zne |

oksydaza cytochromowgang. cytochrome oxidaseCOX), dehydrogenaza bursztynowang.
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succinate dehydrogenas&DH), kt -re pozwalaj N na analizin metab
w szczeg-IlnoSci rozr-Unienie twmptwcwdgnkrenwmina$sS
1 barwienia immunohistochemiczne (dystrofina, desmina, sarkoglikfmy , kt -re sguUN
wykrywania obecnoSci i rozmieszczenia biagek str

budowa jest charakterystycznadl&k r e S| o ny eniopati. 0 d z a j

W chwili obecnej corazmmalinks zeggmnetzyazrzanhilt na®di @m

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

diagnozy, rokowania i poradnictwa genetycznego.

Materiag bi opsyguopatolggiedy mzpbfdamzakwal ifikowal d

kategorii[16]:

f dystrofie mkobSendmuweN wr odzone choroby

uszkodzeni a,i zani ku mi nSni

f miopatie- jako niespecyficzné j e S 1 i pomi nNi tzw.

genetyczne

idiep@ak y cgmjen tma

grupa zmian patologicznychk't - r e j ednak ni e odpowi adaj N jed:

zdefiniowanej jednostce chorobowej

1 biopsienegat ywne, w kt- -ugkwymnmmeclstawmieandzwomwéd ol ogi cz

jednak i co bardzo istotnei e wy k|l ucza q meie z te§ocpowoduhwotakich y

przypadkach istnieje potrzeba znalezienia niest

ujawnil niedostrzegalne w standardowej

Zgodni e w paopotyzébg miniejazej razprawy t ar an o

Z biopsji mi nSni owych do jednej zZ trzech

wykazywagy zmi an pretrapatabogiczrezpni yecrha.g aOcseinfia n a

z wykorzystaniem standardowych metod histologicznych, histochemicznych

immunohistochemicznyclPod zi agu anali zowanych pr -

neuropatologicznyghprzygotowanych na podstawieeza ni mi zowanych
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3. Znaczenie |ipid-w i pi er wi as

31. Zwi Nzek mi idzy skgadem mo |

~ . . Ve

mi nSni owych i mi opati N oraz dy

~

Badania nad skgadem mol ekularnym tkanek min
pozwal aj N | epiej zrozumi el , w jaki spos-b zmian)
wpgywaj N na integralnoSi struktar ananNsziczégnknogoc

w kontekScie dnysf wryk mjsiz ks aerl kedluemr az maextiaceliulary z e w

matrix ECM) , kt-re odgrywaj N kluczowN roln ®@,23atogene
Analiza skgadu | ipidowego i pierwiastkowego
informacji na temat mol ekul arnych podstaw tych =z
w profilach lipidowych i pi egrewniearsatckyowyycchh wnikfoSntie,
one nie tylko wskazywal na obecnoSi patologii
mechanizmy, kt-re moggyby stal sifi potencjalnym
Interwencjeu ki er unkowane na regulacjn |ipid-w bgon:
pierwiastk:-w, kt -rych celem jest stabilizacja b
mi ASni, mogN znaczNco poszerzyl o®rmicaonf@flowvi edzh na
32 Lipidom minSni szkieletowych

~

mi nSni owych.

Lipidom odnosi sin do zZzbioru wszystkich I i
organi zmach, obejmujNcego r-Unorodne klasy |ipi
triglicerydy. Pegni N one kIl uc z owmwzechowywkniujerergiv St r
sygnalizacij. kom-r kowej oraz regul acij.i proces- - w
i pi dowy, w tym profil fosfolipid-w, glikolipid
fundamentalne znaczeniedlasi i | no Sc i bgon kom-r kowych, ich el asc
sygnag-w mindzykom-rkowych. Zaburzenia w tym zak

integralno$ci cealfjlsltemednym z podstawowych mech
mi AnSni owych. Ni edobory | ub nadmiar specyficznycl
mogN zaburzal interakcje biagek tr ans dcoodzodeych :

osgabienia mechanizm-w zwidNzanywylgnag pwzmkabhgwan
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funkcje @EAdSnZoweufmi enie tych proces-w na poziomie

wskaz-wek dotyczNcych potencjalnych cel  -w terapeuty

3.3. Rol a pierwiastk-w w patogenezi

mi ASni owe |

PierwiastKki, takie jak wapG, magnez, pot as, s-d
pedgni N kluczowe funkcje w regulacji proces-w enzym
przekazywania sygnag-w w 262, r kn28d Fmi[liéSina daw)y.c hZ d lcwyn
w homeostazie wapnia mogN prowadzil do nieprawi dgow
mi n $30,i3] [ Ponadt o, zmiany w skgadzie pierwiastkowy
wskazywal na pierwotne mechanizmy patogenne miopat.i

redoks, kt -re wpgywaj N na stabil[30Si bgon kom-r kowy

Badania nad wg- knami mi nSni owymi wykazagy, Oe p

i siarka majN statystycznie istotny wpgdgyw w anal.i
dystrofin, mi opati n 33034a.z Brrze&nalriefoewaenn cey jtnyec h[ s k §
stanowil klucz do zrozumienia podstaw miopati.: i dy
34, PrzyszgJoSl terapi i dystrofi.i r
bgonowe jako innowacyjne podej S
PomijajNc nowatorskie terapie genowe, co do Kkt -

wiemy, a kt-re sN z pewnrodSz i fNo ssiNa dnai jeN: wsyikll 85, ek orsezst torw
36]; na dzi eMEeddisdamEjeg§ dNyplojse Nnlpmezeni a dla pacjent - -w
mi n SnkPooiweo. t o pojawiajN sifn badania wskazowjchlce na ol
jako nowej k!l asy Sikaodrhoegslutecenicagreaniyczalychub nawet
post fpuszkiddzgrom k o m- rywaawchodwNadymtrof i acl87. Meste$ni owych
naj bardzi ej efektywmagopbwlUenisdl wWodba zel nticalcezr owan e
ochotni k-w nawet w kr -3kotkednnowgShi ecapanj achi [z
wymagaj N dgugotrwagej terapii, poniewaU skutecznoSIi
uszkodzenia bgony kom-r kowej

Zrozumienie r-wnowagi mi jgjchay r a wk k anben i zzarp ebwina d
w r-Unorodne etapy penetracij.i w r-Unychardzehor obact

skutecznych strategii terapeutyczny88][
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Podsumowuj Nc, badania nad mol ekul arnym skgad:¢
i dystrofidi mi "Sni owych stanowi N kl uczowy el e
terapeutycznych. Zrozumienie roli i pid- w, pi er:
i matrycN zewnNtrzkom-r kowN ot wiejedmokrotniemieueczalryahs p e k

schor ze (.
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4. Teoretyczny zarys wykorzystanych metod badawczych

4.1. Protonowa fluorescencja rentgenowsk#IXE

4.1.1. Wprowadzeniedo metody PIXE

Met oda pomi arowa emisji promieniowanhia rentge
Pl XE nal eUy do grupy metod spektroskopii emisyjn
w naukach przyrodniczych or rgenowskig(agXraylFeordseermé ni ki
XRF) . Obie techni ki o pi akiey§tybznegad promienswadiantgendwskjego t z w.
emi towanego w wyniku deekscytacj.i atom-w badane
wykorzystanie unikalnyt d | a kaUdego pi erwiastka i nii emi
identyfikacjn i iloSciowN analizin skadu chemicz

W metodzie Pl XE wzbudzenie atom-w zachodzi w
czNstek nagadowanych (najcznSciej proton-w o ene

bombardowanie jej powierzchni. Na tle innych metod analitycziydhX E - wyr - UOni a si n wyj
czugoSci N w detekcji pi er wietekcfiskt -iw eSE a dzoipaytscpap, p mo s( i

million), a nawet ppb (angarts per billion. Dodatkowgt e chni ka ta umoUl i wia ana
pierw a(dlka zZ > 10), co czyni jN narzfdziem uni\
bi ologicznych, jak i Srodowi skowych.

Met oda PI XE zostaga po raprezenpwapg wsez zZ&sp-ef§ y T
Johanssona z Uniwersytetu w Lund (Szwecja) w1970 dBu| Badani a dotyczygdgy de
Sl adowych w pr-bkach zawierajNcych roztw-r soli
protonami 0 ener gi i 1,5 Me V. Zastosowani e WY S

p-gprzewodni loeawada g9i (nlai )r ep e gentgeaawsgkidgm hardzonmiskia) i o wa

i nt en s \ewitowabego przez pierwiastkiomasiezidu 10 7] g. W kolejnyc
sukcesywnie rozwijana. W celu optymaalsitzka-cw ir oczzsuzge
typst osowanych czNst eckz Nwsztiziad ZUJjkN ey loniydp. a takUe

detekcji. Przegl Ndowy d&fpogkwieddhiad sponancj 4§ 7t6e
jej wysokN selektywnoSi pierwiastkowN oraz nieni

Wsp- gc,met@®lafleXE znajduje zastosowanie r-wnieO
w analizie warstw pigmentowych obraktadonna dei fusieonardada Vinci42] . Zast osowani €
proton-w 0 ener Qi,a8c Mew zpaokzrweosliiejol ,n2a otr zymanie c
mal arskich wspomnianego obrazu, dostarczaj Nc cen

pi gment - w vibarwnikowychbiear§ nar adesizazeni e badanych str
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wysokac zugoSi oraz wyjNtkowy potencjag metody Pl XE z
osi NgnifAciach badawwsyclypgr aReuyliez o wBaongykRBV (Zegezeth, n st i t u't

Chorwacja),kt - r yprjzesituj Ncym oSrodkiem wyposaUonym w akce

precyzyjne wykorzystanie wiNzek proton-w oraz inny
MeV [43i 46].
4.1.2. Mechanizm emisjipromieniowania X w metodzie PIXE

Zasadniczy mechanizm metody Pl XE opiera sif na |
atom-w i generaciji charakterystycznego promieni ow:
wysokoeneg et ycznych ¢z Ngpepkotomwa § aekdls & mayahjont vk ima.t er i N
CzNstki te, przemiaszpzajpid , s iefdktgstataane (kdamioayskoy n i e
z el ektronami, co moUe skut kowal wybiciem elektron
atomu (nkKlppdr®Skcémat yczna ilustracja tego zjawiska r
znajduj Ncego si i.Wkonseixweecji skytkuje to powslanidémakansu itym samym
pr z e ptéhw iwastan wzbudzonyn ny mi , pr@gvadziyto doj ego j oni zacij i . Aby p
najni Uszego moUl i wego poziomu energetycznmugio (stant
przepShbowgokn z deficytem elektronowym. R-Unica ene
W postaci promieniowania rentgenowskiego o charakterystycznej energii, specyficznej dla danego
pierwiastka. Proces ten nazywany jest fluorescencij M

W zaleUnoSci od pary powgdok biorNcych udziag w

spektral ne. Przykgadowo, jeSli l uka powstaje w pow
L, emi towana W eprzylpiardikay Klélptoelprrezej SOmiace sener get
podpowdokami L (2p [ ) i L (2p / ) skutkuj N pows
el ektron pochodzi z powgoki ddczyriegia gtamiemowaniemlni acj N Si

Kb, char ak tseirfy zruij lcayN i nt ensywnoSci N. W zal eUnoSci
przej SekKfla .KbAnal ogiczna klasyfikacja dotyczy r - wni
z powgomdo Ud ,micegiisce, gdy energia wi Nzki bombarduj Nc
powgo&7. K |

4.1.3. Mechanizmy relaksacji atomu

Proces deekscytacji atomu wzbudzonego w wyniku v
przebiegal na r-Une sposoby. NajczniSciej rozwal
charakterystycznego promieni owani a liwaergapleksasjws ki ego,
Alternatywnym procesemkonkurencyjnym wobec fluorescencji rentgenowskjegt emisja elektronu

Auger a. Jest to zjawisko, w kt-rym nadmiar energi.
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powgoki pr zekazy waemsj fgtoaws keczpoprzez przekgzamis tejaenargii innemu

elektronowi, w wyniku czego zostaje on wybity z atof®ba mechanizmy przedstawiono schematycznie

na rysunku 4. 1. Emi sja elektronu Augera ma mi ¢
bezpoSrednio promieniowania X, Co sprawia, Oe j
foton- w. R- wramd zerS nti en mesthot ni e wpgdgywa na cagko
interpretacjn widma.

WydajnoSi f11 u(@ang. eflsoescence] yield definiowana jest jako stosunek
prawdopodobi e@Est wa emi sj i promi eni owani a rentge
deekscytaciji at omu. Parametr ten jiesmoBeél noset alal
za pomocN nastfipuj Ncej zaleUnoSci

I P
0O w

gdzie: ®to liczba atomowa pierwiastk®j est to staga zal eUnigrzypndie r od z
wartoSpndlka gloi ni i p #dladinik[28.0k o § o
Co wi haepiedwiastk-w o niskim zZ (np. C, N, O)
nat omi ast dl a pi(Z>r3Wi)a sptrka-wd opiord @ lbii @eHEst wo emi sj i
znaczNco, osi Ngaj §4d. wartoSci bliskie 100%
Mechanizmy jonizacj. mater i przez czNstKki p
zwi Nzane z deéksoytacjipt ome sy emi sj i promi eni owani a

szczeg- gowo opisane w klasyczdalym Przegl Ndztenapt

zal eUnoSci il oSciowe mifndzy intensywnoSci N sygn.
charakterystykN analizowanego materiagu.
natadowany

M
LQ

promieniowanie X \ elektron Auger’a
Rysunek 41Sc hemat jonizacj.i powgoki wewnitrzne,j] wywogane|]
nastnpuj Ncej p oo wiaineija ermei nstjgie nporvosnbieangno s(j $r ed ekt ron-w A

31



W przypadku pierwiastk-w o niskiej l'iczbie atom
cl), domi nuj Ncy mkscyiacic est nemisjmeAngar ¢e@gr ani c z a i ntensy\
promi eni owania rentgenowskiego i tym samym obni Ua ¢c
nal eUy u wadgdsntedpreiagi danych spektroskopowych. Niemniej jednak, poprzez odpowiedni
dob-r energii wozaNwakwizycipz muz d Xa@jnNdé @jur acj i ukgadu pomi
uzyskanieobiektywnychwy ni k- w r - wni eU dl a pierwiastk-w | ekkich.

4.1.4. PI XE j ako narzndzi e wysokorozdzi

pierwiastkowego tkanek biologicznych

Techni ka Pl XE opi er a sin na emi sj i charakt e
rentgenowskiego, powstajNcych wskutek wzbudzenia at
pozwala na precyzyjnN, ni ei nwazyj nNmaatnearliiazgi- ws k gwa dtu

tkanek biologicznycha bekz konégraho&8¢i ni szczeni

JednN z ni e o dnetodw remigji hpronziemibwartia rentgenowskiego wzbudzonej
nagadowamMysmik a mi j est zastosowanie czNstek o masi e,
elektronu( n p . pr ot on - wWroladz to dozrdlbsywnée kniewik)kich strat energii kinetycznej

podczas ich penetracij.i przez materi n, W por-wnaniu
wi Nz ki i mi ni mali zuj e e m(nisny. Brempstrallomij & h i owa fiead t h yrpo wa

Tr-dgem tga o] ci Nggym wi dmi @ypowo wykoreyktywane®rk-odp§ d ren
wz b ud zvapneibdzee PIXEstanowiwizRk a cz Nst ek o -8Me¥rpgy eyrhdlar zidu 1
proton-w optymal naiapriysatat 3 wenroRrdogel [B7)1 d z e n

W og-I nym przypadku, I|liczba foton-w charakteryst
ity pierwiastek w ki ezoem49u det ektora wyraUa sin

O 0igt ont, Ow ftQ Qb 4
gdzie:

T ®-liczba emitowanych foton-w charakteryegot ycznego
pierwiastka w kierunku detektora,

9 0-cagkowity gadunek padaj Ncej wiNzki na pr-bkin,

T Qgadunek el ementarny,

f @ -koncentracja-t ego pi er wi astka w pr,-bce jako funkcj a

T » Ow -przekr -|j czynny na pr oetuekgcoj np iperrovmiaesntikoaw a nzi:
ener gi iOocw Nysgtiiebkp k o Sc i

T “-liniowy wsp-gczynni k tgumienia promieniowani a
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1 —kNt pominfndzy kierunkiem detekcj.i promieni ow

f Q-maksymalna ggfibokoSi .penetracji czNstek w p

tr-dgdgem cinUkich jon-w wykorzystywanych w t
przykgad duopl asmatron. Jony t e sN nastfpnie |
akcelerator-w elektrostatycznych, t(aok i pcont ejnackj ak le:
2-3MV) |l ub nowoczeSniejszy akcelerator tandemowy
Tandetronu moUl i we j est osi Ngninfncie por - wnywal

przyspieszajNcym, rzindu okogo 1,5 MV.

W ramach realizacj.i zagoUe® niniejszej rozpr
RBI , kt -ry dysponuje akcelerator ami obu typ-w.
czNstek jest kierowana na pr-mkiNzgchmomagNeskgaa
magnesy kwadrupol owe, soczewki magnet y deflecton i el
plate9 oraz kol i matory. Pomi ary prowadzone sN w wa
mbar), co zapewniaodpowe d ni o dgugN Sredni N drogfi swobodnN ¢

Technika PIXE najczinScie¢gi ane@lliiweowamNa rj esi e
w warunkach atmosferyczny¢f0,5]. W nowoczesnych systemach pomiarc

czNstek jest wprowadzana do komory analitycznej
ograniczenie geometryczne, j ak i homogeni zacj a
wi NekSrednicy rzndu kil ku do kil kunastu mikr omet
selektywne badanie wybranych obszar-w pr-bki. Ze

tn okreSla sin mianem OPI XE.

Pr - bka umi eszczana j est na stojaku, zwy k!l e
ustawi onym wW O0Si wi Nzki, z moUliwoSci N zaut oma
komponenty komory pr-Uni owej obejmuj N ajeza@lStor
p-gprzewodni kowe detektory Si ( LSili¢on Driit betektorsSeDno we d
oraz puszkn Faradaya, sguUNcN do pomiaru pr Ndu w

ch przejSciu przez pr-bkhn.

Warunkiem przeprowadzenia pomiaru jest zasto
czNstek w danym material e, co umoUliwia ich tral
W przeciwnym razie pegna absorpcja czNstek w mat
kontroln warunk-w ekspozycj.

W systemach dedykowanych do analizy materi ag
stosuje sin dodat k owochoppel Elenentter e gwdpodstawaviddhkcje.i ( an
Popierwszeu mo Ul i wi a p o mi taybieprzeryWanm, wé ?Nzjké s w s preybadgo | ni e
ni skich fazndenpadclgdybygn&g§zmica)zony bezpoSrednio
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z poziomem szumu elektroniki. Przerywany tryb prpogwalaw - wc raa 1t egr acj i gadunku
co znaczNco zworazhowéad adokhad@®bbSpomi @ar uokresowo prze
strumienia czNstek z ustalonN czAastotliwoSci N, C
przekazywanej do pr-bki oraz ogranicza |l okalnN depo
del i kat kybh opogbheznych, kt-re sN wraUOUliwe na przegi

ChociaU metoda PIXE jest powszechnie uznawana z:
podczas analizy tkanek biologicznych, moUe doj Si d¢
Z absorpciji ener gi.i pr zez breartdeawanji an ac zsNksuttkeakmii not een
kilku MeV, co prowadzi do nagrzewania oraz potencjalnych zmian morfologicznych lub chemicznych
w badanym obszarze. W przypadku wykorzystania <cin
rozpylanie (angsputtering ao m- w z powi er zchni pr - bki . W konsekwe
ekspozycji stanowi istotny etap przygotowania eksperymentu.

KoEcowym efektem pomiar-w metodN Pl XE |jest Wi
w kt-rym wyra¥nie wyodriabnione sN piki odpowi adaj N
w atomach pierwiastk-w obecnych w badanym materi al
rentgenowskiego powstagej na skutek przejScia el ekt
do powgoki ni Uszej npememighidzy zpwykp @ewdko)k almi b t e S ame

emitowanego fotonu jest jednoznacznieizNzana z | i czbN atydodaswpalcZ i st an
danego pierwiastka. Analiza energi. tych charakter
pierwiastk-w w pr-bce. Nat omi ast il oSciowa analiz
intensywnoSci t ych alnii zimy, abwoglpicdrni, ajpNez erkgmwhj e czyn
co umoUliwia detekcjn skgadnik-w z czugoSci N singaj

ppb.Na rysunku 4.2 przedstawiono przykgadowea wi dmo p

pr - bki t kanki mi iSni owej . Na widmie zaznaczono ch
pierwiastk-w, co umoUliwia ich jednoznacznN identy
na okreSlenie skdgadu pierwaastlkowepdbepnolSki, zhater
weryfikacjn jakoSci i czystoSci badanego materiagu
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Rysunek 4.2. Wi d mo Pl XE zarejestrowane dl a pr - bki t kanki
charakterystycznym |[iniom emi syjnyochpoedzMipaso &k - kvr ndbme
uUyci a prodhdkdd kark k podozawmaksperggientN )

4.1.5. Geometri a ukgadu detekcyjnego [

promieniowania X

Na rozmieszczenie gg-wnych element- -w detekcy

wpgywa szereg proces-w fizycznych, takich jak t3Jg
wi Nz ki jon-w oraz emi sj a promi eniewalkti aontya motw:
W standar dowe|j konfiguracij.i stosowane|j] w I nstyt
nagadowanych jest kierowana prostopadle do powi e
powi erzchni, zwgasnzoowzsa i g doyb sdeertweukj teo rp rr- ebnktpoalktye d § u U
jednak w RBI nie bygo moUliwe zastosowanie t ak

rentgenowskiego umieszczony jest w kriostacie zamocowanym do naczynia Dewara. W efekcie detektor
znajduje sifn okogo 4 cmwiddnyowioar AKdNh reim @Ar3-5KRAk iwzig |
i erwotnej, co odpowiada kNtowi 45A wzglnindem po\

Y
korzystne ze wzglndu na redudchamowani gdgd emi sj
o

si Nga maksi mum w kierunku okogo 90A. Umi eszczer
tego kNta pozwala zatem ogrddiczyl jego wpdyw na

W systemach Pl XE powszechni e stosuj e sin
rentgenowskiego: p-gprzewbtdawko@®@e (e} ekt azrynkhwae
detektory dryftowe SDD. Det ekt or Si (myeh)item[40a z uj Nc
umoUl i wia analizin z rozdzielczoSci N energetycznl
danych moUe wymagal czasu od kil kunastu do kil kt
azotem w celu ograni c z e stotree wgwanieneksploadacygddt r oni ki st

Detektory typu SDD, pomimo nieco niUsze|j rozd
akwizycjn danych przy zachowaniu wysoki ej cCzl

35



termoel ektrycznego (el ement Peltiera) eliminuje pot

i utrzymaniesystemu.

4.1.6. Wi zuali zacj a rozkgadu obragpwaeie¢ wi ast |

z wykorzystaniem OPI XE

Udoskonalenia w technol ogi. generacj i, kol i mac,]
rentgenowskiego umoUliwigy rozw-j mikroanalizy meto
skoli mowana wi Nzka czNstek ngpgpdmiwangpwhj j ewt kki eep

badana pr-bka. Wi Nzka,epreanemh o compit ykri z evd Nk &li i matrarni c
kil ku lTub kil kemaptoz wil lar ometskupwpi eni e | ej na wybr art
(ang.regionofinterestROl) . JednorodnoSi energetyczna wi Nzki zape
oraz precyzyjny system selekcji energii.

Pr-bka umieszczana jest na uchwycie w komorze p

wzgl ndem wi Nzki 2z dokgadnoSci N rziadu mi krometr - w,
przestrzennych uzyskiwanych w obrazowaniu pierwiastkowynz c zeg -l ni e w przypadku
ni ejednorodnych, takich jak pr-bki bi ol ogiczne. W
r-wnieU wspomniany wczeSniej przerywni k wi Nzki, um
pomiaru.

System translacyjny uchwyt u, na kt-rym znajdu
powi erzchni wi NzkN jon- w. Poprzez kontrol owane ©pr z

rentgenowskiego o] wy branych energiaohegmo Ut 0wk § ajdel

pierwiastk-w w badanym materiale. SelektywnoSi dete
na identyfikacjn akumul acji poszczeg-lnych pierwias
typu realizowane jest zazwyczajnappb er zchni ach o wymi arach od kil kudz
uOyciu mikroruch-w uchwytu lub wiNzki w celu przest

Met oda OPI XE znalazga szerokie zastosowanie w a

pierwiastk-w Sladowych ma kluczowe znaczenie w bad

medycznych. Technika ta umoUBtcivi pi arwnaszkzNceakkec
Cu, P czy Ca, kt-re pegni N istotnN rolfi w procesac
zostaga uznana za wysoce czugN i efektywnN metodn
biologicznych b2l,a r oz w- | [ zastosowania te]j metody w badan

dnia dzisiejszeg§53i56. Pr zyk Jadem zastosowania metody OPI XE | e

w organizmach magych bezkrnhngowc:- - w, roSlinach oraz
rozdzielczoSci przestrzennej moUl i we |jest zl okal i ;
okreSlonych pierwiastk:-w, c 0 p oidogiezhyeh nan poziomia i k| i wN
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kom-r kowym. Przykgadowo, Mi gul a [ WSp-gpracowr
rozmieszczenia pierwiastk-w w ciele mszycy Prot
coddii, znanej z akumulacji nikll63. Do pomi ar -w zastosowano wi Nzk#nf
i pr Nd-Bi0® 2 QA0 Uzyskane wyni ki umoUl i wi gy zobraz
ciaga mszycy.

W badani ach przeprowadzonych przez Yakamar u
przekrojach Ueber szczurzych wykazano zr-Unicow
fosfor, siar ka i potas w trzech wyca¥fuiNetcezdeh
pogNczenidlewrhowyimt oo az [56 ZSisit 06 waadie ¢ analizy €

ni einwazyjne odwzorowani e rozkgadu tych pier wi a

pojedynczych kom-rek. Uzyskane wyni ki dostarczy
mi neralizacji apekzcpedkrepgpthj N&e jednoczeSnie pot
[ patol ogi i ukgadu kostnego. Badania te wskazuj N

w analizie tkanek ludzkich.

4.2.  Skaningowa transmisyjna mikroskopia jonowaSTIM

4.2.1. Zasada dziagani a i charakterystyk
Skaningowa transmisyjna mikroskopia jonowa n:
strukturalnnego. Metoda ta wykorzystuje wysokoen:

podczas przechodzenia przez prm-ejkisttrruka N renemagier
techni ka zostaga przedstawiona ponad 30 | at tem
i bi omedycznych nastNpi o dopiero w ostatnich Kk
analizy pierwiastkowej, takimi jak PIXE czy SIMS57.. Te c hni k a SolnMSv ivoositiake d.3.
Gg-wnN zaletN metody STIM jest moUliwoSi niei

rozdzielczoSci N przestrzennN, bez koniecznoSci s
radioaktywnych[58. Techni ka ta nie pozwala jednak na bezp
badanych materiag-w, CoO oOogranicza | ej zastosowa

W klasycznym podej Sci u STIM wykorzystuje skoli
o energiach si f%agoddlenych do tykhistodowanybhemtechnikach PIXE oraz SIMS.

Energia ta jest zazwyczaj wystarczaj Nc[@)]. do penet

4.2.2. Zasada fizyczna i model teoretyczny

PodstawN dziagania mikroskopi.i STIM jest pomi

ich przejSciu przez cienkN warstwi pr-bki. W ¢ty
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(74Mev dl a proton- w) gg-wnym mechani zmem hamowani a
pol egaj Nce na przekazywaniu energii jon-w swobodny
Proces ten dominuje w zakresie MeV i madpowiagdgda hz e

biologicznych oraz organicznycB.r ugor zidnym mechani z mevtychzairesachi ej sz y m

energi j est hamowanie jNdrowe, wynikajNce ze sprnUyst
W zastosowani ach eSTI Mwjykde wmdnywwal ny, jednak moUe |
bardzo | ekkich T ub wultracienkich struktur. Rejestr

odbywa sifn najczinSciej przy uUyci u zehmweptypuBiM)a p- Jpr
umi eszczonego bezpoSrednio za pr-bkN.

Model e Bohra i Bethego st anowi dtidaanid energiiwritezt eor et \
jonyw materii. Podczas gdy model Bohra z 1913 roku
wprowadzony przez Hansa Bethego w 1930 ro@kwsuywzrgl i
procesy spowalnianiaw z akr esi e Sredni d61]. Ao wywszogklifcchni emeé ugipo
rel atywi stycznyc hosotraatze ckzguiye kwjz\N a v i rsdt @ rat iyz aepniesragli ij ak o

QO 1aQ .. .., . chaf O .

Ya(bdd)T tet a ¢ o) f 71T 7T h o

gdzie:
& - masa elektronu,
w-pridkoSi Swiat ga,
¢-gfistoSi elektronowa materiagu (liczba el ektron

T
T
1
T d-gadunek czNst ki=1dapiponup wanej (np. z
T Qgadunek el ementarny,

1

1

I --pridkoSi czNstki wzglndem priadkoSci Swiatga,
[ ——-wsp-gczynnik relatywistyczny,
f O -maksymalna energia, jakN czNstka moUe przeka
f GSredni potencjag jonizacj.i (charakterystyczny
T 9177-korekta ghistoSci (istotna przy bardzo duUych
Bet he wykazag, Oe strata energii czNst Ki naga
ki netycznej oraz silnie od jej gadunku, co ma kluc

QPQ@ takich jak STI M. Podcenargiz pakrese Meé¥odidaz | mrjag 2 prr-zte
wszystkim z elektronami materii, przekazuj Nc im ¢
el ektronowa okreé&laktiombfiaztdgmze&mymnwpgywa na il

na jednostkn drogi . W obszarze pr - bki o wyUszej g
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el ekt rngdajnieyp riz eno s i im energi i, co prowadzi do wi

i intensywniejszego hamowania joreob e z p 0o Swpednw o n atrzkmywahyrwansktoskopii

STIM.Dzi nki moUl i woSci obrazowania obszar-w o pow
i st otpodtzas ell @k cj i rejon-w przeznaczonych do szcze
PIXE lub SIMS Pozwal a ona na wykrycie anomal i i struk
morfologiczne c¢czy |l okalne zaghiszczenia materiag

dal szyd38,6.ada &

4.2.3. Integracja STIM z metodami spektroskopii jonowej

Typowa konfiguracja aparaturowa STI M obej muj

umoUl i wia jednoczesne pozyskiwanie danych morf ol
pegni funkcjn wstipnego obrazowamitay f sk aacjkif uroabl:
o podwyUszonej Il ub obni Uonej ghstoSci, kt-re nas
PIXE lub SIMS.

PoniewaU w metodzie STIM rejestrowana jest er
przez badanN pr-bkin, konieczne jest stosowanie b
nie przekraczaj N 1 fA, co bnkiiniimajl é dng ®z @ §rziyek op wz
obraz-w o bardzo wysokiej rozdzielczoSci przestr
w analizie struktur biolog[6@d.znych na poziomie su

4.2.4. Charakterystyka aparatury STI M w

W trakcie realizacij.i nNini ej szej rozprawy dokt
Bogkovil w Zagrzebi u, gdzie system STI M stanowi
TORS| MS. Dodat kowo moUliwa jesti kpaomi guowej aPbXE]
zostago wykorzystane Wwukagmalaczh eniSn iM&| saarekjjoor nzyy @ YW .w

przyspieszane do energii w zakresielDMe V. za pomocN akcel eratora Van

jest ogniskowana przezzasty tr zech soczewek kwadrupol owych, n
pr-bkn. Takie pogNczenie umoUliwia jednoczesnN
dzinki zsynchroni zowanemu Ssyst emowi el ektroni k
pozycjonowaniaJ ony tr ansmitowane przez pr-bkfn, po uprze
fotodiodn Pi N umieszczonN w odleggdoSci okogo 10
il oSciowych, niezbndna jegt dokdadna kalibracja

Przykgadem zastosowania opisanej techni ki s N
poddano pomiarom | iofilizoe2vnanlgz ysrk drka rkooznd zrieel cl:
wyniosga okogo 400 nm/piksel, cwb kpomz wkloiwgy @ h na \
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cytoplazmy oraz jNdra kom-rkowego. Na rysunku 4.3

obrazu

optyczn€gbakom- oBpo@a&daj NcN mapN przestrzer

met odN $671 M ( b)

TC=2.45x10"

Rysunek 43 P o )
odpowi adaj Ncy ro

4.2.5.

| ewe|j obraz 0D tngtamiast ypo mawejo f i | i z 0\

i A
stoSci uzyskany metodef]. STI M. TC

Znaczenie w badaniach biologicznych

Technika STIM stanowi niezwykl|le cenne narzndzi e

zwgaszcza wW badaniach struktur biologicznych char al

i heterogenicznoSci N ginstoSci. Dzinki moUliwoSci u:

STIM pozwala na odwzorowanie architektury tkanek,

W przypadku t kanek mi inSni owych metoda ta umoUliw

mi f Sni oewrytcyhf, i &kiredcg fk ogm!l vk o waole t mo Gepnye b piger pwak es an

degeneracyjnymi Ob s z ar Yyakimipt @ 0 &€ § & mi |l ub st anami zapal ny mi C
l okalnN gistoSi, co znajduje bezpoSrednie odzwierc
jon- w.

Przygotowanie materiagu biologicznego do anal i :
wgaSciwoSci fizycznych pr-bki, w szczeg-lnoSci |ej
wi Nz Ki jonowej . W praktyce oznajed@noroodkaqyrihe cpzrnzoeSk
tkankowych o dobrze kontrol owanej gruboSci. W tym c
uprzedniego utrwalenia chemicznego, co umoUliwia za
zbli Uonym dgofiaot bgniceneprzy uUyciu kriomikrotomu
gruboSci, kt-re po wumieszczeniu na podgdoUu pomi al

przygot owane [Rluczobekviy mapadgniaajsN awi ane materiagom pr:

STI M,
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43. Spektrometria masdcWs jon- w wt

4.3.1. Rozw- j techni ki

Spektrometria masowa jon-w wt-rnych SIMS jest
analizy chemicznej ciag stagych. Dzinki wyj Ntkow
powierzchni w skali mikro nanoorazu z y s ki wani a i nformacij.i o rozkgad
w pjaszczy¥Fnie pr-bki, jak i w ggNb materiagu, t
stagego, inUynieri:i mat eri agowej, owiskekt ronice, b

Pocz Nt ki met ody SleMS - wi g @l§.0Nn de kz p eproycrz Nt k u

W swoicheksperymentaclp o r az pierwszy zaobserwowag on emis
atom- w neutral nych Z powi erysolkmie n @mrg édtky ¢ zm Nmbwai
pierwotnych[63]. Wspomnianeb adani a zapocz Nt kowady przegomowe

jon-w z powi eW zlcahtnaichh mdaOt.e rXiX .wi eku F. L. Arnot i

jon-w wt-rnych i ich zachowanie w polu magnetyc
techniki SIMS jako metody analityczn€.i er wszy w pedni funkcjonalny sy
w RCA Laboratories (Princet on,64Nevewydaezengsetya)n odwz iJrok
jeden z kamieni milowych w rozwoju metody SIM@d e kadn p: Tni ej ZaowoCO0W:
pi erwszych komercyjnie dostnpnych Ssyst ebeblw pomi

i R.Herzoga 9] . Od tamte] pory technika SIMS przeszga
i XXl wiekuiweodadiyfloi mmdisptri-plbrwii o wyecchh noorl aczg idy na mi
mi kr o i nanoel ektroni ki opartej na technol ogi ac
systemy SIMS oferujN moUliwoSi precyzyjnej ana
ggniboko3aitewe qaéfa wd z o weyl scozkoNS crioNz dpzrizestrzennN i m

zastosowanie w wielu dziedzinach nauki.

4.3.2. Zasada dziagania SI MS

Schematyczne przedstawieni e SpMSc zamszenwanen o d z N

na rysunku 4. PodstawN metody jest,czjydwi sekno srj ez pcyzINasrtiea

pr-bki pod wpgywem bombardowania wi NzkN jon-w pi
najcznSciej stanowi N jony o gadunku dodatnim, ze
odpowiedniej energi.hjoy te (np. O , YO sN pArzy,spXees,za@ae ,i Csi e

pr-bki,Npowneme¢g zjawisk fizycznych. Zder zeni a
inicjuj N proces nasatnispireireu zpkipdsuk, a NKitk eyl jie j i we wn
obejmuj NcN zar - -wno batpmSr g drki ei zwdte-atameehei aatdtejea ozne n i
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odgrywaj N istotnN roln w przekazywarndwademNesi gi i w ¢

czNstek. W wyniku propagaciji emapylgnhiagat omkweroanlst o=
(mol ekug), kl astr - w, pa wiakZe hindnrper -mbokg Knpgh dodat ni
nagad,oanaanset rkgpmalei zowane w spektrometrze masowym. Wi
pozostaje jednak obojiAtna elektorycznie i nie bier ze

Proces rozpylania w technice SIMS ma charakter o

S

c

waniem materiagu z powierzchni anali zowanej pr

bokpSpobwgaj Nca na monitorowaniu skgadu chemiczn

0O «Q C

gn
Zzasu trwania bombardowania jonami pierwotnymi, CC
n f

ormacje chemiczne wuzyskane w t ieiowy, ©wazavy 2D, mog N mi
a nawet tr-jwymggnowye( 80, SEMS szczeg-I nie atrak:

ukgad-w materiagowych.

...
[} . .
@/9.) .‘o. jony wtdrne
% %, » © &
‘/O [}
. :o + -
/%’é“o.o o
/Zb 0® o
°¢> )
j?‘A....
“ ee
I V
powierzchnia prébki
Rysunek 44Schematyczna prezentacja mechanizmu desorpcji jono
powierzchni jonami pierwotnymi prowadzi do rozpyl ani a me
kNtem masy i Jdgadunku.
Emi sjA czNst ezk nmaatgeardioangacntcahd apegal za pomocN mo
liniowej (ang.linear cascade modglk t -jreys t najl epi ej poznanym sposoben

Zak gand a Ue zrpzpylanias le @ t wyni kiem wielokrotnych zderzedG

i atomami powierzchni. Jest to model kinetyczny, <cz
ten zachodzi bardzo szybko. Czas trwania jednej k a
kol ej ny mi uder zeni ami jantwakht ewawbt phech ., aviodeb npezwaa e

kaskady liniowepajbardziej efektywnie opisuje emiisi wy wodanN bombar dowaniem pr z
o d mab&ib pojedyncze jony molekularfnenp O , O ., Ar oenerglaehw,przéslziale or az C
od 0,1 keV do 50 keVJ e st t o rny&joorziySdiyejanwy ponedwndg wgdajogb
rozpylaniaj e st n ajpraedzidlenzi ai d zkgval 0100 keV w zal eUnoSci od za
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Oddzi agywanipowiocm-zw hni N pr-bki-sekwegaj g -akode k adf@
iatomat om, w wyni ku kt - -wtejr ndyocchh odzNs tf@g6k Weprzymdkw i e r z
energii jon-w przekraczaj Ncej 100 keV, efektywno
energia przenoszona jest zbyt ggnboko pod powier
z warstwy powierzchniowej. Mechanizmy sputteringu oraz ich neodebretycznevc i NU poz o st
przedmi otem intensywnych badaG, kt - re doprowadz
wykluczaj Ncego uproszczone podej Scie oparte wygN

Uzupegnieniem klasycznego modelu kaskady | in
potential sputteriny |, kt - ry zakgada, UOe do emisji czNst ek

bezpoSrednich zder ze E 7 oaj dvu jpN cowievshia iygct W fakiyee 0 ma m

jednak transfer pnindu i gadunku cznAasto wystnpuj e
zaleUne od rodzaju jon-w pierwotnych oWanodelpr zen
potencjagowym kluczowe Znaczeni e ma obecnoSi i
powi erzchni owych, co umoUliwia transfer el ektro
pi erwotne ulegaj N neutrali zac] irzchniomychppozyyes émisfi e wz
najadowanych atom-w | ub czNsteczek z bombardowa
towarzyszy emisja elektron-w Augera. Model poten

przy bardzo niskich ernzeirdgl QlcslV) pnpwzyi kt woyalgcéan
ni ewystarczaj NcawyddPNowvzynios] amd pprzekasmiapinadédh a ni z m

Warto podkreSlii, Ue sam proces sputteringu
domi nuj Ncy mechanizm sN silnie uzaleUni o(takchzar - v
jak jejenergiairodzyjj ak i od wgaSciwoSci fizykochemicznych

4.33. Wy daj roppfdnia jonowego

Jednym z podstawowych parametr-w opisuj Ncych

rozpylania(ang.sputtering yieldY) , def i ni owana (jmakekuigcthd aobomwwy,
powi ermathenrigiaaUdy | ono Uri emwotzmptial opi sana pros
. Oi .
w =<h T
un
gdze 0iodpowi ada Sredni e] l i czbi @&nodpowigda licamlyigy c h - vat or
pi erwotnychmoUwWydsaijlnoiSel zaheUgl ir jwmi ewO ppaslanivot nyc

stosunku masy | omasyat pmewwep b wy eorazedengiw i oNvatactBvych
w materialeBadania eksperymentaingkva z a & j, wilfek s1z arozwyadianp miejssdwykle
dla kNt -w pada®0A, zp gealetryeznid a g8 vini aj N one naj wi ik
bombardowaniaW literaturze, ostatecznaywd a j moap$ldniaj e s t cznst gakodze.f i ni o
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uOyt ecznarozpyadiaj nawSig Nfedynietae j ony wmogNezos&talreskut e
zarejestrowane przez system detekcyjny w aparatButS. Teoretyczne podstawgpisuwy d aj no Sc i

rozpyl anisa c z e gdpaawane przePeten Sigmuné [67], Kt - rego prace st a

fundament wsp-gczesnego model owania zjawiska i sN
4.3.4. Budowa i dziaganie ukgadu SI MS

Typowy system SIMS pracuje w wakachco najmniejwy s o ki e j pIX 0 Uniumk arz i du
ni Uszedgo pozwala na istotne zmniejszenie prawdopodo
[ wt -rnych) z czNsteczkami gaz-w resztkowych obecn
pr-Uni nie tylko zwinksza SwiedmMicN pdreaxgiz | siwd b ocdznuN\y oj
r-wnieU ogranicza ryzyko wt-rnego zanieczyszczeni :
systemu pr-Uniowego instrumentacja SIWMB-ddapdanswi
pi erwotnych ( d ZKiod uann y o j cowmeo)w e j i ekstraksota,@amalizatom g ni s kK U |

masowego oraz det ekt bago jtopetemantwoepbwiedzialpycza generowanie

iwst nopgrei skowani e wi Nzki jon-w pierwotnych. W zaleO
r-One techwmi¥ri- dloemijnoprcgvipyrnz ez z der z e n electroaimpaktt r on - w  :
El) l ub za pomocN duoplasmatronu, w kt-rym jonizac
wytworzonej w procesie termoemisji elektromviub moleky emitowarych z rozgrzanego filamentu

(katody).Po uf or mowani u, wi Nzka jonowa | est przyspiesz
el ektrostatycznych [ magnetycznych soczewek kwadr
zazwyczaj kapilarN wykonanN ze szkga zkaor ok rSzreendinai nco
rzindu kil kuWmNxka@a mponewa trafia nastfipnie do komor
w odleggoSci kil kudziesifnciu milimetr - wzwdoSpgri-bki
powi erzchni owej przy jednoczesnym ograniczeniu ggi
Z powierzchni pr - bki sN ekstrahowane z komory pomi
(okogo 6 kV), a nastnpni e VKriowoczeswamsgstemapbméarowythi z at or a
naj cznSci gjtanslizatosceasuepresiqang.Time of Flight TOP, kt - ry umoUl i wi a s
jon-w na podstawie stosunku imaswy dmok NJ ardumdkaui e(l ne/zzo)$
Rozpylongony t r af i aj Ndetektof a kwzmaé¢ ®i maasygnag poprzez emis]
proporcjonalnN do dmiagajaNegoaj aasadzie podobnej d
UmoUIl i wia on zar-wno pomiar masy jon-w, jak i twor:
Cznstosowanym detektorem | est Murgchanrdellathbtdnowodna nal i k o w
kl uczowy el ement systemu detekcji, w kt-rym poj ec

el ektron-w wt-rnyhcho wSrneidkriockyanlail i kac mi kr ometr - w.
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wi el okrotnego wzmocnienia sygnagu el ektrycznego,
z wysokN czugdgoSci N.

W ramach niniejszej pracy badawczej pomiary przeprowadzono z wykorzystaniem systemu SIMS
znajduj Ncego sin w Ruder Bogkovil Institute, wyp
Tandetron (do EMV) [68i70. Taka konfi guracja umeUIMSwi & tprrayc ir ov
moUl i woSci techni ki o an aprzy eednoczeshynb mchgwartiu wysakiejs t w

czugoSci det ekcji i nf or mavea jyipoawlke ¢ mikoard é jguw achji ntsy
umi eszczana jest na manipulatorze umoUl i wiaj Ncyrm
regulacjn kNta nachylenia w zakresie N1A. W syst
piezomanipulato 4 D, kt -ry umeUlpirwieani ekanzangbe pr - bki

przekJjada sifn na zwinhnkszenie efektywnoSci genero

danych analitycznych.

NaleUy r-wnieU wspomniel o jednym z gg-wnyc
w ogniskowaniu jon-w cifnUkich o wysoki ej ener gi i
W celu poprawy skupienia zastosowamo u k gcaaddza tek owy system ogni skuj Nc
sin kapilary szkl anej (tzw. soczewki kapil arnej
rozpraszania Rutherford e wz gl idu na istotne obni Uenie nat:
przej Sciem pr zeez pkoanpiialraorwi,m w ausktjoasdozwano det ekt or
transmisyjnej, pegni Ncy funkcjn wyzwal Betektoamters y gn a
jest jednak podatny na uszkodzenia wskutek inter
co znaczNco ogranicza jego UywotnoSi Wubkgadaikd
zastosowanym wW niniejszej pracy funkcjn detekto
rejestruj Nca moment przgeBeianjBNedlst mpulwspebéekUuoy
Czas przelotu jon-w okreSlano jako r-UniciAa mind
pochodzNcym z detektora MCP, WybknacdeNievegd oSz i S avisN o anr
r-Unicy c¢zas owwfelujwgzsatzenikrawsceyz ojwen - w, cCo czyni di c
niezbidnym dl a skut ec z mprdprovagzenmianygodnej analiey i z yw k § @y wi
spektrometrii czasu przelotu.

W systemie zastosowanym w ramach niniejszej pracy badaweasjpsowano analizator

TORS|I MS wyposaUony w reflektron, czyli ukgad el e
jon-w i skierowanie i cRefploalowwnomr kompenstij € en ie &
kinetycznej jon-w o tej same|] wartoSci m/ z, co
zwinksza rozdzielczoSi czasowN oraz masowN pomi

identyfiwacpg@cielgi-zio wiNhemiacznN oraz obrazowani e
Zastosowanie reflektronu w pogNczeniu z detekt ol

spektrum jon-w wt-rnych oraz generowanie obraz: v
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rozdzielczoSci N przestrzennN i masowN. Detektor MC
detekcji, co przekgada sin na wyzscazkeNy - viyodvayj noopSis aknoan
oraz zasady dzi-8pM8i aszywkgstremuywarFego w instytucie
w publikacjach68, 69. Narysunkd5pr zed st awi o midmeSIMSyjekingja dnalizsvanych

pr-bek minSniowych. W zakresie m/z poniUej 100 domi
zwi Nzk-w, takich jak fragmenty aminokwas-w i jony 1
(powy Uej aumsmodaNl npei ki odpowi adaj Nce fragmentom | ipi
kom-rkowej mifASni
50
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s
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T e
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Rysunek 45. Pr zykgadowe widmo SIMS wuzyskane dla pr-bki mi A Sn
pozytywnym przy uUyciu jon-w pierwotnych tlenu O
4.3.5. Tryby pracy SIMS

Technika SI'MS moUe byl stosowana w dw-ch podsta
wi Nzki jon-w pierwotnych, co defdmimatee rgigaidpw.k o8y r -al
tryb statyczny oraz dynamiczngtatyczny SIMS &ng. static SIM$ charakteryzujes i i gfi sk NSci N
jon-w pierwolhiyjchj ¢powi dmjj) , dzi nki czemu analizie
pr - bki. Pozwal a to na minimali zacjn uszkodze®&® pr -

powi erzchni oawNsygnealdi mi nop B z eombavdowaniuJjongmiNdtdnaasty ¢ h
dynamiczny SIMS (angdynamic SIMp st osowany jest przede wszystkim w

wi Nzki jon- wopviyBElelyjo t jnyipoawelaoany y skani e profiolada ggnbok
szczeg-gowN analizfin zmian skJade whgmihdeneqo zwi ik
prawdopodobie@E&two implantacij.i jon-w pi eatywygt nych,
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(ang. matrix effecy , kt -re wpgywajN na zmniejszenizezwydaijam
otoczenia elektronowego powierzchni.

Technika SIMS w pogNczeniu z moUliwoSci N skat
mol ekul arne. JednakUe w typowych systemach SI MS,
kil ku do kil kudz$SlkeNMSYciwydajVn éhd i ve. sothk ezva 2wt y- cr znayjc n i
do wygenerowania obrazu pr - bki przed | ej Zni szc:
ograniczonN efektywnoSi 71,K3, WkymRU Bé o r Blosjtatdp8ivi na ¢
wykorzystujewi Nz k M Uk i ¢ hengrgd kilku viveVo(MeV-SIMS). Metoda ta |est
uUOyteczna do obrazowania pr-bek biologicznych ot
fragmentacjfi molekud i moUliwoSi analizy ggfibszy

Wykorzystani eSIMSNzkdosRBYnepstwadgo r-wnielU uc
w literaturze $9,73,74 . Podst awowa r - Uni ca -SIMBiMeWSIMSaaotyezy ncj or
generacji wiNzki jon-w pierwotnych. Osi Ngnincie
o potencjale kil k-8IMSmezpylniep lets t w.wyalagifilgwhdare pr zez ha
el ektronowe jon-w pierwotnych przechodzNcych pr
[ przekazani e phnduSIMSa&ki maghanizro prawadei desbardziejvgelektypwvdego
zrywania wiNza® atomowych na skutek oddziagywaGE
mol ekug i umoUl i wi a dolegiadsnpieekjts zsNe cazneagl-il znfi ei cihs tsokt
materiag-w [B5. 0ol ogi cznych

W badaniach przeprowadzonych na potrzeby nin
pierwotnych O o energii 9 Me \a Pomiasyovgkondro W eryie z a k
ci Ntz pomoc N -MeN-Sa MG, TOE-rego szczeg-Jowy opi s
w publikacji 8. Uk gad SI MS zastosowany wW niniejszych bai
aparatury tego typu, takie jak: Fr-dgo jon-w pi

analizator masowy; ich rozmieszczenie przedstawiono schematycznie na rg€nku
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analizator TOF z
reflektronem

soczewki Einzel’a

ekstraktor

Rysunek 46 Sc hemat yczna budowa wukgadu SI MS wykorzystanego w
Fr - dgdgo jon-w pierwotnych, system skanowania pr-bki, k omo

44. Spektrometria masowa z desor pc|
z wykorzystaniem matrycy

4.4.1. Wprowadzenie do spektrometri.i mas oV

Spektrometria masowa MS (anglass Spectrometyy | e st zaawansowanN techn

umoUl i wi aj NcN identyfikacjn i charakterystykn czNs

stosunku masy do Jgadunku. ChociaU fundamenty tej t

met od td@kwki &m jonizacji o umoUliwi g jej szerokie zas
Donajbardz e j p r z & Geacrhonw \ESI Garm ElecttbSpray lonizatiopnorazMALDI [76].

W o d r niulde metod twardej jonizacji np. Edrfg.Electron lonizatioh , t ec hni ki mi fnkkie p

jonizacjn czNsteczek bez ich znacznej fragmentacij.i

o duUe|j masi e czNsteczkowej[77l.t akich jak |lipidy, bias

4.4.2. Historia rozwoju techniki MALDI

Spektrometria masowa ulegga znacznemu rozwoj ow

umoUl i wiaj Nc identyfikacjn i szczeg-§gowN analizn z
zwdaswzanal i zi e mrwdtNezikn wi ol idpiUk-jw masi e czNsteczkowe
w identyfikacij. zmi an degeneracyjnych w tkankach mi

JednN z pierwszych metod stosowanych do masowe
o0 kt-rym szerzejdd. Wi samacWw tepdziexzlhei ki pr - bki czn
rozpuszczenie w glicerol{i78]. W trakcie rozwoju metod desorpcji i jonizacji z wykorzystaniem impulsu

| aser owe g okomcepfpjazasiogpaania indirycy, jakei bst ancj i ugat wi aj Ncej pr
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i zwifAkszaj Ncej 78flaklt yvan @$ iz ejjo miekiardwaizonittensywne 7 0 .
badani a nad met odami joni zacij. pr - bek bi ol ogic
z analizatorem czasu przel¢g@®i8l] . Pr zegomowym momentem bygo jedne

masowej z wykorzystaniem mikq r - b k oswoanndi Na | (@ng. leaseo Middoprobe Mass Analysis

LAMMA) przez Hillenkampa i Kaufmana8Z% |, kt -ra umo Ul i wi ga pi er ws
pochodzNcych od organicznych polimer-w w analizo
jako artefakty pomiaru, jednak zainicjowagy onhe
w |latach 80 XX wieku doprowadzi gy do powstania nm
i joni zacij.i | aser oMALPI-MB.sAfka mmang am eMALmDdt rpyoc Nk az pi e
w | iteraturze naukowe]j w 1985 r opramieniowanpiUdany. dot y
ultraviole) na ef ekt ywnoSi proces-w desorpcij.i [ joni za
o wysokiej @3fiMatomi&tizymday a[ p- Fniej, opubli kowano
o masach przekr8fc,zad Nczyamho clONtkkDeawd § o d@dnomentaz ny |
swojego wprowadzenjg ec hni ka MALDI ugruntowaga swoj N pozy
analizy mol ekul arnej pr-bek biologicznych, ceni ¢
masi e, takich jak proteiny i | i pi dyankad ludzkind,eg e r -
dodat kowo podkreSla jej 8Jzerokie moUliwoSci apli

Nowoczesne systemy MALDI umoUliwiajN nie ty
obrazowani e i ch przestrzennego r ozkglmabing Masspr - b
SpectromettyUzyskane w ten spos-b dane stanowi N istotn

do poggnbienia wiedzy manpB#.mat mechani zm-w chor -

4.4.3. Rola matryc w procesie jonizacji

W spektrometrii masowej MALDI kluczowym elementgme st mat r yc a. Jest t ¢
zadaniem jest pmphfani Aaiser ewe gapordij orar popdzad dnalituc z e n i
Chociisatthi ej N alternatywne podej Scia z 86&yytdnle m ma't

metali [87), naj cz88osewanskesdNzNsteczkowektzwi Nzkbpads @wwn

i ndywidual ni e do rodzaju anal itu or az parametr
w systemach MALDI sN | asery azotowe o dJjugoSci
o dgugoSci fali 355 nm lub 266 nm.

Matryce o zbyt duUej masie czNsteczkowej mogN
przekazywania energii czNsteczkom analitu, co ne
i stotne |jest, aby masa mat rbyly drnyajana dipylwé edns b
skutecznN jonizacjn analizowanych zwi Nzk-w, a |
wgasnych, kt-re moggyby zakg-cal interpretacjn w
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Matrycn nakgada sin na powierzchnin analitu r-U
sublimacjn Iub nanoszenie z rozpuszczalnikiem. Po n
anal i tu | edna krgsthlitami owawisetlwkio Sc i od kil ku do kil kus
skrystalizowanej matrycy jest zwykle wielokrotnie
efektywna absorpcja Swiatga | aserowego. Dznien ki t emt
ul egawWNmgaszkodzeniom termicznym, | ecz zostajN podd
razem z czNsteczkami matrycy. Wydaj noSi cagego pr
jednorodnoSci skryst & . zDbova-nrejondippayve kleedowemagtzenec y |
w analizie tkanek minSniowych, kt -rych struktury w
energii pochodzNcN z impuls-w |laserowych.

W procesiepomiarowym przy wykorzystaniu metod AL D1 podczas ekspozyc]
i mpuls | aserowy, energia pochganiana | est gg- wni e
wynoszNc czNsteczki analitu do fazy gazowej. W poc
(najcznSciej kptoobanwwsBHdul b ) mindzy matrycN a an

tzw. jomoweffubsirnych, ,ctzayki[cM+ Naak ,[ MktH]r ych masa odp
czNsteczki anal i tZjawisko to damingeNw teyltiendedataim jorozacji, co wynika
z obecnoSci gatwo protonuj Ncych sifi grup funkcyjny
bi oczNModl¢ zevle jest takUe for mowanie anion-w w trykhk
(utraty H ), jednak tryb ten stosowany jest rzadzi
ul egaj Ncy c htakidhgak grapy kanmaksylpwie.,

Mimo ponadtrzydziestd at i ntensywnych bada®& mechanizm joni
koEGca poznany. Obecnie przyjmuje siif, Ue jonizacj a
w wyniku abl acj i | aserowej , w Kkt -rej dochodzi do

a czNsteczkKamiwzghadut wn.a wci NUO niepegne poznanie r
przyjmuje siftwppoosispenc hnoj &8, j ey o pojedynczym gadun}
wi dm i umo Ul i wi wpibseazmpioeSrewadni eScpirzm/ z do masy mono
zwi Nzku.

Badania eksperymentalne przeprowadzone na potr ze

zrealizowaneprzy ws p - gZa s p oBjieont h e mi i [ Neurobi ol ogi i znaj d
I nUOynieri.i Mat e Akadewej -HBtreicaamg k w Kr akowi e. Ws p o
badawczy w artykule8g] podkreSlig kluczowe znaczenie doboru
jakoSci uzyskiwanych widm oraz map jonowych. W pr
matrycy, |l iczby warstw oraz parametr-w nanoszeni &
efektywnoSi analizy lipid-w. Wykazdamiognaftilem)omz b - r ma
warunki | ej aplikacij.i i stotnie wpgywaj N na intensy"

50



szczeg-|lnej ostroUnoSci podczas por -wnywani a

eksperymentalnych.

4.4.4, Zarys teoretyczny metody MALDI

Proces pomiarowy w spektrometrii mas MALDI m
(desorpcjn), jonizacjn oraz detekcjf. CagoSi odt
wysoki ej phigh Vhcuuh .( alklguczowym etapem inicjuj Ncym
promi eni owania | aserowego przez matrycn, kt-ra s
oraz ablacji materiadgu z powierzchni wrg®Kb 6 mavt t

podczas tego zjaska opisuje prawo Beera:

O 0 h v

gdzieOr eprezentujn fluencj i ( ghi&tjest3dflueacin@a pgwierzchhia s e r
pr-bki,  nat owmpagrczynni k(78 bsorpcij.i mat eri agu
OdwrotnoSi wspahowynnizkva ¢|1gfitkdk ol pperedtsrt aojii
powi erzchni pr - bki po przebyciu kt-rej fluencj a
PoniewapP-Jczynnikj esntat e$dia$lue zal eUny od dJugc
el ektromagnetycznego, ggnbokoSi penetracji r-wni
t o, Ue zastosowani e r wylonzystamienasaeor ykoo nk r ped Mg z edrjiuwg

337 nm dla | asera azotowego UV) skutkuje r-Unym
kil kudziesificiu do kilkuset nanometr- -w) w zal eUn
Al ternatywnym podej Sciem jest wykorzystanie

na przykgdgad w iena(ang.enBared Rpoda&ogdow 3 Om, kt - re poz

i przekazanie energi.i pojedynczego i mpulsu | ase
stosowane w technice MALDI Zazwyczalij generuj N i
a w konsekwencij.i ablacjn materiagu przez wielok

stosunkowo nioeSwiielkdregt rgajcijbiok Nawet przy nQdski ch

zaabsorbowana pr z@wtechned/ALDEjdstkvizasadbig podstan®wym parametrem

definiujNcym pr oBeaezsu jaNocl ancajmerbrvetdaomi ppcrj aedst awi | z al
9% | g 0
@
W zwi Nzku z tym, jeSli matryca zastosowana Ww
wsp-gczynni kjkemi &atgnrepgjeist uUycie ni UszZ@.Ztegowar t o
wzglndu niezbndne jest indywidualne dos spmuwani e
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przygotowani a matrycy do S p e onaA typu analizbwanegpgro- bk k g a d u
w metodzieMALDI.

W |literaturze spotyka sifi dwa terminy opisuj Nc
W istocie sN to r-Une procesy. Desorpcja dotyczy r ¢
ablacja oznacza usunincie kil ku moablacja jesttmrdaie)j at o mo wy
precyzyjnymo k r e S1 eni e m, jednak z uwagi na t o, Ue podcza
zachodzi szereg zjawisk prowadzNcych do rozpylenia
[78].

JeSl i energi a zdeponowana przez i mpul s Swi et
mi ndzyczNsteczkowych w dane,j objAatoSci, dochodzi
skondensowanej do gazowej, co prowardasf ey upro-l Bnieaw

Proces ten wynika z lokalnego, intensywnego ogrzania relatywnie cienkiej warstwy powierzchniowej
matrycy, Kkt-ra silnie absorbuje promieniowanie | as:¢

laserowego, rozpraszanie energiit@i c z n e j przez przewodnictwo cieplne

wol ne, aby rozproszyl zdeponowanN energin. Powodu
przejScie fazowe, czyli ablacjn. W efletdcizg pbovwsa a ]
z czNsteczek matrycy, analitu, fragment-w mol ekul a
W wspomnianejc hmur ze zachodzN dalsze procesy, takie jak

wymi ana gadunk-w or azALDIl, donizacjaaanaita®imi ek Fadk ek ap eM y me n

abl acji czNstek matrycy oraz rozprnUania chmury c¢zl
Dol na bi aga l' i nia na zdj Aciach przedstawi a powi €
nitrobenzyl owego. Lewa fotografia ukazuje obraz pc
i mpul si e | aser owy m. Nat omi ast zdj tziNst @lo wr Swe jet

rozproszonym, zarejestrowanN pod kNt eusicBd.A wzgl nder

Rysunek47.Gener acja chmury czNstek w technice MALDI , z wykor z
przy uUyciu fotografii szybkiej z [89ozdzielczoSci N czasow
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~A 7

445. ZgoUonoSlI jonizacij.i w MALDI
eksperymentalnych

Pomi mo | icznych badacG, mechanizmy odpowiedzi
pozostajN nie do ko@® a wyjaSnione. Dotyczy to z
dochodzi do powstania jon-w anadinwch aomitgtyacyni &
zgodne, a niekt-re z nich sN post rNeeupganjednal a k o
wNt pl i woSci, Ue MALDI umoUliwia skutecznN joniza
techniki. Eksperymenty wykaguN, Ue wydajnoSi jonizacji analitu

neutralnych) w przypadku MALDI wynosi zazwyczaj od @ldo 1%, chwciszldzeg-1 ny
przypadkach moUe ®&dmh.odkzddn mazwel8nideo I1i0czba zjoni :

jest kilka rznd-w niUsza.

Zal eUOnoSi mindzy intensywnoSci N sygnag-w jon:
masowych, sugeruj e, Ue do wymiany gadunk-w doc
powstagej w wyniku ablacji, a bgWwamoweprt- atkilie. bz
r-wnieU zaobserwowal widma, w kt-rych przy duOy
intensywne sygnagy analitu przy j®jnoczeSnie Sl a

4.4.6. Modelegenerowaniaj on- w w MALDI

W | iteraturze i stnieje kil ka rpowdtewamiaj @m - Wwuj N
w technice MALDI, jobejimujevk  pUeagdnein wes zryiscthk i rcihe obser w
kaUOdy wnosi i stotne el ementy do og-lnego zrozumi
teoretyczne: klasyczny model f otoj onilxhkysurvivof.or az
W model u fotojonizacji zakgada sifn, Ue czNsteczk
foton - w.wPobevstapges-b jony matrycy maj N nastipni e
(np. przez transfer protonu | ub elektronu) w pow

wartoSci dasehepf Aweopgodobi e@Estwo takich nieliniowyec
obecnoSi jon-w rodni kowych matrycy (np. M [ M+ 2
mechanizm ni e tgumaczy w pegni obser wowanych

o poj edync Ayematyyaydnodelkluucky survivoro zakgada, Ue

przed ablacjN Ilub w jej bardzo wczeannaylm te.t alpaney, p
wefekciecoddzi agywa® w f azi e teskkto-nrdee npsrozweatnrewa j Nl see rtiyd k
w fazie gazowej, sN wykrywane przez detektor. Mo
gadunku w widmach MALDI o r RBodatkowyns &rdimentgmd mzeamecS | |

wystipwwgdghNcamni e model ktf, otUej oviidanac juiz yjsekd twafne z
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(mi mo duUej r-Unicy energii foton-w) sN czfAisto bar
termicznych oraz roangitad-w klastr-w matryca

W praktyce proces jonizacj. w MALDI j est WYy p a
zdol noSci absor pcygjon epjo wmantorwaccyt ,w aa hmd hiiidezeymemaa rtyackNUd o
chmury poablacyjn€7§]. Dl atego teU kluczowe znaczenie dla sku

dob-r odpowi edni ej mat r ycyMait rygas -nd ep rt zyyl koot omnaon( | ai

absorpcjfi promieniowania | aserowego, ale takUe wpg
czNsteczek. Ostateczna efektywnoSi met ody MALDI
instrument al nycohwi eldencize gtoa kdlbep aosdo woachp a wgaSci woSci f
charakterystyki anali zowane]j pr - bki
4.4.7. IMS-mol ekul arne obrazowanie tkanek p
mas

Obrazowa spektrometria masowa IMSt ano wi zaawansowanN technol
umo Ul i wi aj NcN uzyskiwani e i nformacij.i mol ekul arnyc
jednoczesnym zachowani u integral noSci przestrzenn

spektromet rwoScmaNs tzwomozlelnii a szczeg- owych map rozkg
jak biagka, peptydy, | ipidy, metabolity czy | eki, v
I MS wyr -Unia sin moUliwoSci N detekcji zwiNzk-w
Oznacza to, UOe anal i z adodatkoWegc hteynli c pnejwa doadryd i bace| i
mini malizuje ryzyko interferencj.i z natural ny mi w
jednoczesne obrazowanie wielu czNsteczek w pojedyn
efektywnoSi mmwadhi,z ooy reikNd al MS szczeg:-Ilnie uUytecz
patogenezN chor - tk,ommir kroow§op dwisgd ki 8imt Pangk gma olweg z €
wkont elk®&da & o n k otéclnikd ta znajguie hcoraz szersze zastosowanie w diagnostyce
[ kl asyfikacij. nowot wor - w. UmoUl i wia wykrywanie sz
peptydy, l i pidy, wnglowodany czy glikokoniugaty. I
jego heterogemo Sc ia mamlked ew s pi odmeangt ayluriktls EDZSilEViU NOwotworu na podstawie
badania przerzut{91]. Dost arcza r-wnieU informacij.i prognostycz
metody diagnostyczne, takie jdlistopatologiaimmunohistochemia czgnetody genetyki molekularnej
[9). Wszyst ko to sprawia, Ue I MS staje sin wartoScic

nowot wor -w oraz w procesie odkrywania nowych biomar

Kluczowy postfinp w rozwoju |IMS stanowi go zast oso\
roln mediatora jonizacj. po absorpcji promi eni owan
umoUl i wi a u zpowidrahnioveegornmazphygadu mol ekud z wysokN roz
i szerokim zakresem detekcj i ( od kobrdzéwa spektrométaal t on - w
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masowamo Ue byl awe alwi-zcchwagng - w kwjzgcjn dartychy b y bhh ea pegnoobs
(ang. full scan imaginy obejmuj Nowirer zatgmi fipopr z e kr otjyhie t k an
ukierunkowanym (angtargeted imaginy skoncentrowanym na konkretnych, biologicznie istotnych
obszarach.

W przypadku obrazowania ukierunkowaRGQigpmrai dent
sin zazwyczaij na wczeSniejszej analizie histolog
hematoksylinN i eozynN (H&E), patolog lub biolo
di agnhostycznym. Wsp- gr zndnee wykolzystgwangecdo precyzyjiiedo- w ¢
nani esieni a matrycy jedyni e na t e fragmenty p !
zsynchronizowany z systemem pozycjonowarspektrometru masowego, pozwala na selektywne

pozyskanie danych wygNcznie z uprzednio wskazany

Opisanpodej Scie stanowi przykgad synergii kIl asy«
analizN mol ekul arnN. Zastosowanie obrazowania |
[ ogranicza objntoSi generowanych danych, ale t

bada® wysokoprzepustowych pozwala to na znaczne

Dob:-r odpowiedni ej strategi. akwizycji powi n:
JeSli celem jest uzyskanie pegnego, przestrzenne
trybu pegnoobszarowego. N a t nacnéni@ B1d anakiza Kopkretnycic 7marmc h |
pat ol ogicznych, bardzi ej adekwatne staje sifn obr

Z histopatologiem.
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5. Metodologia pomiarowa

5. Kl asyfi kacja pr-bek

Na potrzeby analiz badawczych pr-bki t kanek
podstawowych grupach, zgodni e z poatzy taw FPowagimypm e z
metodologiczne, st anowi Nicd ddasyfikgg- wn Nr p@ae¢ 1 wgi cznych min$S
W niniejszejrozprawe:

O grupa C (kontrolna) o b e j mupjrN cbak i mi nSni szkieletowych

patologicznych w badaniu histopatologicznysmit anowi Nce odni esieni e dlI

zmi an wyst fpu jzézniamami patologiaznympia ¢ h

O grupaM(miopatycznap b e j mpij Nelki mi iSni wykazuj Nceneechy
zawsze jednoznacznie zidentyfikowaeéiplogii,z awi er aj Nxmi a&rmy - giner wot ne

wtymt a knéleogenne,

O grupa D(dystroficzna b e j mp Neli mi iSni pochodzNce od pac
minSnnowkal eUn,i ewodyrmypuiom.r i dkyadawzoyf(hi@MDN

iwykazuj Nce char alotdemroysstoynez ndeo zdnyisatnryo f i i mi n
zr - Unicowanie Srednicy wg-kien, zwi nkszeni e

specyficzne zaburzenia immunofenotypowe np. brak ekspresji dysferliny itp.

Dla przejrzystoSci dal szych anali z, kaUdej
konsekwentnie stosowane w kolejnych czinSciach pr
met ody pomiarowej , dokeeprampo wa nwina erda treorzisazgeu ,z e

opisane w odpowiednich sekcjach analitycznych.

5.2. Technika PIXE

5.2.1. Preparatykapr - b ek

Pr - bki t kanek, kt -re wykorzystano w opisanyc
pacjent-w z podejrzeniem choroby minSniowej pod:
nacincie sk-ry i wzeiéruleniudnesdowym BozednBwahi fi kacj N

pr-bek biologicznych do dalszych etap-w badaEE
szczeg-gowN oceni di agstamdatdowgchprotedurz wykpraystgwangch we n i e n
wsp-gczesnej] miomatwaljygiziar - Anstaldgibzagrming zevgkjorza/staniem
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hematoksyliny i eozynyj, a k i hi stochemiczne w szczeg-IlnoSci st o
typ-w wg-kien mikitSminoowydh enzymatyczsaejowa akige kij ek
w r-UnymgodqeHz og - | ni e pmiziyd Ay ryani o dowy mi standar dan
neuropatol ogiczneij. Pr da &g ddwopatobgilsatedryjPatanmrodobodiii z o wa n y
Uni wersytetu Jagiell oG ki eg Badhiaz ¢ &gaviiendzodMmzeédz cum w |
Komi sj i Bi oetycznN @drki wgrosy tCotld e gd aigni e IMea i cum (
1072.6120.249.2020).

W celu zachowania integralnoSci sadanyckptr u rbaelkn e j m
mi nSnioavgtcdy a kripkondedwadjiai ezwgoczni e pomemykdManz k dwegc
zamo U e wiizapentanies chgodzony m w Tcaike ke§ ypro daezj oSaviii ee.i mpalziwad aj fn
artefakt-w mroUeni owych i rmkfostryktagk onnl- rwhi tkewkenjpejS1 o d wz o
Przeci nt rpeekr§ubei donpitcaat u mi "Snia mierzNc w pgaszczy¥Fn
wg-kien odpkoFrongdo 5mmZ tak przygotowanyahl IplomocW t k
kriomikrotomu (Leica Biosystems, CM 186@)temperaturze20A @ o upr zedni m wykonani u
na potrzeby standardowej diagnostyki neuropatologicfoej c zym wspomni anog, w akap

kontynuuj Nawanmmwgcnans kolegnk skrawk o kontrol owane|] gruboSci
mi kr omeltor -.cve,| - w niniejszej badawczych w ramach nin
jednoczesnN analizin dwuparametrycznN i pornmawnawczN

skrawkach bezpoSrednio odwzorowuj Ncych strukturn zr
Na potrzeby metody PIXE dla kaUdej pr-bki, Z W)
sNsiaduj Nce przekroje o granbdo Basyczng anfliny.histdlogickeepn z ni c
[ osadzono na standardowym szKki e kvuwanmnalokienlksik o powy m,
zazda ku kr zemu Si niNiwynaraghrduw2mon$c ii Nd0 @ ada, Kanada). Aby
wpgyw obecnoSci wody analizowgneir k ib k swamp lratebaididfilzacio w e |,
w temperaturze8 0 AC ¢ bejz dladl - bki chemiekhgiwhe mapeiwncapNw
naruszaniamikrostruktury. Po skompletowanima t e rbadawgzego sklasyfikowango w trzedh

podstawowycly r upach jak wspomebhno wyUej w rozdzi

5.2.2. Wstnpne przygotowanie i selekcja ob

Eksperymenty przeprowadzono w Laboratorium Interak®jd d z i a gWiwdmkia Jonowe |
Il nstytutu Ruler Bogkovil w Zagrzebiu (Chorwacja), ¢
Do wzbudzenia atom-w w anali zowanych pr-bkach =zasH
mi krowi NzkfAn proton-w o ie@er @inial i2z iMepi, erowo as m& GWwNw
mi kromeEmyszninNpromieni owania rentgenowskiego induk:c
zarejestrowano za p o pnadekdji PritoetoneGarnnedrech Instijute o akt@aingj L i )
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powi erzchni 30 mm] [ oknie berylowym o gruboSci
wzgl indem osi wi Nzki, w odl eggoWccelokoggr aniccnz eonc
efekt-w radiacyjnych na strukturn tkanek cgdr - bki
fingey i aktywnie chdgodzone przy uUyciu kriostatu z
gromadzeniu sin gadunk-w elektrostatycznych na
zamontowano na uchwytach zawoc N t aSmy pr zewodz Nc e na bazie w

Anal i za P lpopEedzorapsot nai gaar a mi wy konany mi met odN s|
mi kroskopii jonowej STIM, co pozwoligo na r - -wnoc
jak i zmi ennoSci ginstoSci powi erzchni owe]j w obr
mikrowiNz k N jon-w o $1@ndniceg dkogo SITIM rejestrowar
krzemowego PIPS (anBassivated Implanted Planar Silicon o gr uboSci 300 Om, us!H
25A wzglndem osi wifNzgur.acpac zkeogmajroyw a d ektoenk c y j n e
przedstawione zostagy sc¢hemamttomizandte =ndaj Arcy LU nXKas
pomi arowego Wraz z zamontowanymi. pr - bkami znaj du
A b wiq\zka ."3""

.-:/jonéw.__
uchwyt na

tasma weglowa
detektor

Si(li) —= T2 o - -L/ probki

probki == ! ,. —)
i

L N detektor
Al ‘ «—

STIM

Rysunek 5.1A-Wi dok wnntrza komory pomiarowe]j ukgadu PI XE, z
uchwytem detektora. BUc h wy t na pr-bki z zamocowanymi ramkami K
skrawki tkanek za pomocN taSmy wigl owej .

W opisywanyctp o mi ar ac h s k onnac emytbrroawnayncoh soibfis zar ach zaw
wg-kna minSniowe. Tego typu podej Scie umoUl i wiag
dodat kowych sygnag-zwe tsGaompypycldadaNMawah ot aczaj Nc
przeprowadzono wsthipne skanowanie tkanek minSni
0g - | negastrukdubyrtkarkilNa t e j podstawie na kaUdej z pr-b
obszarybadawcze w kt - rycél sdoykomamomidar -w metodN Pl XE

rozdzielczoSci przestrzennej wynoszNcej 128 1 12
27312, 73 0Obmzymane wyni ki wraz z szczeg-JgowN specy
w publi kacj i Subaliulgrtelefental aimaging ofAhuman muscle tissues affected by

neuromuscular diseases34].
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523. Analiza pr-bek metodN STIM i identy

W celu precyzyjnego wyznaczeni a l okali zacj. w
pomi ar-w metodN Pl XE przepr owad z $Thb Zastdsowarieotaya ni e p |
met ody umoUl i wi o jednoznacznN identyfikacjn poszc
przeprowadzenie punktowych arPalziyZkgwdolwenlwiyei Wy brodm
optycznego z nagoUonym obrazem STIM przedstawiono

zestawienie fotografi:i w ypkt oyncaznneej g 0z az poodnpoocwN amdiak rNa sy
uzyskanym t eoc hwy rkiNa rSaTclAMnio380Ddno NaGoUeni e obu met od
umoUl iwia jednoznacznN identyfikacjn struktur mi n
przybli Uone obszary skanowani a, w kt-rych wykonan
kontrolne;j.

-

Rysunek 5.20brazp oc hodz Ncy z mi kz orsekipplio royprh ydiaip nn & iopdatrolne 34 M

5.2.4. Pomiar PIXE i parametry eksperymentu

Kal i bracja aparatury PIXE zostaga przeprowadzon
procedurami instytutowymi, wykorzystuj Nc siatki mie
wzorzec kali bracyjny. Pomi ary- knaylcihbrabyzae- wy&kaan
3501350 Om] przy ustawieniu skanu 2 I 1 oraz odpowi
Pozwoli go to na przeprowadzeni e kali bracji przes:H
pierwiastk-w na Weowhipmeclhkianpwamike . met odN Pl XE wy

o wymiarach 350 Om I 350 Om. Obszary te poddano szc
do pomiar-w punktowych, umoUl i wi aj Ncych uzyskanie
przestrzennej . Dla pr-bekokaontralohwcbdpdmingcy pundé&p
wymiarach co pozwoligo na ocenii |lokal hygkh!| rz&oja mursk

60



pomi arowych wzglnindem tkanki mi iSnWymiarggnalizowanycta j a z
obszar-w wyraUone w pikselach oraz pcheps«&igwil ajl
nastfipuj Nco:

f punkt 1: 1RoHKodd P2 k&ell i30,0 Om))

f punkt 2: 14 I 12 pikseli (okogo 38,2 I 32,8 C
f punkt 3: 106kbgb34pniRkRseél B5,5 Om})

Mapy rozkgadu |liczby zlicze® promieniowani a
przedstawiono na rysunkach 5.3 oraz 4. rysunku 5.4 kolejno od lewej do pravegjprezentowano
wyni ki dl a pranXk Anavl i z,a 21zyskanych ma p pierwias
zr - Unicowani e przestrzenne dystrybuciji fosforu
zdefiniowanych strukZaobwgr kowanemi mSdnioweg c v. sk §
morfologicznie niezmieniomaywhet kiamelkaimi fiiSnj owgg ih
struktury i funkgciji.

Anal ogiczne pomiary pr zkiprpowatdaednMc a j(rysanki g rOu py
55-57.Wprzypadku ej pbskbkwowano mniej wyra¥fne zaznaczer
ich jednoznacRomMi mdemny gyl i k@rcaqni. c ze Ewtegckwybrangch p un
obszarach o wymiarach:

f punkt 1: 6 1168] 1p40kmgel,i (okogo
f punkt 2: 6 7116812860« el,i (okogo
f punkt 3: 8 T 2nsr4epbmpsel i (okogo
Lokalizacja punkt-w pomiarowych wzglndem t kan
55. Mapy rozkgadu l'iczby zlicze® promieni owani a

przedstawiono na rysunkach6%oraz 57. Na rysunku 5 kolejno od lewej do prawejaprezentowano
wyni ki dl aorggB.nkt -w 1, 2

Szczeg-lnie interesuj Nce wyniKki uz yvweikmaknsoz ednliae
zawarUelSmgrku Wr az 2z wiekiem w wg-knach minSniowy
zawartoSci Uelaza, co moUe sprzyjal nasileniu pei
oraz upoSledzeniu proces-w regener adyj mpychy.czytnri e
sin do zaniku mi nSni or az zaburze® ich odbudoyv
w obecnoSci Uel aza jest -fcchramya k$mirgrsaiyckaom- rdd awd je
Pomi mo potencjal ni e ie@loornzaydsniinayrcuh, esfuegketr-uj e si i
odgrywal kluczowN roln wWlPbdkeebSheaj tnegenezaajk
homeostazy Uelaza w kontekScie zar-wno proces- - w

w minSniach szkieletowych. W Swietle przedstaw
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akumul acja Uelaza moUe stanowil el ement (rysenekhani zmu

57.Z kolei jony cynku mogN wpgdywal na strukturn bgc
prawi dgowo funkcjonuj Ncych wg - ki en mi nSni owych po
czynnoSci owe3Bo. iCysnkkuradagr yjwa r - wni eU kluczowN rol f
poni ewaU jego stinUenie oraz aktywnoSi wybranych me
syntezy kwas-w nukl einowych i biagek. W literatur:

w mi nSniu sercowym oraz minSniach szkieletowych mo!

cynk w celu wspomagania proces -9 .ndprkawmzyy cwhz rvwo su s =

cynku moUe stanowil wskaFfnik intensywnoSci reakecij.i
mi AnSni[@wyacdhat kowo zwi Aikszona aktywnoSi enzym-w cynk
dystroficznemu, moUe r-wnieOUO przyczynial sin do ¢

stnUenia Zn.
Dodat kowo, ralpa epen tbkijidgadiej pgzepfiowadzono pomi ar
wybranych strefach punktowyghysunki 5.8-5.10) Wy mi ar y tpyrcehz eonbtsuzjaN :swi i nast
f punkt 1: 100 HK278®49,0nd el i
f punkt 2: 1@oKa3Bdoywdmske ! i

Lokalizacja punkt -w pomiarowych wzglndem tkanki
5.8. Mapy rozkgadu l'iczby z|licze® promieniowani a C
przedstawiono na rysunkacl®mraz 510. Na rysunku 3.0 kolejno od lewej do prawej zaprezentowano
wyni ki dl erazhunkt - w 1
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Rysunek 54Mapy rozkgadu |liczby zlicze® promieniowania <char
w pr-bce kontr ol nejkolgnp odiekej go praveefpd].ar owe 1

Przyjnta strategia pomiarowa, uwzgl ndniaj Nca r
analizy, pozwoliga na dokgadne okreSlenie zmiennoSc
pr - tkenkolg dystrofiamiopata) , j ak i w obrnbie ich struktury. Ze

do dalszych bada® nad wgaSci wd&lanyctikaiek. met abol i ¢z ny mi
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Rysunek 5.10Mapy rozkgdgadu | iczby zlicze® promieniowania che
pr - bki mi opat i i -2(kplejno kdtleyvej dogprawed.r o we 1
5.2.5. Oprogramowanie i przetwarzanie danych

W celu analizy danych liczbowych dotyczNcych

poszczeg-lnych pierwi astzklinivk UNaeMgrRe 8, €h K, FayZmBrch pr
zastosowano oprogramowanie PyMd@f|[ , kt - re umoUliwia identyfika

skgadowychho wjiednnmear.owani a map rozkgdgadu przestrzenn

skrypty w jrhnzyku Pyt hon, wykorzystuj Nce biblio
wi zuali zacjn |l okal nych r - UAnalizy statystgckng gprdeproveadzoba d a n
z uUyciem oprogramowania Statistica 13 (StatSof
samych bi bliotekach, co umoUl i wi go sp-jne prze
obrazowych.

Szczeg-InN uwagh poSwincono analizie danyc
reprezentatywne w kontekScie di agnostyki r-0ni
zmi enionych. PodejScie to umoUl i wi §oasitdkenmyynf,i kkatc
mogN miei istotne implikacje biologiczne i klini

5.2.6. Normalizacja danych pomiarowych

W analizachspektroskopowychkk | uc zowym aspektem zapewni aj Nc
il oSciowych pomifndzy punk,tbhdNdif Kompamswiiia jzens ten

eksperymental nych, przede wszystkim fluktuacij.i [
przekdjada sifn bezpoSrednio na liczbn zlicze@ rej
i nter pareytaljoiraz wiarygodnoSi wyprowadzonych zal
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System detekcyjny zastosowany w metodzie Pl XE
wi Nzki ppotrasaewgNcej sin z duUON priandkoSci N w pgasz
zamocowanej pr-bki. $rednil@3—pt hakiodsi r cukveonziamigo wy
wi el okrotne przej Sciladavegolobskaimo wi 2 e z ¢ kpikéehwtrakeio R k t (
pojedynczej akwizycjijw po§Nczeniu ze Srednim czasem skanowan
powi erzcBRai—omrzazdupr Ndem wi Nz&apewrkiog®Po 50-0wnpoAmi er ne
gadunku do kaUdego Wun&ktrul pami arewegbual ne kr-tkot

Z 0 s tuangne zazniwelowane Dodat kowo zastosowanie wyUe|j opi san

mi ni malizuje moUliwe termiczne uszkodzenia pr-bki
Maj Nc powy Usozrea zn ab ruawka diznef or macj i dotyczNce,j gad.L
na kaUdy pi ksel or az zr - Unicowany sumaryczny cza:

przeprowadzonaormalizacjaz wykorzystaniens y gukadgmu Taki e podej Scie umoUl i
por - wrzahied&dmioSccz y pkoveychwNatarsiastw przypadkumapr o z k iczbdz|l i c z e E
promieniowania charakterystycznegaykorzystano dane bea Uy cwisppmnianej normalizacii,
zakgadajsNag,nagle przestrzenny promi eni owani a char ak
odwzorowanie rzeczywistego rozkgadu pierwiastk-w w
ZagoUono, Ue sygnag pochodzNcy od krzemu pochod
pr-bkN, a jego tgumienie prseadteknakmMk wajredstwilp dmidjaalyn

Dla kaUdegodwpr ep®i ashkamali zowanN obliczono wedgug
. c’bﬁ
@ YQ X

gdzie:®w t o | i czba 1zl i cz e @nythpksaugnatompst¥® wi ddtckdawzl i czeE

w tym samympikselu Taka procedura pozwala na kompensacjhn wp

pr - bki i det erkiargddjng ou monhlainwiaa jiNco Sci owe pomi Aidzy pun

5.3. Technika SIMS

5.3.1. Preparatykapr - b e k

Przygotowanie pr-bek do anal i zagalogicenieo dgNr o5d eMBu rzN s
stosowahlw przypadku technidkiz Pi NEr (UoizdXj afvetprp? - bki z
przypadkun a gr ub o¥iubmo SOm.ta zostaga ustalona na podstaw

Il nstytut RulLer Bogkovii, bfidNcy specjalistN w tej
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w prowadzeniu bada® z jej wykorzystaniem. Wspomn
obrazowania z wysokN rozdzielczoSci N przestrzenn

W celu zapewnienia efektywnej ekstrakciji j on
membran z azotku krzemu cienkN, p€zewhdzNaNstwwas
naniesiona w procesie fizycznej depozycji fsarg.Physical Vapour DepositioP’VD) z ot a w war |

wysoki ej pr - Ugi ,gweehmdrpzaenzo Wwamksdu.rmat er i agu

5.3.2. Wstnpne przygotowanie i selekcja

Wstfiipna procedura przygotowania oraz selekciji

Zzastosowanej w pomiarach Pl XE. Podczas pomiar - w
pojedyncze wgd-kna minSniowe, cmg ymviua got rruekt ael wt
iumoUl i wi eni eeproeyasktaaatt yawnych widm dla konkretn

zastosowanie znal azga npeotzowdoalwiyipak rnosadoanycBSToMs z &

5.3.3. Pomiar SIMS i parametry eksperymentu

W pierwszym etapie wykonanol anapyszarzkyaduwy m
7801780 Om], w obrnfbie kt-rych zidentyfikowano h
uzyskanych obraz-w wytypowano interesuj Nce regi
podzielono cyfrowo na mniejsze obswg@r kKiedpowi &da:
takiego fragmentu wygenerowano zsumowane widmo (suma widm pikseli), wykorzystywane w dalszej
analizie statystyczne;.

Dl a wszystkich trzech GMipD) zastosawanb identgycena wymady pr -
obszaru skanowania, wynoszNce 78 I 78 Om]. W cel
pr - bki przeprowadzono 8 pomiar-w punktowych =zl ol
wg - ki en mi S niupreedniovykonangno abrazowaniem STNM.pomiarach zastosowano
wi Nzki jon-w tlenu O : co wynikago z trybu pr at
m.in. podczas obrazowania STIM&en zostadg wybrany ze wzglndu na
atomowN w por - -wnaniu do krzemu, co ogranicza Str.
temu moUl i we ddbigdizarysonanyahnb amizew transmi syjnych, umo
struktur wewnftrznych, takich jak wg-kna minSnio

Kal i bracja aparatury zost agna pprrzzeypjrnotwantdiz ow ai rnz
z uUyciem standardowych materiag-w referencyjnyc
Leucynn. Kali bracjnin wykonano w trybie obrazowan

co zapewni go dokgadnoSi zar-wno pozycjonowani a
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wt -rmwemakcie pomiar-w dNUono do uzyskania por-wnyyv

ROl , aby zapewnil jednorodne warunki statystyczne |

5.4. Technika MALDI

5.4.1. Przygotowanie pr - bek

Podobnie jak w przypadku przygotowania pr-bek d
SIMS, r-wnieU na p-0@Fwygkerbygtand h @ pit a ypyobariLanSen iSr - doper ac
od pac jJak mprzedmio wspomnianogtz poSredni o po pobraniu fragmen
szokowemu zamroUeni u, waempaautze8®And ea Up rdzoe antoaneynwain @ r z y ¢

do dal szych Zeatsapo-sw waamailei zsyz.y bki ego zamraUania bez ct

jak najwierniejsze zachowanies ukt ury tkanki oraz endogennego profi
mogN byl przechowywane w tej wgaSnie temperaturze
utraty integra9noSci mol ekul ar nej [

Przygotowanie skrawk-w do analizy rozpocznto od

Na okogo godzinn przed <ci Aci em bnkowea (Cryotoper BSE,n 0sS Zz o n o
Thermo Fisher Scientific, Cheshi r Bkomowi jakli prab kBr yt ani
stabilizowano na poziomigl5ACChoci aU ci e@®sze skrawki, na przykga
potencjalnie poprawil rozdziel 98, opSi- bgr ziecsht r we haNa
skut kowagy utratN ci NggoSci oraz dezintegracj N mat e
na skrawkach o gruboSci 12 &m, co stanowi go kompr
niezbindnN do uzyskwamd %iciwysydknaju imdeawego, a stabil
podgwlat o wspomniel griészucsh osawawkedwnimoiggo - wnomi
osadzaniemat rycy i zaburzal wy®dNebsrkiieeachawuj Nc®onategr
strukskrawhN zapewniajN pegny kontakt elT@(ngryczny z

indium tin oxid¢ (Bruker Daltonics, Brema, Niemgyt 0 st anowi warunek niezbnd
wysoki ej jakoSci widm nfeRsawktchnana s zookiyetieskianMa £ Bl e § k
indu i cyny (ITO), kt -re dzinki odpowi edni ej przewodnoSci el

desorpcjiijonizacjj99. KaUdy skrawek musi ag ipedhdjpdyrepgie zy|l egal
ni edoci Sndhed rmporiSd fuebrozwi et r z a abyspkruzt ekroweangi em ci Nggo Sci
el ektrycznego i w konsekwenciji br aki eDodatkowg nagu z
zastosowana met oda mont owani a skrawk-w bez uOyci e
mini malizuje ryzyko kontaminacij. pr - bki dakiez poten
podejpdiBwalarea uni kni ncie dominuj Ncych sygnagdg-w tga or ¢

anal i zowanych c¢ z Nxlnoswizaerky, g ocign @28beSd z Nlzoy s ki wanych dan
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Po osadzeniu tkanek na szkiegkach pr-bki S U ¢

warunkach, osgonifnte przed Pwioactefe nt,e nw uzreonk ni iwi ta
pozostagoSci wil goci bez ryzyka denaturacij.i C Z
kondensacj.i pary wodnej oraz powstawaniu artefak
Po zakoE& zeniwu S U spzre-nbi kai iprzasevaibbamiy @)y ch poj e
w | aboratoryjnej zea8hh @ U@N U@ 4 &3 t e ARir e u lr)nPczed, Pl y
analizN pr - bki bygy ogrzewane do temperatury ot
zapobieUenie kondensacij. wil goci na i ch powier z
45 minut.
Opracowany protok-g zostag =zoptymali zowany

w t kankach omianzS nd coSwyicchdcze @ zdobytych przez zesp
badW@Esoki e wymagania dotyczNce czystoSci wykor zy
oraz przewodzNcych szkiegek |1 TO, miagdgy na cel u m
mi ni malizacjn zakd -ce® pochodzNcych z procesu pr

5.4.2. Specyfi kacja pomiar -w d@Fektr ometr

Do analiz spektrometrycznych zastosowano aparat UltrafleXtreme MAB/TOF (Bruker
Dal toni cs, Br ema, Ni emcy) wyposaUony w |l aser ty
Wszystkie parametry pomiar owe z 0 swiebéapowagp pracesd ni o
wstnpnej kalibracji warunk-w eksperymental nych.
25 kV, z i mpul sowym wypalsed ibrbextractioni eurs t jaovin -owmy fnam@g. 1
t gumi eni e monsoppresan)d amagsi e .do 100 Da

Proces dob-r matryc zosta§ szczeg-gowo zapre
rejestrowano w trybie jonizacij.i dodatni ej zZ zas
Kalibracjnin zewnntrznN pr zepr oowStahdaodnloBruker BajftonicsJy c i |
Br ema, Ni emcy) oraz znanych jon-w macierzy, taki
2H O+ H] pochodzNc &0@u zSzmeatorkyocSyy DHiBt[ra ustawi on
anali zowanych pr - -bek. Z kaUdego punktu ablacij.i
i mpuls-w przypadago na jednN pozycjn analizowane
wt aki spos-b, aby zapewnil optymalne warunki pr z

Do zbierania widm wykorzystano oprogramowanie FlexControl w wersji 3.4 (Bruker Daltonics),

nat omi ast przetwarzanie danych i generowanie ob
programu Fl exl maging w wersji 4 je@programowvdniia massyvi d m
Usykane na tej drodze widma fragmentacyjne zosta
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Do wsparcia identyfikacij. l i pid-w wykorzystano t
Jest toopatentowane oz wi Nzani e firmy Bruker Dal toni cs, stoso
TOF/ TOF, k t -przeprowadreribnaliavMSAMS (fragmentaéjj on - w) bez Kkoni eczn
wczeSniejszego wychwycermwiya - @dii ames)qdinyctjtechnkwej , c o
tandemowej spektrometrii mas. Selekcja jomodzicielskchb y graeprowadzonamanualrdel a ka Ude g o

widmaMS/MS,cz apewmri eagwyzyj nN interpretacjn uzyskanych da

5.4.3. Strategia doboru matryc do analizy lipidowe]

Optymalizacja kluczowych parametr-w, takich jak
pr - bzZzmMaczNco wpgywa na |jakoSi or az powPaadmal noSi
umoUl i wia pozyskanie wysokiej jakoSci danych z pr-b

utraty informacji d ot ycz Ncy c h przestr a@amheé g o warnoyzcniyebg e Ne & i av
odpowi edni ej matrycy okazuje sin kluczowy dla ef ek
r-Une matryce mogN hprrowhndizci | w d@e niesrtoodsdnnyykazano ma p a ¢ h
w publikacji[87,obr az jon-w uzyskany dla tej same|j pr - bki r
zastosowanej matrycyV z wi Nz kpr zy tyonr - wnywani u wynik-w oraz i
danych obrazowych pozWMSs k &mynd he cnzenteo d N sMA LzDalc howani e
Do test-w por-wnawczych =zastosowanych matryc wy
mi nSniowych, zr-Unicowane pod wzglpdemkbz adamimou f
zawartoSci N tkanki ddlejw pracyjzawe | t foghkaic)z wgkKazuj Nc N
aktywne@ zapal enia momé&ni @i € @goasdnscoioeoyvyiikontrola).
Kwal i fi kacja pr-bek zostadar mpalzepclvwa@gpama (Ew a
neuropatologicznych postawionych w ramach standardowej, specjalistycznejdiagnostyki
miopatologicznej Tak dobrany zestaw materiagu umoUliwig oc
efektywnoSi uzyskiwanych widm w analizach MALDI . F
warunk-w napylania oraz doboru odpotwdledeijegk an&lit r wic
oraz liczbn moUliwych ddpitidoewytcwnf i KDoward ioavas yaqirmd § -zw
przeprowadzona na rozszerzonym zbiorze pr-bek, repr
W celu optymalizacji procedurmanoszeniamat r ycy do anal i zy | i pid-w n
spektrometrii mas z joni zzmsigsdhanpasej SwNewgppopmagamh wi
zesp. Bokuepak ows R.Meelgzarkezg akt - rym prowadzono wsp-gprac
ni ni ej s zy chPhunpka neina ro-dwn.p wetsli ie Mairiepsdaistedlaser desorption/ionization
mass spectrometry imaging sample preparation usingnetface matrix deposition for lipid analysis
[87] , w pieeanatizewans k ut ecznoSi r-Unych matryc w dw-ch try

wy s oki potencjag anal i tyc z nzaastosswanob &dehtarieawanunki | i pi do
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przygotowania pr - bek W trhbike doelatnim §ny.ipositive jors modgtestqwana c y .
roztwory: 25 mg/ml 2,5dihydroksybenzoesari®HB) w 50% metanolu (MeOH) z dodatkiem 0,2% kwasu
trifluorooctowego (TFA) oraz 2,5 mg/ml 1,5diaminonaftalenu(DAN) w 50% acetonitrylu(ACN).
Natomiast w trybie ujemnyma(g. negative ion mode) zastosowa@gd mg/ml 1,5diaminonaftalenu

w 50% acetonitrylu.

Dob-r zastosowanych matryc opierag sin na ich
Matryca DHB jestpowszechnie uznawana za standard w trybie jonizacji dodatr@ggmiastDAN, ze
wzglndu na swoj N uniwersalnoSi oraz wysokN czugo
jestrekomendowanylo stosowaniav trybie jonizacji ujemnej. W literaturze opisastwsowanig - Y
st E0matDrHyBG y n a jmé 215 & © iz Mjezakredie od Tngiml [101] do 50 mg/ml L02. Jako
rozpuszczalni ki st deJwjaraceonitiyl [@JloPwcha & spaiykats &n o |- wln i e (
etanol [LO6 orazmieszaninychloroformu z metanolenip7. Taka r - UnorodnoSi umo Ul
procesu nanoszenia matrycy or az p oRomadowiatrycRHB o Sc i
charakteryzuje sifn wysokN korzystrgmsst yovsnuon&kci i eNn ssyyggnmaadju
co czyni jrN ksozmeznalign-wamidé i zy | i pid-w w-wnybUewj bad:
prowadzonyclpr zez P. Mi el czar B®103. wsp-gpracowni k- w [

Macierz DANzdobywa corasvi ik s z N pw pair alrinmiSd met odN MALDI
uj emnej . W Iiteraturze opisano stosowanighroztyv
w mieszaninie acetonitrylm  wo d N w1:d(ve)J108 k a k r - w ndhlerdivodorku DAN
[109. Matrycatac har akt ewwsal Hc o BAFo S e pr e zsByngtnaat Jy-wwn oSa r - wi
magych metabolit- -w, jak i i pid- w, szczeg-lnie w
powszechnie stosowanymi matrycami, takimi faRkminoakrydynon (AA) czy DHB, DAN zapewnia
wy UsezfNekt ywnoSi joni zacij. oraz szerszy zakres di
wyborem do obrazowani a or ajpnizaciiumrej[l@wani a zwi Nz k -

Zastosowanew badaniachodczynnikic h ar a k t eg iynzag wayglys z B ¢ zdyosstt oiSeni |
anal i tAxcezzmoMN.i t r y | [ met anol 0 pozyskaneod dirfhy UT Bgkera d i e n
(Amsterdam, Holandia). Etanpl o ¢ h difznmy &vantor (Gliwice, Polska), natomiast chloroform oraz
ul t r ac z ykiasyN.C-MBozakipiono odSigmaAldrich/Merck (Darmstadt, Niemcy). Matryce
wykorzystane vanaliachMAL DI , w tym DHB oraz TFA -Aldrich/Mearck.e U po

Apl i kacja matryc na powierzchnin pr-bek odby
d oz uj Sun€ajext (SunChrom GmbH, Friedrichsdorf, Niemcy). Proces napylamieadzono
warstwowo,z wykorzystanienz mi ennego n at fozieonuimatryqy zgadeie Zjzaleceniami
producentaPar ametry apli kacjlio odejmmwaddlya pprizeerpujsyzve j w
drugiej, 30 OL/min dla trzeci ekolenydrowark/ Mahr gkta b
nanoszona dysaNzpopraskaSNcN 600 mm/ &d inendpgdniz y | i

wynoszNcym 2 mm.
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W z al e UzasicSawanegwythu jonizacjijd o bi er ano odpowimatgaydra® | i cz bn
wysokoSi napy!| amatiyeyDHBW aporbzsyeprandokwia n o wzr o s wrazizat ensy wn
zwi ks zoadr ieegj @ &c i dydey od powierzchni p r - .bMairyca ta jest powszechnie
rekomendowanav analiziel i pi d swczeg-Ilnie w kontekScieNwbrazowa
podstawie analiz przeprowadz@m pr zez zespw§gp -bamraavcwjyNcy przy reali

MALDI na potrzeby niniejszej rozprawystalono optymalne parametry aplikacji DHE2 warstw matrycy

nanoszono z odlegdgoSci z = 5, co odpowiada okogo 1¢C
W przypadku trybu joni zacij.i uj emnej, zastoso
przeprowadzono w 16 warstwach, przy maksymal nej m

odpowi adaj NcejZasko§ow&mMe mmar ametry napylania matr.y
umoUl i wi aj Ncy maksymalizacjn jakoSci jonizacji zwi D
wczeSniejszych doSwiadcze® zespodu badawcNego w z
obrazowania spektrometrii masowej MALDKryteriami qot y mal i zacj i bygy przed
intensywnoSi sygnagu oraz tenmissimekatsiygnaghuN)Yd,0 =gadn
opisanN m[l08h. w pracy

Przykgadowy schemat prezentuj Ncy spos- b rozmi
anali zowanych skrawk-w zostagd pr z ddaprezantowanmskanna r y s L
szkiegka |1 TO z naniesi onymi trzema typami pr-bek b
t juszczowN oraz tkankN o morfologii mieszczNcej si.i

z napyl onN mat rjyczN nbaHBr,y cpNo DpANaweW obu przypadkach u

od | ewe]j do prsacnwegma. zapal enie, tgu

W celu por-wnania uzyskanych widm masowych, dl
strzag-w | aserowych. Przykgadowe ob®Bzar yposwk airkeswamii ¢
50%, natomiast rysunek 5.1& i |l ustruje powifnkszenie jednego z a
tguszczowej w skali 800%. Widoczne r-Uowe punkty od
wi Nz ki | aser a, nat omi ast zielony obszar masgwejinacz a r :

w kontekScie doboru matrycy.

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

Rysunek 51 Sc hemat przedstawiaj Ncy rozmieszczeni e przekroj -
zastosowanego podczas oceny doboru matryc do dalszych et
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Rysunek 5. PA-Skan szkiegka 1 TO z trz ema typamimapycaDtiB lpa zaps
prawej DAN. B-p o wii N k analieowanego obszami mat r yc N O-BhB8wi( 509D eni e skr awk
(800%) ; r - 4pozyce lagena, rziklany obszastrefa analizy.

Wszystkie uzyskane widma zostagy poddane anal
lipidowych z wykorzystaniem oprogramowania mM§$40. Zaobser wowano zr - Unico
w wartoSciach m/ z, j ak i w intensywnoScia8h syg
Dodat kowo oceniono powtarzalnoSi sygnag-w w ko
i charakter rekur sywhWsy padstkd wiaenygrhz evpyrnd vkadvz ony ¢ |
UOe w apmosvadzomejwetrybie jonizacji dodatnej, matryca oparta na 2gihydroksybenzoesanie
wykazuje wyUszN ef ehkwyerd&dahiomaftdenPowierdzgnemego jest
wifiksza liczba oraz intensywnoSi zarejestrowanyc

rysunku5.14

thuszcz DAN +|

gra Nice Mo n;. DAN o
thuszcz DHE «

zapalenie migénia DAN «
y DHE »

zapalenie migénia DHB «

b
=
8 &8

&
intensywnose [j. a.]

intensywnosc[j. a]
intensywnosc[j. a]
@
B8R

S

) : | il i
y __ | LL IR TR ST TN T EMMLJ‘ ,

0 30 400 S0 600 700 80 800 1000 2ua 300 400 500 600 700 800 900 moo_ 20 30 400 50 600 700 80 900 1000
Rysunek 5.8 Widma MALDI uzyskane dw- ch matryc (DHB i DAN) dl a trzec
(tkanka z <cechami zapal enia, tkanka tguszczowa oraz t
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1

granice normy - DHB
zapalenie migsnia - DAN
tluszcz - DAN

granice normy -DAN

w
o
1

intensywnosg¢ [j. a.]

m/z

Rysunek 5.8 Zbiorcze widma MALDI uzyskane dlanatryc DHB i DAN, prezeotu j\ylﬂ aaie |liczb
zarejestr owaziydsiz@mti &n svy wn o & Iprzypaykgzasto§owamiu matrycy DHBwi adc z y
oef e kt ywamaliZeanolekularnej tkanek.

Aby owp@yW tolerancji mas owe | na | iczbnin potenc]|
spektrum masowympr zepr owadzono anal i zn danych dla trzech
zapal eniomzgrahidensnycAnaizy zost agdl wykewblagafci tol erancji

a wyniki zestawiono w tabeli 5.1.

Tabela5.lLi czba przypisanych sygnag-w masowych (anotacji) w :
pr - bek.

Tolerancja (Da) Zapalenie Tguszcz Granice normy
0,10 196 231 285
0,07 135 153 190
0,05 91 106 135
Z analizy wynika, Ue wyUsza tolerancja masowa (0O
liczby sygnag-w, jednak wi NUe sifn to z obniUeniem
identyfikacji zwiNzk-w cheiniac 0y OB. DMt ozmiaacsztNcroi Ubs
anotacji, co z kolei podnosi wiarygodnoSi uzyskanyc
Dodat kowo, niezaleUnie od przyjntej tolerancji, pr
charaktery owa gy sifn najwinkszN liczbN sygnag-w przypi
odzwierciedlal ich lepszN integralnoSi struktur al

W por-wnani ubddamyzdstpagypelk
Na rysunku 55 pr zedst awi onoi ma@iys ywakScgibuanych wart oS
uzyskane podczaspt y mal i zacj i dobor u matWsyystkieobrazgwykocaa ny i c h
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na skrawkach tkanek mifAnSniowych anal i zowlbrazych w
ilustruj N przestrzenne rozmieszczeni e poszczeg-
zastosowanej matrycy w detekcji i wizual zbpatijpigap

oz naczon aK)lodpoveaddonkretejvar t oSci m/ z 0FDalokJadnoSci N
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Rysunek 5.5 Zestavieniemap i ntensywnoSci sygnagu dla wybranych jon-:
rozmieszczeni e w tkankach mi A Sn iMSwy trybie janinaajil dodamey a ny ¢ h m €
z zastosowaniem matrycy DHKaUda mapa oznak)zomaépdwitedal wWar t oSci m/ z

N 0, 5-70%51; BA786,42; C- 782,55; D- 780,66; E- 758,41; F- 756,49; G- 760,60; H- 616,23; |- 603,46;

J-522,48; K- 407,30.

Anal ogicznie, na rysunku 5.16 przedstawiono mapy
jon-w | ipidowych na skrawkach tkanek minSniowych ai
matryecy DAN. Obrazy obrazuj N przzweisNzrtkz-ewnnie potzwi es
skutecznoSi zastosowanej matrycy w detekcij.i oraz Ww

KaUda zmapa g ac z on al)ibdpdwmdadsnkrietAeijvar t o Sc i m/ z O2Dadok gadno
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Rysunek 5.5 Zestavieniemap i ntensywnoSci gnagu dla wybranych jon-
rozmieszczeni e w tkankach mi n FMSww drybie janizacji ujgmmeya ny c h m
z zastosowaniem matry@yAN. Ka Uda mapa o0 zKn)a cozdopnoawilaidtae rwNa r(tA6cQ, am/ z z
Da, odpowiednio dla: A883,50 m/z, B 696,18 m/z, G 454,30 m/z, D 567,14 m/z, E 546,05 m/z, F 521,07 m/z,

G- 333,59 m/z, H 323,10 m/z, } 307,29 m/z

> Y
S

5.4.4. Fragmentacja jon-w metodN LIFT w an

Technol ogi a LIFT opracowana przez firmn Bruker

tandemowej w spektrometrii mas typu MALDIOF/ T OF, umoUl i wiaj NcN wuzys
fragmentacyjnych (MS/ MS) bez koniecznoSci zastoso
pugapek jonowych. Jest to podej Scie wyj Ntkowo kor
bi ol ogicznych, gdzie kluczowe znaczenie ma zachowa

[ dok gadno $a saandaal idtzyicazgnaan.i a etr @c Isn dil i iwylkloFRZysg ani

modugdu przyspieszaj Ncego (tzw. komory LIFT), w kt -
kinetycznej wczeSniej wyi zol owanych jon-w prekurs
generowane jestwpegnlkt wiegpmo Wwwybierany jest jon o ok

(m/z),0 k r e fkopmrgdzicielski (prekursorNa s t fjoptant € af i a do komory LI FT, ¢
podni esi eni e pptentiaklific Klaciowy etapstathmologii UFT. Jonyk ont ynuuj N r uct
Z zachowaniem t ej same|j prindkoScifocusmgelk,chwdkNer djo
potencjag na kolejnej elektrodzie jest obempiedany o k
jony zostaj N dodat kowo pr zyspi epsstaoceleratiom cejp cooc esi e [

u mo U lidh ezasawe skupienie w detektordd f].

Zastosowani e t ej technol ogi ikopeekScszczegt ékci
0 niskiej masi e i nNi ewysoki ej intensywnoSci, kt -re
z powoduni s ki ej efektywnoSci fragment aTeghnolodiaullFT ogr ani c
zapewnia wysokN rozdzielczoSi oraz skutecznoSi idel
fragmentacjiDod at kowo pozwala na skr-cenie czasu analizy,
narzndzi emUwyyjedtzkhoywo wu anal i zie pr-bek biologiczny:
szybkoSI oraz modékilamngn®brazowariem §18Iatechinologia ta znajduje szerokie

zastosowanie w nowoczesnych badaniach lipidomiczmyrctteomicznych oraz metabolomicznydi [i
113.
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6. Wyniki oraz dyskusja

6.1. Technika PIXE

6.1.1. Obserwacje rozkgad-w pierwiastkov

Zaprezent owane w tym rozdziale wyniKki zost a
konferencj.i NUTECH we wrzeSniu 20 2%bcelulaaeemenmlii s ane
imaging of human muscle tissues affected by neuromuscular disezfes

W przypadku analiz wykonanych metodN Pl XE, n
tkanek minSniowych, wysel ekcjonowanych zgodni e z
pr - bki pochodzi gy z grupy kont atioVidystjofi BC Przypisanieo mi a s

pr-bek do poszczeg:-Il nych gr uppatoop aorgtioc zmay crho z Zo zkna
wykonano wielopunktowe pomiary, umoUliwiaj Nce oc
por-wnania middeggjowewienf Szmacje dotyczNce |icz

analizy danych przedstawiono w kolejnych sekcjach analitycznych.

Analiza wynik-w pomiar-w wykonawyazdrialente2t4o d N
w postaci szczeg-gowych ma p przestrzennego
charakterystycznego, ujawniga znaczNce r-Unice
st anami struktural nymi t kanki mi 1 Snicewedjz.o nW mlbreit
podstawowych skgadni k-w mineralnych takich jak s

t e charakteryzowadgy sin wyra¥nie podwyUszonym

pierwiast k.gw,dneo zj dsxth znanN rol N w utrzymaniu
mi 1 S n i Dodagkowo, w wybranych obszarach tkapkiedstawionych na rysunku Z&obserwowano
punktowe akumul acj e pi er wi a srazkcynku. Foknidedzozenyec thch w
pierwiwmpska&zywwagdgo charakter ogniskowy, co moUe ws
w | okalne ©procesy met aboliczne, stres oksydacy]
mi iSni owej. Taka heterogengazaloPddprmee rzteamawip
di agnostyczny, pozwal aj Ncy na lepsze zrozumienie

stanom chorobowym.

6.1.2. Test Kruskala-Wallisa oraz Shapiro-Wilka

PoniewaU rozkgad danych nie spedgni agdg-WikagoUed
(przeprowadzony osobno dla kaUdej zmi ennej W po

parametrycznych (takich jak jednoczynnikowa analiza wariancji ANDVAni e bygo Uuzas
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W zwi Nzku z tym przeprowadzoWal Iniisegp,arhméNcycouypow

ANOVY dla danychn i e pr e z erna zuk gfNecd/uc hnor mal nego . Test ten ocen
i stotne r-Unice mifndzy medi anami CO najmniej trzec
a nie na ich bezwzglidnych wartoSciach.

W celu oceny normal noSci rozkgadu danych dl a ka
zastosowanotestShapsi | ka. Test ten ocenia zgodnoSi rozkgadu

statystyka, oznaczona jakoO WLo plIr.zyljmmublei Gwaza owsarit @S

podobi e@EGtwo do rozkgadu normal nego. WartoSci W zn
w pogNczeniu z niskim poziomem istotnoSci (p < 0,0
Wyniki testy przedstawi one w tabel.i 6.1, jednoznaczni e
analizowanych zmiennych w poszczeg:-lnych grupach
Przykgadowo, dla sodu w grupie kont r astdiaenagnezd not owa
w tej same|j grupie W = 0,734, p < 0, 05. Szczeg:-|l ni
jak cynk i brom, gdzie dla cynku w grupie miopati:.
w grupie kontrolnejW =0,167,9 0, 05. Dodat kowo, Uelazo (W = 0,620,
p < 0,05) r-wnhgeUbwskaragyIWy u eefor n asldiseejemalvié u
zastosowano metody nieparametryczne, kt-re nie wWyme
W zwi Nzku z powyUszym, zastosowawWae !l indepaydgme
uzasadnioneStatystyka testowa Kruskala | | i s a , oznaczana |jako H, mier zy
wok-9g median w poszczeg-lnych grupach. Wysokie war

badanych grup, co moUe prowadziidnodo odwynilbestteni a hi
przedstawiono w tabeli 6.2. Przedstawia ona wyniki nieparametrycznego testu khlsitida

przeprowadzonego dosokmddldege! pmeowéemptkalUnic w zawse
trzema analizowanymi grupar@, DiM.St at yst yka testowa H odzwierciedl:
grupami , im wyUsza wartoSi H, tym silniejsze r - Un

p wskazuj N poziom i stotWodamal isztiaeg yssttwicerndkz onoy cihs trot

gr upami dla wszystkich analizowanych pierwiastk:-w.
(H=1674,512, p < 0,05), siarki (H1619,567, p < 0,05magnezu (H = 1439,039, p < 0,05) oraz sodu

(H = 1384, 723, p < 0,05). Nawet w przypadku br omu,
uzyskano statystycznie istotny wynik, SwiadczNcy o

tego pierwiastka.
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Tabela 6.1Wyniki testu ShapireNi | k a

oceniaj Ncego

nor mal noSi

rozkgadu

w 0 b rhadéanyckyrup
Pierwiastek Grupa Statystyka W p-value
Kontrola 0,889 p <0,05
Na Miopatia 0,958 p <0,05
Dystrofia 0,964 p <0,05
Kontrola 0,734 p <0,05
Mg Miopatia 0,822 p <0,05
Dystrofia 0,954 p <0,05
Kontrola 0,397 p <0,05
P Miopatia 0,985 p <0,05
Dystrofia 0,980 p <0,05
Kontrola 0,961 p <0,05
S Miopatia 0,950 p <0,05
Dystrofia 0,843 p <0,05
Kontrola 0,462 p <0,05
Cl Miopatia 0,977 p <0,05
Dystrofia 0,963 p <0,05
Kontrola 0,916 p <0,05
K Miopatia 0,982 p < 0,05
Dystrofia 0,902 p <0,05
Kontrola 0,620 p <0,05
Fe Miopatia 0,845 p <0,05
Dystrofia 0,429 p <0,05
Kontrola 0,371 p <0,05
Zn Miopatia 0,176 p < 0,05
Dystrofia 0,586 p <0,05
Kontrola 0,167 p <0,05
Br Miopatia 0,115 p < 0,05
Dystrofia 0,257 p <0,05
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Tabela 6.2.Wyniki testu KruskalaNWa | | i sa przeprowadzonego dla poszczeg:-I|ny

ocenin istotnoSci r-0Onic ndBidzy trzema gr upami badawczymi

Pierwiastek H (statystyka) p-value
Na 1384,723 p <0,05

Mg 1439,039 p <0,05
1674,512 p <0,05

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 Kruskalawallisad o st ar czaj N dowod- - w po,zwhd arj dNzxckyFad yn
zawartoSci pierwiastk-w r-Uni N sifn istotnie pomin
uzasadniaj N przepr owad z e rstatgstykiUaMasnaWhitneys alla pat grup) p o s t h
or az zastosowanie metod eksploracyjnangRrincipdki ch | a
Component AnalysiPCA) czy liniowa analiza dyskryminacyjndéang. Linear Discriminant Analysis
LDA), w celu identyfikacji cgi @rywikas/tmk -nvaco/ j meejjwy Ud md je
wi el owymi arowych pomifadzy pr - bkami

6.1.3. TestUMannaWhi t ney 0 a

Celem przeprowadzone]j anal i zy bygo okreSlenie
mi "Sni owych pochodzNcychM,D oz @ Gcerie poddanm a btafdpuwjcNoye h
pierwiaski: s dmagnez, fosfqrsiarkn, chl or , o, pyoktomzbromAhaliryavgkonano w celu
zidentyfi kowania potencjalnych biomarker - -w zabur ze(
w zmienionej patologicznie tkance.

Dooceny r-Unic w skgadzi e i:MCeM-Wiraz €D, kastasgwanop o mi A d z
testU MannaWhitneyta. J e s t to nieparametryczna metoda statyst

niezaleUnych pr - b, szczeg:-lnie wskazana w przypadk
rozkgadu. Test ten oceni a, czy rozkgadypodmiwemghyidRrn
medi any, co pozwala na wykrycie subtelnych, | ecz

Kluczowe parametry tabeli:

1 U - statystyka testu U ManA&/hitneyéa ; wartoSci bliskie O |l ub bard:

r-Unich mifAndzy gr upami
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1T Z-standaryzowana wersja statystyki U, pozwal aj
sin od oczekiwanego przy braku r-0Onic mi nd
bezwzgl idna wartoSi Z, tym silniej$zy d¢wmhe
wyni ka, Ue wartoSci w pierwszej grupie sN prz
p-pozi om i(@adpwvaluep SwartoSi < 0,05 uznawano za st
N-liczebnoSi pr-b w kaUOdej z por - -wnywanych gr
WartoSi p -dwzgt mammna obie moUliwoSci r-Unic

pierwiastka w danej grupie).

Wy ni ki zilustrowano r-wnieU =am. bpcohiskec plothwy k r e
kazuj Ncych strukturin rozkgadu danych w kaUdej ¢
raz zakresu zmiennoSci

Analiza por- -wnaMafayhmaddidwew ogstpNne statystyc:
zeSciu spoSr-d dziewifciu anWlgrowheyplhcpert wiv
twierdzono istotnie wyUszN Ilub niUszN zawartoS
p < 0, 05). Dla wszystkich wymiewybpao®cdemizer wi a
agkowite rozdzielenie rSowkagdacdz-yw tpoo noi fizdreayc zgN cuypcahn
ych pierwiastk-w minfndzy zdr owN Nie sawaidznminaomidst ¢ h o r
stotnych r-Unic w poziomach , ctloormo,Uep oasakaiiuz yavmail

mi ennoSci niezaleUnie od obecnoSci zmian miopa

wyni kaj NcN z ograniczonej tiiczby pr-bek (n = 2 d

Tabela 6.3Wyniki testu U MannaWhitneyta d 1 a por - wnani a z awa miopathi Gontrolpgj.er wi a

Pierwiastek . .N U Z p P lstot
(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 por-wnaniu grupy dystroficznej z kontrolnN
odnotowano w przypadku trzech pierwiastk:- w: sod

87



statystyki U wyniosga 0O, co sugeruje silne rozdziel

w poziomach tych pierwiastk:-w.

Tabela 6.4WynikitestuUMannaVh i t ney 6a dl a por-wnania zawartoSci pier wi
Pierwiastek N (Dystrofia/Kontrola) U z p b lstot
(dwustronna) statystyczna
Na 3/10 0 2,451 0,014 0,007 p <0,05
Mg 3/10 6 1,437 0,151 0,161 n.s
P 3/10 5 1,606 0,108 0,112 n.s
S 3/10 7 1,268 0,205 0,217 n.s
Cl 3/10 12 0,423 0,673 0,692 n.s
K 3/10 0 2,451 0,014 0,007 p <0,05
Fe 3/10 1 2,282 0,022 0,014 p <0,05
Zn 3/10 10 0,761 0,447 0,468 n.s
Br 3/10 7 -1,268 0,205 0,217 n.s

Zestawienie wyni k-w uiidgskaimy @eh woylkadmytniogcly mi opat
statystycznie r-Unic w zawartoSenD0jladMmes ugeaoaai z
zbli Uony profil bi ochemiczny obu typ-w uszkodze @ 1
l i czebnoScwp gy wadgranieenie mooy anal i zy statystycznej . Ni e
zaobserwowane rozrzuty danych sugeruj N potrzebn de
pr - bek.

Obserwacj e wy ni kdarjydd c mzedstawi@p nal iveykr esach pudedk

zaprezentowanych na rysunku &1Ngodre z wynikami testu U Mann&Vhitneyéa przedstawionymi

w tabelach 6.3 i 6.4. Dla pierwiastk-w, kt-rych zaw
obserwuje sin jednoznaczne 71 0zdzi)eN praypadku lmaklk r es - w
i stotnoSci statystyczne,j (np. cl), wykresy odzwi e

pierwiastk-w mindzy grupami
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0.042

0028
s Na Mg
0026
0,038
0036 0024
0,034
0022
0,082
0,030 0,020
0028 0018
0,026
0,024 0016
0022 0014
0,020
0,012
0016 0010
0.09 014
0,08 012
007 0.10
0,06 006
005 006
=
003 0
009 018 K
008 016
014
007
0,12
0,06
010
005
008
0,04
006
003 @
004 -
0,02 002
0.0022 0,00010
0,0020 F e 0.00009 Z n
00018 0
0,0016
0,00007
00014
0,00006
0,0012
00010 0,00005
0,0008 0,00004
0.0008 0,00003
0,0004
0,00002
0,0002
I 0,00001
0,0000
20,0002 0,00000
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0,000014
0,000012 B r

0,000010

0,000008 o
0,000006
o
0,000004
0,000002
]

0,000000

g Srednia
-0.000002 [] SredniatBiad std
D C M T SredniazOdch.std
Rysunek6.1Zest awi eni e wyKkr eswliwi spkuedre Jkloawtys)h gdhoedst awi aj Ncyect
pierwiastk-w (Na, Mg, P, S, cl, K, Fe, Zn, Br) w trzec!|
i kontrola.

6.1.4. Wielowymiarowa analiza dyskryminacyjna (MDA) i Lambda
Wilksa

Dal sza analiza r-Unic pomifndzy wspomnianymi gr uj
wielowymiarowej analizy dyskryminacyjnej MDAJest to metodm ad z or owan a, kt -ra wyl
etykiety kl as, aby znal e¥i kombinacj e zmi ennych
W procedurze krokowej do model u sukcesywni e wpr
dyskryminacyjnej, cpozwalan a wy odr ibni eni e naj bardzi ej i stotnych

Przeprowadzona analiza dyskryminacyjna pozwol i §:
stopniu r-UnicujNcych badane pr-bki. WartoB8Sci stat:
ocenie istotnoSci r-Unic mindzy grupami w ujficiu
stosowanN w analizie dyskryminacyjnej i przyj muje \
ws k azisjother n&ni ce minfndzy grupami, nat oahbrakst wartoSci
Tabela65Wart oSci | ambdy Wil ksa dla tkanek minSniowych.

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
co Swiadczy o ewidentnych r-Unicach pomifndzy grupa

wykazujN umi arkowane wartoSci wskapgywiaddniiao pOewnle ir

Nat omi ast pozostage pierwiastki, takie jak s-d, m a
bardzo bliskie 1 (w zakresie0,98 , 99), co sugeruje, Ue r-Unice mindz)
niewielkie lubni¢ st ot ne w kontekScie wielowymiarowe]j anal i z\
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W wyniku przeprowadzonej analizy wielowymiarowej dyskryminacyjnej MDA wyznaczono

funkcij e dyskryminacyj ne, bandNce i ni owy mi ko
charakterystycznego poszczeg-lnych pi er winakst k - w
mi nSni owych. R-wnania dw-ch gg-wnych funkcji dys

Q, HmMcIh M ADY AMyD O HMNP & Mc pID
o o® Q nam cAGE M 0BOQ nm nd ih
Q, np 1A  npc DY nm pI 0 Mm MDD & Mm 0D
o ¢ Q am TR E M ¢ BOQ nm NI 8

Dla pierwszej funkcji dyskryminacyjnejm a j wi nkszy wpgyw miagy pieryv
oraz siarka. Wysokie wartoSci bezwzglndne wsp-gc
to one w najwifdnkszym stopniu de Ewacami-nunjuNsdg d z d z
przeciwstawny znak wsp-gczynnik-w potasu (dodatr
antagonistycznym wpgywi e na kl asyfikacjn pr-be
war t o Svsipa mjic-zwMgnark, Fe, Br ) p o dkcrieafiejaistotdey dzgnhiki o we ,
r - Uni cDrygeN furkcja dyskryminacyjna -Duwypukla z b| i Besy aw pi er wi ast k
z odmiennym r owskp-ayeamprazsidkkiwewl yWuszczeg- 1 noSci c h
wykazuj N zwi fkszone zadedatkowins eodyg kugmi agcwj mede |
magnez oraz cynk. Funkcia D r epr ezent uj e niezal eUny wy mi ar z
skuteczniejsze rozdzielenie pkadejke wsipir zmrpiaaijk aefh

Graficzra prezentacja rozmieszczen@ar - b e k na pgaszczy*nie WYy zZn
dyskryminacyjne Bi D, (rysunek 62) ujawniaw y r asKupieniso d powi adaj Nce trzem g
tkanek:kontroli, dystrofi i miopati. Pr-bkiwykarajphlyt méwea rv yo(Bsczi wsp-gr
naosiDw por - waanavo®r tgckNeg€Cup&o Mpot wi erdza skuteczno
dyskryminacy]j ntejgrupwPm olzk i- Umalaem@UNce do grupy miopa
rozkgad pr-bek kontrol kselym podomblUe ESwiwadczygh @
oraz wskazuje na potencjalne ograniczenia model L
podstawie zastosowanych zmiennych.
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Rysunek 62Rozmi eszczeni e pr-bek trzech typ-w tkanek minSniow
dyskryminacyjne D i Da. Osi e odpowi adaj N liniowym kombinacjom zmi
rozr-UniajN analizowane grupy na podst awi gjedynczemupr of i | i

punktowi pomiarowemuy nat omi ast przestrzenne skupienia punkt- -w oc
mi ndzy [@4.upami

Skupi eni godmpwnk ta-deojsNocyzeelg - | ny m g rna \pykresie fuskdia we z y m,
dyskryminacyjnych odzwierciedla wewnNtrzgrupowN hon

sp-jnoSi i poprawnoSi zas (Tegs typuawizeajizacjen stanowd gearie p o mi a
narzndzie oceny jakoSci kl asyfikacji, umoUIl i wiaj Nc
przynal eONcych do grup, jak i obserwacji odstajNcyec

Uzyskane wyni ki MDA podkreSlajN potencjag tej
di a g n.oMetogakta pozwalad z i n ki wykorzystaniu optymad nych K
skutecznN segmentacj n plapszd zrdzumieniP ozmiand biachemicempcll | | wi a

towarzyszNcych zambuaSneowgm. ner wowo

6.1.5. Anali za Gg-wnych Skgadowych (PCA)

Analiza gg§- -wniyeht skgnuNwycmaj cznSciej stosowanyc
danych.J e j gg:-wnym cel em j est poprpez wyzraczenipowycte zmereygch a wu dar
zwanych gg- wnymis ts&&rjmave KembimacjerygiralnychecechVyznaczone w ten
spos-b nowe zmienne maksymalizujN wyjaSnianN wari an

i nformacij.i przy jednoczesnym zmniejszeniu |iczby wy
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W wyniku przeprowadzone] analizy gg-wnych sl
danych opisuj Ncych skgad chemiczny badanych pr
skgadowych, kt-re wyjaSniaj N;-7022 RG-&1,4%) Pi&wézaz mi e |

gg-wna P&jaedbobwhini owN kombinacj N intensywnoSci p

06 MWYPUW O MWIXMQ M@ MYy m w)d a
™ oww TmWnX0Q minmmé 18t i8

R-wni wiskatzaje na najwifinkszy wpgyw potasu, chl or
posi aatlariziek co oznacza, Uepowadujea svi ik s he zpienszjnpoSob
g§- - wnej .s kDjaudgoaw egj§ - Wro@isars jesh @ ¢ ¢ i @ wizZpréhc y m

06 MTWO mMregmQ Mxw mWTFY ™LX A
™ X @ T8p OQ meimwé 1@ O h

gdzie fosfoistotiydadatomi mak dNad, nat omi ast potas o1
odzwierciedl az alaer brizai®qgiy zgo&owieast kami w kontekSc

Graficzra reprezentacjavy n i kanaley PCA n a pgasP@ukdrziu¢g e P&yr a
gr upowa n izgodnje rzestaremkchorobowm. Pr - bki z @e whsyijiNd ywstOsafyin
war t oS c,icawskazujP @ich specyficzny profil chemiczny char akt eodwy UBegpngr
udziagem pierwiastk-w si |Punktgr espkroer ze@ mkidmjnifgioedraz z t N
miopatiwd u Uy m stakpgridmj N si i, co moide c® wichethieztgol o p
w z g | fadabzawanych zmiennydysunek 6.3)

Przeprowadzona analiza PCA potwierdzarzedeUe znm
wszystkimd et er mi nowana przez st fUeni.a&Vskazoje ta saukluczawé | or u
znaczeni e t ydadiagnistgkorazr a §h ke wwani a stan-w chorobow

Potas odgrywa istotnN roln w fizjologii mins$s
podkreSlane w kontekScie miopatii. Doniesienia

wspieral proces regeneracjbr asyalhi omyrc lbgnEfektSHni ov

ten moUe byl zwi Nzany m.in. z modulacjN ekspre:
Wwybranycht y pach mi opati.i obserwuje sin zaburzenia r
homeostazy potasowej, co wskazuje na pSugeuedg al nN

r-wni elle wybrane el ementy ukgadu regul uj Ncego

bi omarker-w diagnostycznych | ub prognostycznych
Chl or, a zwgaszcza anion chlorkowy, j est kK1
r-wnowagi osmotycznej oraz funkcjakowdniSamiakgad

W ukgadzie mifnSniowym szczeg- | @@l,znktc-zreei e d pnawy iN
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przewodnictwo jon-w CI przez bgonin kom-rkowN wg- ki
fundamentalnN rolfi w stabilizacj. potencjagu bgon:
wygenerowaniu potencj agu c zowammtoySchi okwaengaod.- wZ anbougrNz eprrioa
mi otoni i oraz upoSledzenia zdolnoSci Wniydtdfni a do r

mi ot onicznej typu 1 (DM1) d y-% Btanowk jedenaz klcaomyl) - w ¢ h |l

czynni k- w pr owaed® Nocoybcund | di oddcgSachid enki fivynkia zZfal i Ci sco i
upoSledzenie funkcj.i tych kanag-w dziaga synergis
wapniowym, co nasila objawyg.chorobowe i poggnbia mi
0.06
@ Dystrofia
@ HKentrola
004 ® Miopatia
L}
L d o
0.02 ° % ® 9.0 a0
: - OC:"IDO- .r_/" . Lr—-}rfri‘-'?. 4 1‘)
— s, e
S 0.00 e b : j.jvd—‘.J ®
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-0.04 ° %
L}
L
-0.06 o @3V
L L ]
-0.08
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PC1 (70.2%)

Rysunek 63 Wy kr e s przedstawia rozmieszczeni e pr - bek trzech

pierwszych dw-ch ggriR®)y.c hOsikgaddmpwywihada&CN zmi ennym maks.)
danych, co umoUliwia wizualizacjfid r-Unic w skgundzi e chem
pomiarowy a skupienia odzwierciedlajN podobie@twa wewnNtr z

Wyni ki analizy PCA wyr-Unigy r-wnieU fosfor jak:
mi ndzy pr-bkami, co znajduje potwierdzenie w badani
mi nSniowych, zwgdaszcza w kdoynstterkoSciiie nuyisStnriocofwieij. DM cph

wykorzystuj Nc model myszy, wykazano, Ue nadmiar fos
prowadzNc m.in. do nasilonego s1ldnu Zwapiklsreqe ispb)
fosforu nasilago naci eki zapalne, zwdaszcza z wudzi
zwapnienia w mifnSniach szkieletowych. Z kol ei ogr al

uszkodze @& mi nSnri@ayajhi, maémdlUveaje| i poprawy funkcij.i |

terapeutyczny diety ubogi e] w fosfor w kontekScie c
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Kolejnym istotnym pierwiastkiem r-Unicuj Ncym

co znajduj e SwWoj e sil ne uzasadnieni e w danych
Duchenneoba. Zar -wno w model ac h amnocdefieyhdiarkiiwGkancee | e g ¢
mi nSni owej dot knint ej dystrofi N. Literatur a ws
z nasileniem objaw-w Kklinicznych DMD, a suplen

zgagodzenia symptomjw milé8nipdgar awgo fuekobser wac

statystyczneuzyskanew niniejsz¢ rozprawes uger uj N, Ue siarka moUe odgl
w patogenezie choroby, ale r-wnieU jako potenc]
poziomu siarKki w tkankach moggoby wspieral podej

suplementacji, ale a kjUek o narzindzie do monitorowania skut

kortykosteroidamif1§.

6.1.6.  Wnioski p § y nzNucakzy pierwiastkowe;

Otrzymane wyniki potwierdzaj N, UgebicthoNobyoddi u
i ch skrajniezdywe rhsoynfoigkeamwmaNn N gr upfi schorze@ pod
pozowy a NNtudne do jednoznacznej diagnostyadald al ek a od s awigdmfmakcj o
t emat ich patogenezy sprawi a, Ue nowoczeenee met
uzup e Kasycznydtpeo d e j S1  di aPgrnzoesptryocwandyzconnne badani a wyka
f Mapowanie rozkgdadu pi emwildsdtwk aw indetndaddN i Pa XJE]
i stotnych r-0OUnic chemicznych mindzy tkankN zd
T PierwiastKki Na, Mg ,e stitystyczni® - Gegnki eizdazdyy biasdtamtymmi
w testach KruskakVallisa oraz U ManndVhitneyta, cop o d k ick@d taewc|j a@ni cowan
s t a chorabowych
T Wiel owymi arowa analiza dyskryminacyjna wskaza
S w klasyfikacij.i pr-bek. Wyznaczone funkcje ¢
i nt en s ygharakter§stycznychnii pi er wi ast k - wkuteqzmapzazieleriieqggup n a
W funkcji Drdomi nowagy potas (z najwinkszym dodatn
ujemny), co wskazuje na ich przeciwstawne znaczenie w klasyfilaojkcia D pot wi er dz i |
znaczenie tych s amy odmiepmymawawg aansit ki- wz n g keadmmia kw szp
cowprowada gdoo d at kowy wymi.ar r - Unicowani a
T Analiza g§-wnwyhkazs&@iea dbwiye hpi (PC wW9,2% PG RIH%)d o we
wyjaSniajN gNcznie pomaSwioddc wardo awyg§ okidajnyrcé
wymi aSkgadotwg gRCsi Il nie powi Nzana z potasem, ¢
PGukazaga bardziej zgoUone wzorce, z odmi eni

wi el owymi arowy charakter r-Unic mindzy grupan
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T Graficzne rozmieszczenie pr-bek na wykresach PC/
C,DiM WanalizieMDA wy r zafysovagljy skupi ska odpowi adaj Nce p
grupom, copotwierdzawysokNs k ut d kt me $ f i kacj ¢ z 1 S middkweada®n iee
punkt -awgdaszcza mifndzy gwsukpalz ukoentma | ndNo Uo nmoiSd p apt
podobie@&two niekt-rych profili pierwiastkowych.
G- wnwnimowki em pigepmowadzgnepnalizy jestwskazaniep o t ewntechnik §

spektroskopowych, w z c ze §B I XE, | ak o n ar ychiddi zai g nwosspt oynkaiig acj hNocr - b n
mi ASni owyam.Ul DpbBkiyzyjnego odwzorowania przestrzer
w skali mikrometryczngj t ec hni k a t a u msubtélryal izraian  dnetabelikzoyphi

[ struktur al ny c hpojawieniéins diew y rj e Bzmyaz eorfojpgiczngch Tego typu

podej Scie moUe przycmwygich bi damdwkasmjeparspgkiywjedoa c j i
poprawys k u t e aliagnastki monitorowania przebiegu teragih or - b -mefi8awo wy ¢ h .

6.2. Technika SIMS

6.2.1. Uwa g i dotyczNce analizy i i nterpret

W celu wstinpnejpoterejhlrieck sj ot sywgmadta r-Unicowani a
analizfi wariancji ANOVA. NalpeQwyj&damakkep oid krraen&Kliinig,o
s § uNdoertyfikacisygnag meghMetych r - UnicowalUzpslkadneowsgnekipr m

charakter orientacyjny i stanowi N punkt wyj Scia do
I ntensywnoSci pi k-w obliczono na podsROwie int
w o0 b r fAviadma masovegaq bez odej mowania tga, kt - rego ni er e

zastosowani e prostego mod edeniononakdmargirealnyDodatkavgno . Wpgyw
ograniczeniemanalizyjests padek rozdzielczoSci mas om/ez, wc oo brsaxlhe z

wpgywal na odek§admaXinsywithiSerrea s.jyiyz atje woahaliz g!| 1du,

wyUszych waymaodfais andrzednBodadtp. ogt ani czona | iczba pr -
si §gfn st mzeprosvadyonyzannNa |l i z i ogrfami mz& o wma Wil a wimédonsokz-nwa ¢ z n
o charakterze il oSciowym.

W przypadku potrzeby precyzyjneji dent yf i kacj i [ il oSciowe]j anal

chemicznychwskazangest wykorzystanie bardziej specyficznyotetod spektrometrii mastakich jak
MALDI. Niemniej jednak, wyniki unysikase ipatgdNnMe ¢
identyfikacji z wi N z k potencjabnyn znaczeniu diagnostycznym, w takim charakterz

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

Po wstfipnym przygotowaniu danych, polegaj Ncym
ROlI, dla kaUdego typu pr - bki uzyskano odrnbne wi
t kanki miOmSziacwejpomi ar owe dobrano w spos-b za

wewnfitrzne zr-Unicowanie materiagdgu biologicznega
grup.

Do anali z wykonanych techni kN SIMS wykorzys
pochodzNce od mi-Bkbz ylzant .w Maitek i a3p haldlkivca yp otbwi en
charakterze dystrofiNCGnymr -Dokifiprr-ebpkriiezleontuf dNlcmN m
0 niejednoznacznym profilu histopatologicznymv,y k azuj Nc N zmi any mogNc e C
o moUliwym podgoUu neurogennym, charakteryzuj NcN
PoczNt kowo przyjnto podziag na t r Wyokuldaszyehganatizi e : k
opartych na por-wnaniu wzor c- - wzwikdam Nj goonp- rwa ywst M sranny N
do opisanej pr - bki o mo3ad d aveygn gooowdyd opdruz enbeiuer go geemanly
uzyskanych wynik-w przedstawiono w kolejnych czh

Na potrzeby dalszhanaliz statystyazychprzygotowano macierz danyshk § a d a j18Wdds s i i
(wiersze)i4 500 kanag-w det elocyjNn kowo( kalldrmdyw) 8&e¢ khep
jednak ich liczba zostaga ograniczona do 4500, pc¢
innych niRedcdwkiorj at Jtaa pozwol i ga r-wnieU na istot
w dalszych etapach przetwarzania, w tym w analizie PCA.

Widma uzyskanez r-Unych pr-bek moggy wykazywal ni e
szczyt-w wmgsebwgpNce z r-Unic w ustawieniu pr-bl

W zwi Nzku z tym dokonano korekty pogdgoUenia char a

Kali bracjn przeprowadzono poprzez dopasowanie w
szczyt-w referencyjnych (np. H Na |, K , fragme
W praktyce zal eUnoSi mindizyy(ormpmi rneans Nk al nuaby ue nae

ma charakteridealnie liniowp. W pr ostych wukgadach detekcyjnych ¢
zakgdadaj Ncy stady przyrost w a.rW baRizidj] zaawansowaaycha { 0
techni kach, takich jak SIMS, wpgyw nieliniowoSci

pr - bki prowadzi do odchyl e® od t e]j zal eUnoSci . D
jest zastosowaai model u uwzgl Adni aj Nezaewyaaj w lpdstacd wieldmianu ni e |
drugiego | ub trzeciego stopnia, a niekiedy r - wni

W niniejszej pracy zastosowano kf upopawel img ak al i
dokgadniejsze odwzorowanie nieliniowe]j rel acj i m
kalibracyjna miaga postal:
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a . - , . .
P nm oy dpp mannn n o mtwon dam 1N p Aty nc U

gdzewoznacza numer Kkanagu. Z argntodJ)d 6 wad rjioe ptreejc yfzayj mye ka
osi kanag-w do rzeczywi sgtoeije zobshi dveogszaiava@juzygkanyclz ) , co s
widm. Kal i bracja zostaga przeprowadzona przez WwWsSp-gpt

potrzeby niniejszej analizy.

KaUde zarejestrowane widmo zostago znormali zowa
total count$ , co pozwoligo na =ewentuminyod|l ukeowarcijé¢ w@adyiweni
pierwotnejw trakcie pomiaruNa st npni e, dla kaUdego punktu pomiar o\
wyznaczonego regionu wgd-kna mifSni Dane g aestgwRiidl ) , obl
w postaci macierzy, kt-rN naptapeder poddgasciskeajl o
uzyskanych techmy xNj ¢ MSh sihiarsatateyst yk N zIlicze®& zg

Zestaw danych uzyskanych metodN SIMS moUna pr ze:c
gdzie M oznacza I|liczbn widm (obserwacji), a N [|i
Alternatywnie, zbi-r ten moUna intear krtetroywal kjadlddo :
M pikseli. GraficznN reprezentacjn tej maci erzy pr z

N zmiennych
(analizowanych pikow)

z

l—) Xn1
= spektrum
[
2E
3
o =
0 S—
=
I—) Xnm
Xim Xnm

Rysunek 64 Graficzna reprezentacja danypbmiarowychu zy sk anych met odN SI MS w postaci

w kt-r;eWiersXadfioWiadqjednaiMobserwacji(tj. uSrednionerl wi dmom z okr ¢
pomiarowychi ROI), a kaUda kdNlizmiennyah( § pdnept ensywnoSci sygna(j-wAjo
okr eS| ony c h ElenentXnm&pacza m/t z2)n.sy wn o S| sygnagu jonu o wartoSci

n, zmierzoNw obserwacji m.

W metodzie SIMSIzi czenia jon-w wt-rnych sN zdarzeni ami
prawdopodobi e@stwi e .dWeefekeikncajrii aw cjj ead nsogsgtecae§ yowzdaasBue g o p
jest zaleUna od -jiegowi $ikesdrai ejntwarstyow®oiSi, tym wi Ak
prowadzi to d@osytcwzeughné (pilewh kRt ak e prr- yWapozioRemszuniu
i niepewnoSdiakmpomi @arowa@jomi ernoSi utrudnia bezpoSred

na wyniki analizstatystycznych i modelowania wielowymiarowego.
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StandardowN metodN uwzngtleindsnyivama Sac i z nsi yegnmaogS-cw
pierwiastkowe(ang.square root scaling , pol egaj Nce na dzieleniu wart ¢
z tej wartoSci. Jednak podej Scie to okazuje sihn
ni skie zliczenia na piksel i du9kaproponayhlifalttrmayven i e p e
skalowang, p ol e grag N&dwust opni owe | normalizacji: naj pi er
dzielony przez pierwiasteleaswojejSr ed ni e | intensywnoSci, a nastnipn

przez pierwiastek ze Sredniej wart oScm Poissoipe g o v

pozwala ujednoi idozi om wari ancj i w c a Juyj mvpzgbyiwo r ziek - dva noy ¢
intensywnoSci) [ umoUl i wia rzetel ne potgsomaniemni e i
met od redukcji wymiar-w, takich jak analiza gg-w

W praktyce, podej Scie to realizowane jest popg

(gdzie wiersze odpowiadaj N obserwacjom, a kol umn

L M
O "OHtOtO H8 W

gdzie'OiOtodi agonal ne zawieraj Nce odpowi edni o Sredni e
macierzyO.

Tak przeprowadzona transformacjraniczaz mi einwp i Naj Nc- Ooa gk avwi t ej
intensywnoSdierwiwhno noorekz) a §uo i i porhierd zy yw iReei Skoiaknupj gNycw
tga i gontamofyahztwi ik sza i nfor macyj n N cqstotmnie popravjes t o S

i stotnie poprawia efektywnoSi r-Uni.cowania pr-be

6.2.3. Ocena zagoUenia wiel owymiar owe j n

Anal i za danych spektrometrycznych, pochodzN
spektrometrii ma s , wymaga uprzedni ej weryfikacij.
kluczowe znaczenie ma ocena zgodnodcigdayUowikglae e
statystycznycht a ki ch j ak anal i zeaegregjdczyechnkigrupowkajia mioevya hs i n
tym zagoUeni u.

W zwi Nzku z powyUsagal iprizepoomadaosoi rozkg:
pi k-w masowych uzyskanych Dotego o wykdizystamestkénzego p o mi
Zirklera (angHenzeZ i r k1 er 6s Mul ti yat iuavze | Mepmalziapopilh e Sy |
zmiennymjcoczynigos zc ze g - | miag zdiakzriyerm w anali zach spektroc

s N sziel ngatwN Nz ane.

Materiag analityczny obejmowag 36 widm pochod
Anali za przeprowadzona zostaga na podstawi e i
reprezentuj Ncych najbardziej wyra¥tne i i nformat
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reprezentatywnoSi badamégo zZimitemsywamypch. okreSl ano
w kanale odpowiadaj Ncym Sredni ej arytmetycznej gr a
Takie podejScie umoUliwi go precyzyjne przypisanie
nasthnpnie posguUygdo do przeprowadzenia testu statys

Test HenzegZ i r k| er a przeprowadzono na maci erzy i nt
Otrzymana wartoSi statystyki -vtaelsuteo wey notsZi gloy g0a, OIBI9i. !
pval ue przekracza przyjfity poziom istotnoSci u = o0,
o zgodnoSci z rozkgadem normal nym. Oznacza to, Ue d
n or ma | Wyoik}enistanowi istotne uzasadnienie dla zastosowania w dalszych etapach analizy metod

wymagaj Ncy&Shinoomafadu, w szczeg-lnoSci PCA oraz mc

6.2.4. Statystyka ANOVA

W analizie wuzyskanych wynik-w zast wasyikacino anal
i stotnoSci stpamnyisttdyzcyz nteqdanyldmii cgrupami umb&heki ami 1S
por anierSr ecdwart oSci t ej same | zmi ennejr aw ,kaybkt nie
zaobser wowam@Nrz dantiale uznane za statystycznie istot
zmi en®pBetz wavalte) iStotiychp putkiu widzenia testowania hipotezy zerowej, analizie
poddano r - wnd |@tak wasdkraafin i dazkirSecS joameN ¢ ocazgikSdwi t ej zmi enn

moUna przypisal ¢ zTyynomiskeomwim gmaulploimeenuby o nie tyl ko
statystycznej, lecz takUe okreSlenie sigy efektu,
przyczynia sifi do r-Unicowania analizowanych grup.

W tabeli 6.6 przedstawiono zestawieniazyskarych wynik- w W kolumnie Akomentard
zastosowano ujednolictbiskaii i nt er pr et acj ip ieff ceikot sut lodwl s,y fopwkaycjj miu j Nc
T d] O-bOar8dozo duUy efekt, wskazuj Ncy na wyraFfne r
0,60 O -diuly @ef&&kt, SwiadczNcy o znaczNcym zr - 0Un

1
f 0,30 O -B)rednOd, &3 ekt, sugeruj Ncy umiarkowane r -0
f 0, 14 O -dipwiekief@kt, pobencjalnie istotny biologicznie,
f d] <-blarld&zo magy | ub nieistotny efekt, wskazuj Nc
Zaproponowana skal a pozwal a zar - wno na for mal
grupowych, jak i na identyfikacjn tych pik:- w, Kt - r.

badanych grup.
AnalizaANOV A w wistetrestaliystycznie - Umpdamé é d z y  djarnierpaawazytskich
anal i zowa nmplekblarngch.Xa jwwy Us z ed |(wma w w8 egnotowanodlas y gna g - w
o m/z 23,00, 124,96, 165,93 oraz 246,56mce k azuj e na bar dz og rsuipegg yél cwpgyw
zmi ennoSi tpPoemi syjgNal - kwvategorin wSr-d uzyskanych wy
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i bardzo d@Uy mo), edb eblpoitavi erdza i stotny potencjag

dyskryminacij.i b a dJadynjecptk mizl¢q72avs it NKkgannNegk . war t o S gr at
statystycznef p = 0, 049¢ o0 dK | &s \f, i2kllbj)e go jako sygnag o I
wWpgywi e grupy na jego intensywnoSi

Tabela 6.6 Tabela prezentujwar t oSci statystykivaFuepoziwsmpk aedyatnn @§E

obrazuj Nce sign efektu grupuj Ncego, a takUe interpret

m/z F d) |l stotnoSi Komentarz

23,00 141,015 0,930 p <0,05 bardzo dul
38,96 15,788 0,597 p < 0,05 duly efe
44,01 26,179 0,711 p <0,05 bardzo dul
55,02 6,549 0,380 p < 0,05 Sredni e
58,01 11,685 0,523 p < 0,05 duly efe
67,02 15,312 0,589 p < 0,05 duly efe
86,06 18,167 0,630 p <0,05 bardzo dul
87,92 10,881 0,505 p < 0,05 dulUy efe
94,86 5,254 0,330 p <0,05 Sredni e
100,06 7,479 0,412 p <0,05 Sredni e
103,95 15,258 0,589 p < 0,05 duly efe
124,96 103,944 0,907 p <0,05 bardzo dul
131,74 19,286 0,644 p <0,05 bardzo dul
140,72 2,915 0,215 p <0,05 niewielki efekt

165,93 138,273 0,928 p <0,05 bardzo dul
184,01 63,097 0,855 p <0,05 bardzo dul
224,06 47,042 0,815 p <0,05 bardzo dul
246,56 98,202 0,902 p <0,05 bardzo dul
262,47 10,263 0,490 p < 0,05 dulUy efe
281,02 80,748 0,883 p <0,05 bardzo dul
768,02 9,317 0,466 p < 0,05 duly efe
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6.2.5. Analiza macierzy korelacji Pearsona

W celu oceny wsp-gzaleUnoSci pomindzy sygnagami
Pearsona dla 21 @gbemnyebopekapwumbygo zidentyfi kowa
powi Nzanymbgkeysbbdldzwi erciedlal wsp-lne mechani zmy

Obliczona macierz korelacji (rysunek 6.5 uj awni Ja |lZdalzen@épo®chdey
intensywnoSci amj|>071)m@kskazupyamb U pd dwveiwNz wainN z2ka- wor zy k § ad
pik m/z 58,01 wykazuje y s ddrefacje 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 @ 090) Zb | i Uone zal eUnoSm/z44,8laob jest sieo wano d|
skorelowany z pikami 87,92 (r=0,74) oraz 131,74 (r=0j92,k r - wni eU dl a sil ni e skort
165,93 184,01 i 224,06 (r > 0,9Mo Uews koazy wa | na specyficznN grupn z
mol ekul arnych wykazuj Ncychl podiobmyp aowzioNza&mi U nWemna m:
proces-w meEkokipk 246,5 nvykazhje silne ujemne korelacje m.in. z 38,96 (0:53)

i 4401 (r=-0, 77), s<wgemwywmt fpowani e przeci wstawnych zmi
sygnafozwlemoUe odzwi erciedlal antagonistyczne proces

Zaobserwowane zalwsKnap 8tpidhiekmrjegrupscyyg maej - w potencij a
powi Nzanych ze sobN chemi cmmle ddsdwifeurhk @jdd md | nwsep
okreSlonych zwi Nzk-w |l ulBtwanpwlindg os 7lsa kit nile tpa kzelsigan
bada® nad charakterystykN tych pik-w oraz ich po
obserwowanych w badanych tkankach mifAaSniowych.
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m/z

23,00 iy .40 STl 030 008 039 035 D.ZZMD.ZE 0.11 016 022 023 012 gikERiii:} 0.07 023 :ioll'la
38,96 ;4?40 1.00 063 044 043 025 001 017 [N 024 005 mgg 039 025 012 0.07 0.37 korelacja
44 01 -o.sdm 100 GG (RN 014 038 -023 0.92 -o.za; W8 042 020 0.8
55,02 - 0.30 FUEEN -0.08 REEEG IREN 052 -0.38 [IGH 013 EKEANE 024 042 028 001 030 .—0.30 0.14
58,01 - 0.08 NN -0.11 K] 00 EN 035 014 o010 [GEM'5F 026 043 ue? U- 052 012 025 021 -0.04 0.6
67,02 - 039 044 -0.08 -u.zqmo.zs LR 052 022 020 043 036 033 008 -u.znr! 013
86,06 - 035 043 034 052 KRER O (LR 024 007 003 k¥ - 020 EEREVEYEE:EN 033 026 009 037
87,92 -022 035 -0.35 0.24 -0.24 pWil -0.16 | "0 036 10 0.8 : -032-0.41 0.19 K
94,86 -00] ﬂl-l-m 007 -0.16 g 023 000 021 016 017 006 -008 012 030 025 027 000
100,06 - 0.26 0.17 010 029 003 JX MVl -0.00 0. -0.04 031 028 036 002 032 038 018 - 0.2
103,95 - 0.11 k=g 0. . 0.90 BOESER 0.87 R X -0.00 Pl N 0. 0.38 BB ERRUN N 0.05 0.27 -0.12 0.16
124 96 0.24 Ei X 061 L+H 076 - 0.21 X3 LEZY 089 081 0.74 (054 -0.56 RiFIRETL]
131,74 0.05 g 0.26 0.22 0.40 8 . B 00 Rk} -0.64 -0.62 059 -0. URFY -0.24 0.21 o0
140,72 - 016 gﬁ -0.28 042 0.43 0.20 D.20 -0.04 038 = SRuLE 022 002
165,93 - 022 039 { 067 [WEY 0 031 PEEED LEFY 100 094 09 ; on oz --0.2
184,01 - 022 025 . s 036 0.28 N ANIE: . ). 094 100
224,06 - 012 031 .52 033 Bk 070 0 : 091 096 - 0.4
246,56 JEER - 012 008 033 032 030 002 005 037 039
262,47 40 012 OEE 025 0.27 -u.zs-u.zs 032 027
281,02 - 0.07 -0.07 0.42 0.30 -D.ZIE-O_OQIMI_.._ 027 038 012 : e
f 7 - staba
768,02 - 023 -0.37 0.20 -0.14 0.04 013 037 019 0.00 018 016 0. . .07 |- .
TEINES T T T TR — korelacja
8 83838 8388 88 8 X R Qs 8§ R F 8 8
"R 3 ARL 853 ggTETEE AR ¢EE
Rysunek65Maci er z kor el acj i miidzy intensywnoSci ami wybrar
wsp-gczynni ki koreIaCJ~i Pearsona, kt-re ilustrujN si.
dodatnie i ujemne KkobebWhaS¢ie wmugezw) Ni wamii z&t -re mo
chemiczne, wsp-lne szlaki metaboliczne | ub przeciwst a
6.2.6. Analiza PCA oraz LDA
W analizie wynik-w spektrometrid.i mas S| MS pr
tkanek minSni szkieletowych, obejmuj Ncych: iipr- bk
M, pr - bki charakteryzuj Ncej si i cechami zani ku n
NM oraz pr - bki z grupy kontrol nej C. Do kl as

dyskryminacyjnN LDA oraz wuzupegni ajgoNgdz waon aljioz ir
rozr-Unienie poszczewg-el nwzcohr ck-awt ewgi odrm ij onna- wp owdt s-tran

W celu eksploracji struktury danych oraz redukigh wy mi ar owo Sc i zastoso
gg-wnych skgRrdoevd cthr P&CAr owadzeni em analizy dokon
narzndzia Standar diSearnrerw zj b2 Yok u oRPytkhors.ci Mettoda
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kaUOda zmienna charakteryzowaga sin Sredni N r-wnN z.
Dzi nki temu zapewniono por-wnywal noSi zmi ennych o
o wifkszym zakresie wartoSci, co istotnie poprawia
wy mi ar - w.

Nastnfipni eamwyglPoAmzanowwz gl ndiw-i @émwsza/echkomponent w Kkt - r e
wyjaSni gy odpowi ednica § & lwajrdiegdnOc,j9i% danyx,hl1% Wi zual i z
dwuwymi arowym wykr esi e jgunom&ckznegmozdnieleniabadanyciigkup, z@a § a
sugetjeo gr ani ¢ z o mish dawd oclhn opSiier ws zy ¢ hp ekjonmemowg neniva do - Uni
bi ologicznych |l ub chemicznyowydemigizy zgomwp amia.l i Wiz
skgadowN gg§-wnN, a wymsilki 3Dr,zeaeds tuanoildnovi jao Wwyekrse N

pomi ndzy gr upami .u zDwpdeadinkioemonacwi el a i nterpretacji,
dyskryminacyjnN LDA, kt-ra r-wnieU pozwoligdga na t
kategorieZ ar - RQAojaki L DA podkreSli gy zograzheck@aBiagyt maktpwrt y 2
uwzglndnienia winkszej |l iczby komponent-w dla peg
grupami.

Wyniki analizy PCAwy kazagy, Ue pier wgpg aSahadylNi ko nopkoonjeont §-
cagkowi t eprzy eznPC adpanjada,za 40,9%, BQa 19,1%, a P£za 13,7%(rysunek 6.6)
Oznaczato,zg decydowana winkszoSi i mpnozesteaiejli wzaa viaorStca| my
z 0 s skargentrowanav tychtrzechg § - yehrkierunkachz mi e n roosfgoivi,istotne rozszerzenie
W por -wnaniu do ajpnalizy dwuwymi ar owe

Ws p - §c skmjmidloiwy ch wsjkakiujnNst opniu poszczeg:-|lne z
dany komponent . Wy s 0 k® 2 n awistomyodk ¢jia d b ez 2qiinfed ne nat om
wsp-gczynni ka odzwi er c {pezgyway luk hegatywsly8kct eg - Fyal e dnp Sz
wpgywu poszczeg:-lnych zmiennych zostagy przedstawic

Zmiennec har akt a1 yiz usji Noney mi uj emny mi w981 §66,23y nni k a mi
-0,31; 184,01:-0,29; 86,06:-0 , 2 8) wskazuj N na odwr ot ndly gknaarge Iwa cj fi
zwar t ®SlcNatdmistz mi enne o dodatnich wsp-gczynnikach (np
022)wy kazuj N pdeyywdlz 8@,j ico sudgewaijest Uer z e skieranku pr - bki
wyUszych wartoSci na tej osi

Dla pierwszego komponentu P8 aj wi nksze z n amieneemi/zele50g, K206 § Y
184,01, 86,06 oraz 131,74. Cztery pierwszg 0 Sr - d ni ch cvwyarraa¥kniesmiy a u g Mn s i
ws p - § caznyin ngi akd y cowstamyjemi Ue i ch malt ejns ywmaSizePWzr ost em
Nat omi ast zmi el8In7dc eoc hwa et osSici dodatnim wsp-gJczynni

intensywnoSi w mRCarfi zwifAkszania sihi
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Taki rozkgad Ws p - § c zy n npevken wodstaoWye gradiethtz zmiae r ¢ i e
met abolicznych | ub chemicznych, w kt-rym wzrost

spadkiem innych.

Groupa

Q© Dystrofia

Q© Kontrola

© Miopatia

Q Zanik

g

8

Rysunek66Tr - j wy mi ar owa projekcja wynik-w analizy gg-wnych
wzglindem tr zech:=K@nH re=ldL1%wPec P T 3, 6 6 %punkt odpowiatid pdnemu 3
badanemu obszar owi ROI , a kolory oznaczaj N przynal eUn

Drugimistotnym wymiarenanalizyjestPG,w kt - rym k| uc z ankzi88,96,¢14,01, odgr
58,01, 67,02 i 26247wszystkie cechuj Nce si fOznacpadi@mt e miwz we g
intensywnhbhSeipgrzaduwa kigginkubkUs avwwch whoUn&cpr BCpusz
UO@Godzwi erci edlda PrCile paloecléersy bi ol ogi czny czme ¢ he mi
perspektywy

W przypadku trzeciego komponeraG k | uc z owe znac z enizi7é8,02nk00,08, z mi €
281,02, 23,00raz94,86.W tym wymiarze obserwujemyar dzi ej zr - Uni cowane wzo
wykazuj N wzrost i nt en syinenatdhmsmavwregeadozesuwer apteemaP
dynami ki proces-w | eUNcych u podstaw tych sygnag

Podsumowuj Nc, trppwwmi agawaaa&# ia 5ajwatancg t gp n a
danych,c&wi adczy o wysokiej efektywnoSaiorcmerazodynivcuc
mindzy pr-bkami. Bdymieadnoi cawndcle wymilarzyw skut kowa
informacj,poni ewaU trzeci komponent t danychaW kogsekwengi ¢ z N ¢ |

redukcja wymizesrzen@ ®Soibndddygaby zdol noSi model u d
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struktury danych,

prowadzNc do ukjuczaovgch vz enica w |

r-OUnicuj Ny e ti Ne kdstosowahiy m- j wy nmenalizy aisjestjiedynien ar zfidzi em

p C

wizualizacji, alestanowir - wni e U Ne fmek toydwin i dent ybi bhopi cznyaohespge

ukrytych w danych spektralnych.

Tabela6.7Ws p- gczynni ki

podczasanalizy PCA

gadunk-w zmiennych

mP&, P@)aizygkane r ws z et

m/z PG PG PG
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 LDAprzeprowadzonej naestawiedanycho b e j muj Ncy c h

mizwy odr nbnzgnggd: - wne
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wariancij i m+ otlpbwigdgia: Whpdpovdada z&9,80%, LD za19,69%,aLDs za10,51%

(rysunek 6.7) Tak wysokiskumulowanyu d zwadagcjiSwi adczy, Ue 2z aasdamystawani e
przestrze@ tr - -jwymimeiquwl wpptuktdia | nai 1indi zeyoger | skptecze N
rozr kdnOdr ani czenie analizy do dw-ch wymiar -w sl
dotyczNcej struktury mindzygrupowej, co w kontek
istotne konseskencj e dla jakoSci i trafnoSci wniosk:- w.
Groupa
@ Dystrofia
QO FKontrola
© Miopatia
O Zanik
&% 12.5
dp 10.0
“ G -

Now;
v o
LD3 (10.5%)

|
)
w ©

|
o b
v o

Rysunek 67 Wizualizacja przestrzeni dyskryminacyjnej uzyskanej w wyniku analizy LDA. Wykres prezentuje
rozmieszczenie pr-bek wzglndem trzeCcC®h9 p8@wsygjyxhn if aime|

mi ndzygr updw¥E[) oraz LR(ID,51%).

Pierwsza o0S dys&kdyowinadyjza bBjwi ikszN, czn$§
wyjaSGPapOlie wariancjS9ponSofi-dday gi Upowéjs zwyr -whrjiyani M
war t 8390 (+264,1), 86,06 (+254,5), 768,02 (+19761,02 (+182,6) oraz 44,01 (+110,8)odatni
znak wsp-gczynnika wskazuj e, Ue wzrost i ntensyw
wyUszych warcdmSmaUed Dst anowi i cechi char akkoleirysty
zmi enne cechuj Nce sifn silnie ujte b8AQLn273,6)y 26247 c zy n
(-209,4), 38,96-197,0), 55,02-35,2) oraz 224,06114,8).Wysokant ensywnoSi tych sy
sin z przesuninciem pr - bek cw psruzgeecriuwney m ckhi eprruznyknu
kontrastujTdkeéje gouplyi ehbmoze wskntapPwadzimg na dw
mar ker - w chemicznych l ub bi ologicznych, kt -re
toksykol ogiczne rNugfa So® dows lekymiegpadnj agNed 19, ¢
mindzygrupowej, charakteryzuje sin prl8g7de8lyis zy st

107



224,06 (+48,9), 184,01 (+47,8), 262,47 (+31,4) oraz 103,95 (+168h wzr ost i ntensywnosS
pr-bki w kierunku.Zmeilhesayg phgway hob &antirh: B4OLE238)y c h
768,02 (93,2), 23,00 ©5,5), 67,02 66,0) oraz 55,02-67,1). LD» prawdopodobnie opisuje inny,

niezal eUnwynmidarLDmi ennoSci , uwzgl fndniaj Ncy bardzi e
fizykochemiczne, kt-re nie zostagy uchwycone przez
Trzeci komponent LB odpowi adaj Ncy za 10,51% wariancij.i n

i stotne informacje. Zmi enne 026247 j+149,68)k18420% (M1206),d at ni m
224,06 (+90,5), 55,02 (+101,1) i 103,95 (+47/8) kol e i naj silniejsze ujemne w:
dla m/z:86,06 ¢233,2), 67,02-03,2), 124,96-120,7), 246,56-70,4) oraz 165,93-63,0). LD; mo Ue

odpowi adal za r-Unicowanie mniej oczywistych podzi
markery biologiczne.

Zestawi eniwep w@ctybmi -oe z oz dygkryininagymycle naj duj e si i
w tabeli 6.8, natomiast wizuahcjawy ni k - w <inérysuhkuj6€&Z ast osowani e tr - jwym
projekcji LDAumo Ul uwh@ypceni e zgoUonych r elbadanymigrupamiidzy 2z mi
pr - DDek.nki wysokiemu wudziagowi wariancij.i przez pier
na pegdgniejszN interpretacjn danych oraz identyfikse
Ograniczenie analizyad dw- ch wy mi ar - w s kychi knof war gnoabcyj iu,t rcaot Np oi dsktr oet
model u 3D w kontekScie eksploraciji [ interpreta
Srodowi skowych.

W niniejszej analizie zastosowano zar - -wno anal.
analizfn dyskryminacyjnN LDA w orazddeniyfikacje iduazkveyghi wy mi a
zmi ennych m/ z, r - UrOibdwj Mey oldyb pdare& sgrtwagyx.aj N orygi
do nowej zredukowanej przestrzeni, lep@jd d a jstbitceavigorce ukryte w danycRomi mo ws p- |l nego

celu met ody te r . -UniPKAsimakpphej Szupe: cagkowi t N wari s

i nformacij.i oapowepal ea@ho:iiask! LDA optymallinecjee tsep:
znal azgy odzwierciedlenie w charakterze i interpret
Tabela6.8Ws p- gczynni ki gadunk-w zmiennych m/ z na pierwsze ¢tr

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 9,201 -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 wgaSc izastpsovwanopetwaoiogi o pwacowanN na podst a
przedstawionychv rozdziale5.4.2 Zgodni e z opisanym protokogem, t
przechowywane w ciekgym azoci e. Przed przystNpi ¢
l od-wki, a nastfipnie do temperatury polktojowej, ¢

Do przygotowania matryc zastosowano dwa roztwgrerwszy s t a n @5wmggml DHB
rozpuszczonegw 50% MeOH z dodatkiem 0,2% TFA, natomidstigi to2,5 mg/ml DAN w 50% ACN.

Nat nUenie rozpylania matrycyObyYjdkm @gaNowaae60r ¢
Dy sza nan o spzrNaccax endageanfiypcnii o wy m 2 mnN608 mra/min armiatdyéyo S ¢ i
DHB nagoUono 12 waparanetur 355 natgmiast sl BANI zastodowano 16 warstw

przyz = 1. Pomiary przeprowadzono dla kaUgdeghktslhkra

Weceupor -nawidmd| a kaUde|j prpdk302Zast o zad pondbpaoswei raad a §
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i mpul s - w nipedpmetgoa najmnigjszego obszaru skrawkatkahka ki dob - r par ame:H
zapewni g sp-jnoSi i powtarzalnoSi wynik-w.

W celu zobrazowani a obszar 8 wzedstawionoa zestawierieh , na
skrawk- - w t k apragotowaneidnalizg wteylichpozytywnym oraz negatywnym MALDI.
Fragmentyoznaczon&k ol or a mi olbzamwi adegj N ame | powierzchni, Kkt -

dalszejanalizy.

Rysunek68Zest awi eni e skrawk: - w mi iSniowych wykorzystanych w |
pozytywnym z uUyciem matrycy DHB, (na dole) widok skrawl
Kol orowe obszary oznaczaj N ,f rpaogdndeanntey aon atleijz isea nmeejt opdoNv i MeArLzI

W tabeli 6.9 przedstawiono zestawienie wszystki
wykorzystuj Ncej met odn MALDI . UjaAto w ni ej dane do
w systemie Fleximaging), przypisanej grupy badawczej i postawionego rozpoznania histopatologicznego.
Pr-bka numer 05, mimo Ue poczNtkowo zostaga zaliczo
z analizy koEGowe] ze wz®ompegoa pbdeprrbdaraktbopyop
i SciSIlmm meckB&honmem patogenetycznym. Ze wzgliad-w j
w etapie wstfApnych por - wna(G, w celu oceny, czy | e

mi opati.i i dystrofii, czy teU tworzyl wyodankewego
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