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ABSTRAKT

Extracelularni vesikuly jsou pomérné nové objevenym zplisobem mezibunécné komunikace.
Problematika téchto membranou ohranicenych vacklt je stidle znacné neprobadana, ato
pfedevSim na poli jejich role pfi nddorovych onemocnénich. Cilem této pilotni studie bylo
pokusit se detekovat platinu ve vesikulech pomoci ICP-MS. Pro tento Gcel byly pouzity vzorky
zbunécnych linii néadortt ovarii, které byly vystaveny platinovym derivatim (typ
chemoterapeutika). Tato metoda se ukazala jako schopna nejen platinu detekovat, ale
i spolehlivé stanovit jeji koncentraci. Mnozstvi platiny ve vesikulech se pohybovalo kolem
1-2 % z celkové dodanému mnozstvi platiny do systému. Vysledky se lisily dle pouzitého
platinového derivatu, bunécné linie a poctu bunék, kterymi byly vesikuly uvoliiovany. Nejvice
platiny bylo stanoveno ve vesikulech linie SK-OV-3, kterd je natuto lécbu pfirozené
rezistentni, a to u vSech platinovych derivatd. Vyuziti ICP-MS je tedy vhodné i pro dalsi

vyzkum této problematiky.

ABSTRACT

Extracellular vesicles are a newly discovered way of cell-to-cell communication. The issue is
still significantly unexplored, especially in the case of cancer. The goal of this pilot study was
to attempt to detect platinum contained in extracellular vesicles by ICP-MS. In this study,
samples of ovarian cancer cell lines treated with platinum derivatives, a type
of chemotherapeutic drug, were used. This method was proved as able to detect platinum, even
as able to determine its concentration reliably. The quantity of platinum in vesicles was around
1-2 % of the total platinum added to the system. The results varied according to the used
platinum derivative, the cell line and the number of cells releasing the vesicles. Most platinum
was determined in vesicles of the SK-OV-3 line, which is naturally resistant to this treatment,
for all platinum derivatives. From these results it can be concluded that the use of ICP-MS is

also advisable for additional research on this issue.
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1 UVOD

Medicina prosla za posledni stoleti znaénym pokrokem. S tim Sel ruku vruce i vyvoj
diagnostickych metod a moznosti 1é¢by onkologickych onemocnéni. Jednim ze zptisobu 1éCby
je vyuziti chemoterapeutik. Chemoterapeutika jsou skupinou 1€kl s cytostatickymi ucinky
(utlumovani mnozeni predev§im rychle délicich se bungk), které tedy ovliviuji hlavné
nadorové bunky a ty zdravé vyrazné méné. Jedna se vSak o pomérné Sirokou skupinu latek
s ruznorodou organickou strukturou. Jednou z téchto skupin jsou i hojn¢€ vyuzivané platinové
derivaty, které jsou pfedmétem této prace.

Dals$im posunem v oblasti mediciny a biologie obecné byl objev extracelularnich vesikula.
Tyto membranou ohrani¢ené vacky se zprvu zdali pouze jako zpusob, jakym se bunky zbavuji
odpadniho materidlu. Dnes se vSak ukazuje, Ze hraji vyznamnou roli jako jeden ze zplsobd,
jakym spolu buiiky komunikuji. Bylo potvrzeno, ze jsou ptitomny jak u fyziologickych, tak
u patologickych procest probihajicich lidském téle, naptiklad se miize jednat o proces imunitni
odezvy, kterou mohou ovliviiovat pozitivnim i negativnim zplsobem. Na zaklad¢ toho lze
usuzovat, ze maji svou roli i pfidistribuci chemoterapeutik béhem I1écby, kdy jsou
chemoterapeutika z bunék vylu¢ovana pravé prostiednictvim extracelularnich vesikuld.
Konkrétné se predpoklada, ze bunky vylucuji takzvané exosomy, coz je jeden z typa téchto
vesikulil.

Tato bakalaiskd prace je pilotni studii, jejimZ cilem je ovéfit moznost vyuziti ICP-MS
pro detekci platiny v chemoterapeuticich, ktera jsou vylu€¢ovana buitkami nadort ovarii pomoci
extracelularnich vesikultl. V ptipadné kladnych vysledki se pak pokusit i o stanoveni, které by
nastinilo, zda jsou nékterd chemoterapeutika vylu¢ovéana vice nez jind, piipadné jak se od sebe

1181 vysledky ziskané z riznych bun&cnych linii.



2 TEORETICKA CAST

2.1 BUNKY A BUNECNA KOMUNIKACE

2.1.1 Buiky jako zakladni jednotka biologie
Vse zivé je tvofeno bunkami, vyjimku tvoii pouze skupina nebunécnych, napiiklad viry
a viroidy. Jednim ze zdkladnich tfidéni bunck je dé€leni na prokaryotické a eukaryotické.
Prokaryota, naptiklad bakterie ¢i sinice, jsou evoluéné velmi staré jednobunécné organismy
bez pravého jadra a v podstaté bez organel. Oproti tomu organismy disponujici bunkou
(jednobunécni) ¢i vice buitkami (mnohobunécni) s jasné ohraniCenym jadrem se nazyvaji
eukaryota. Jednobunécénych eukaryot existuje celd fada, patii mezi né naptiklad prvoci, fasy
a kvasinky. VSechny sloZité mnohobun&cné organismy (houby, rostliny, Zivo¢ichové) maji téla
tvorena vyhradné eukaryotickymi bunkami, v jejich télech se bunky specializuji na konkrétni
funkci. Eukaryotické buiiky obsahuji kromé jddra i dalsi organely, mezi ty hlavni patii
napiiklad mitochondrie, lyzosomy, ribosomy, endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat.
Tyto organely se nachazeji v cytoplazmé, vnitinim prostiedi buiiky, kterd je od svého okoli
oddélena cytoplazmatickou membranou. [1]

V télech vSech zivych organismi na Zemi probihd mnoho slozitych metabolickych
a samoregulacnich procest. Tyto pochody jsou o to komplikovanéjsi v télech mnohobunéénych
organismil, jelikoZ spravné fungovani jejich téla vyzaduje schopnost bun¢k komunikovat mezi

sebou. [2]

2.1.2 Zakladni typy komunikace

Principem komunikace mezi butikami neboli bunécné signalizace je prijem a transdukce
signalu (ptevod formy informace ve formu jinou) ze signalizujici bunky smérem k buiice
cilové. Proces je zajiStén diky produkci specifickych molekul signalizujici bunikou a jejich
naslednému zachyceni receptorovym proteinem buiiky cilové. Receptorové proteiny lze chapat
jako prevodniky signalu, s jejichZz pomoci se signalem prendSena informace dostane az
do cilové buiky, kde vyvola specifickou odpovéd’. Pokud bunka nedisponuje receptorem
pro danou molekulu, vyslany signal na ni nema zadny vliv. [2, 3]

Pro signalizaci je buiikami vyuzivano znacné mnozstvi riiznych druhd molekul (proteiny,
peptidy, aminokyseliny, nukleotidy, ale i rozpusténé plyny). AvSak vSechny tyto molekuly jsou
vyuzivany vramci nékolika zdkladnich typl komunikace: endokrinni, parakrinni,

neuronova a dotykova. Pfestoze buiikky mohou vyuzivat stejné signalni molekuly pii vice

10



typech signalizace, jednotlivé druhy signalizace maji rozdilnou selektivitu a rychlost pfenosu
signalu k cili. [2]

Endokrinni signalizace predstavuje nejrozsitenéjsi typ komunikace v lidském téle. Funkci
signalnich molekul zde plni hormony. Jejich produkci zajistuji endokrinni bunky 714z s vnitini
sekreci, které je nasledné vylouc¢i do krve nebo lymfatického systému. Hormony jsou dale
krevnim feciStém roznaSeny po celém téle, tudiz mohou ovlivnit Siroké spektrum cilovych
bunék v rozdilnych ¢astech téla. Mnoho hormont ovliviiuje vice nez jeden typ cilovych bun¢k
v riznych tkanich, tudiz ovliviiuje vice pochodl zaroven. [2—4]

Parakrinni signalizace ma pouze lokalni ptsobeni. Signalni molekuly, lokdlni mediatory,
pronikaji do extracelularniho média v okoli signalni buiiky. Cilovymi bunikami tak mohou byt
pouze buiiky nachazejici se v jejim sousedstvi, plisobeni této signalizace je tedy pouze lokalni.
Mezi ptiklady pouziti parakrinni signalizace patii regulace zanétu a proliferace (mnozeni bunék
napiiklad pfi hojeni ran). [2]

Pojem neuronova signalizace, jak jiz nazev napovida, oznacuje specidlni typ komunikace
mezi neurony. Neuron se skldda z téla neuronu, axonu a dendritii. Dendrity jsou kratsi vyb&zky
pfijimajici signaly, jeden neuron obvykle disponuje vétSim poctem téchto vybeézkl. Axon je
oproti dendritim dlouhy vybézek vedouci signadl smérem od neuronu, z toho je patrné, ze
ptenos funguje pouze jednim smérem. Dojde-li k aktivaci neuronu signalem z okoli, neuron
vysle elektrické impulzy axonem smérem k cilové buiice. Na konci axonu dochdzi k transdukeci
signalu na jeho extracelularni formu, vylouc¢i se nervovy mediator, ktery difunduje uzkou
Stérbinou mezi membranou zakonceni axonu a membranou dendritu cilového neuronu. Tento
funk¢ni kontakt se nazyva synapse. Ackoli se signal pfenasi jen mezi sousednimi buiikami,
muze U€inng plsobit na velké vzdalenosti. Vysoka rychlost této signalizace zajistuje spravné
fungovani nervového systému. [2, 5]

Dotykova signalizace neboli p/imy kontakt je nejdokonalejSim zplsobem komunikace
ze vSech, ale k uskute¢néni potfebuje dotyk dvou sousednich bun€k. Diky tomu vSak
nevyzaduje uvolnéni vylu¢ované molekuly. Buiiky spolu komunikuji svymi povrchy, jez jsou
tvofeny plazmatickymi membranami, na ¢i ve kterych jsou ukotveny signalni molekuly.
K ptenosu signdlu dochézi, kdyZz se signdlni molekula navaze k receptoru, ktery je vsazen
v plazmatické membran¢ buiky cilové. [2]

Propojeni cytoplazmy dvou bunék umoznuje vyménu malych molekul pomoci kanalkt

v membranach. Tato komunikace se uplatituje napiiklad pfi kontrakci srdecni svaloviny. [3]
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2.1.3 Vnitrobunécné (intracelularni) signalni drahy

Ptijem signalu z okoli je obvykle zprostfredkovan pomoci receptorového proteinu, kazda buika
jich ma pouze omezené mnozstvi, tudiz mize reagovat jen na omezeny pocet signali soucasné.
Pomoci kombinace signalt 1ze dosdhnout rozmanitych odpovédi buiiky. Jindy miize mit naopak
jeden signal velké mnozstvi UCinkl, kdy na néj rtizné bunky reaguji rGznym zplsobem.
Naptiklad acetylcholin zptisobi zpomaleni srde¢niho tepu, pokud mu jsou vystaveny buiiky
srdecniho svalstva, pokud se jedna o buiiky slinné zlazy, dojde k vylu¢ovani slozek slin. Po
pfijmuti signalu z okoli receptorem dochazi uvniti bunky k signdlnim kaskadam, tedy
k dalSimu ptenosu signalu uvnitt buiiky. Tento proces je zakoncen odpovédi bunky, coz miize

ku prikladu byt exprese genu ¢i aktivace cytoskeletu (bunécné kostry). [2]

2.1.4 Extracelularni vesikuly

Dal$im, nové zkoumanym, typem komunikace mezi builkkami jsou extracelularni
vesikuly (EV). Jedna se o membranou ohrani¢ené vacky, jez jsou vylu¢ovany buiikami vétsiny
typtt organismi od bakterii a prvokil po rostliny a zivodichy vcetné cClovéka. Driive se
predpokladalo, Ze tyto vacky jsou pouhym bunéénym odpadem. Ukazalo se vSak, Ze hraji
dilezitou roli v mnoha oblastech biologie, naptiklad v mikrobiologii, imunologii, neurobiologii
a biologii krve (konkrétn& napiiklad pti koagulaci a zastavé krvaceni). U Clovéka lze EV najit
ve vSech télnich tekutinach, coz potvrzuje, ze jejich vyznam je nemaly. EV se podili nejen
na fyziologickém fungovéni organismu, ale svou roli hraji naptiklad i u neurodegenerativnich
¢1 nadorovych onemocnéni. [6, 7]

EV mohou mit riizna déleni naptiklad dle jejich specifické funkce ¢i podle bunécného
puvodu. Ackoli tyto terminy maji své opodstatnéni v ramci specializovaného oboru
pro obecngjsi pouziti je vyhodné rozdé€leni na ektosomy a exosomy. Bohuzel toto rozdéleni
muze mit rizné definice, nejcastéji se vSak pouziva rozdéleni podle mechanismu jejich vzniku.
Zatimco ektosomy jsou vétSi o rozmérech 100—1 000 nm a vznikaji pucenim plazmatické
membrany, exosomy maji typicky velikost pouhych 40-100nm a obvykle vznikaji
vyprazdnénim endosomii (multivesikularnich télisek) vzniklych endocytézou (pifijem latek
bunikou) do vnéjsitho prostoru bunky. Oba typy obsahuji cytoplazmatické proteiny,
mediatorovou RNA, dalsi kratké nekodujici RNA a pripadné i dalsi slozky, které pak prenése;ji
mezi bunkami. Tyto dva hlavni typy vSak nejsou jediné EV, existuji naptiklad jesté apoptoticka
teliska vznikajici pii rozpadu buiky po apoptdze (naprogramovand bunécna smrt), dosahuji

velikosti 1-4 um a obsahuji cytoplazmatické proteiny, fragmenty jadra a organel. [6—8]
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2.2 EXOSOMY

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1.4 exosomy lze definovat vice zpisoby. Vedle mechanismu
jejich vzniku je lze definovat jako vylucované vesikuly, které "mohou plnit fyziologickou
funkci", nebo jako vesikuly, které sedimentuji pouze po diferenciadlni centrifugaci pii zrychleni
minimaln¢ 70 000-100 000x g. Tyto zpuUsoby rozliSeni jsou vSak méné piesné a méné
se pouzivaji. [7]

Pojem exosom vznikl v 80. letech minulého stoleti a byl ptivodn€ pouzivan pro vesikuly
uvoliiované pii zrani retikulocytll (nezralé¢ Cervené krvinky), nicméné jejich ptivod zlstaval
nejasny. O deset let pozdéji bylo zjisténo, ze exosomy jsou obdobnou cestou uvolnovany
1 B-lymfocyty a dendritickymi butikami. Postupné se ukdzalo, Ze exosomy jsou tvoreny velkym
poctem typt bun€k a byly izolovany v riznych télnich tekutinach (sperma, krev, mo¢, sliny,
matefské mléko, plodova voda, mozkomisni mok a zluc). Na pfelomu 21. stoleti se ptisoudily
exosomum a obecné EV konkrétni funkce, navic byly popsany dva odli§né procesy uvoliiovani
EV z bun¢k. Tyto odlisné procesy vzniku odlisily exosomy a ektosomy. Jestlize EV vznikaji
pfimym pucenim piimo z cytoplazmatické membrany buiiky, jedné se o ektosomy. V piipade,
ze EV pochazi z membranou ohrani¢eného endosomu, ktery vznikl endocytdzou, po jehoz
slouceni s cytoplazmatickou membranou dochézi k vytlacovani EV nazyvaného exosom
z bunééného povrchu. Uvolnéné exosomy mohou ndsledné bud’ ziistat v mimobunééném
prostoru blizko buiiky, nebo se dostanou do télnich tekutin a putovat do vzdalenych mist.

[8-10]

2.2.1 Biogeneze

Biogeneze neboli vznik exosoml zahrnuje dva procesy: formovani multivesikuldrniho téliska
a uvolnéni vesikulii. Formovani multivesikuldrniho téliska zacina endocytozou, procesem,
kdy bunka absorbuje molekuly ¢i jiny materidl a vede ke vzniku casného endosomu,
membranového vesikulu uvnitt bunky. Nasledné dochazi k puceni stény endosomu do jeho
vnitiniho prostoru, coZ vede k vytvoteni intralumindlni vesikulii uvnitt endosomu. Tim dochazi
ke vzniku multivesikularniho téliska neboli pozdniho endosomu. Na tomto procesu se podili
ptedev§im mechanismus ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport,
endosomadlni tfidici komplex nutny pro transport). ESCRT komplexy se podileji na tfidéni
proteinit a remodelaci membran. Kromé toho ESCRT zprostfedkovavaji také puceni. Avsak
existuji i ESCRT-nezavislé mechanismy vzniku multivesikularnich télisek. [11, 12]
Multivesikuldrnirni télisko miize mit nésledn€ dvoji osud. Bud’ je buiikou urceno k degradaci

pomoci lyzosomu, coz je organela, kterd se miize spojovat s endosomy nebo jinymi organelami
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a nasledovné je rozlozit po uvolnéni do vnitiniho prostoru lyzosomu, nebo dojde k uvolnéni
vesikulii pomoci exocytozy. Exocytoza je proces, kdy v tomto piipadé dochazi ke spojeni
multivesikularniho téliska s cytoplazmatickou membranou, které je zprostiedkovano
vytvoienim specifickych komplexi SNARE. Poté nasleduje uvolnéni obsahu téliska do
mimobunécéného prostoru. Uvolnéné intraluminalni vesikuly se nésledné nazyvaji exosomy.

Cely proces je schematicky shrnut v Obrazek 1. [11, 12]

. Degradace

Intraluminalni

vesikuly
— "-)
Casny endosom

eueiqwaw eypnewze|doihy

Pozdni endosom
O (multivesikularni télisko)
ya o)
O
Endocytdza o©O o
O O Exosomy

Mimobunécny prostor

Obrazek 1: Schéma biogeneze exosomit (upraveno) [13]

2.2.2 Funkce

EV komunikuji s jinymi bunikami bud’ uvolnénim svych jednotlivych latek kratce po jejich
uvolnéni, nebo pfimym kontaktem s cilovymi buiikami, které se mohou nachazet v tésné
blizkosti, nebo i v relativné velké vzdalenosti a dostavaji se k nim krevnim fecistém ¢i lymfou.
Tento kontakt je zprostfedkovan pomoci receptorii cilové buriky a molekul (naptiklad proteintt)
vystavenych na povrchu exosomu. Dusledky tohoto pfenosu mohou byt vyznamné obdobné
jako pii jinych typech mezibunécné komunikace. Stejné jako na signalni molekuly
1 na exosomy reaguji pouze cilové bunky, které maji ptislusné receptory. Jako typicky piiklad
signalu, ktery exosom nese, mize byt inhibice ¢i stimulace cilové buiiky. Jednou z variant
kontaktu s cilovou buiikou je ,,pfevalovani“ exosomil ptes povrch bunck. Poté se exosomy
zastavi, navazou se na povrch bunécnych proteinti a receptort a pienesou latky dovniti bunék.

Dalsi moZnosti je splynuti cytoplazmatickych membran. [12]
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2.2.3 Role v nadorové biologii

Kromé¢ normalné fungujicich buné¢k mohou exosomy uvolilovat také nédorové burky.
U pacientli trpicich nadorovym onemocnénim lze v télnich tekutinach detekovat exosomy
pochazejici pravé z nadoru. Nadorové exosomy mohou nést rtizné signaly. Jednim z efektq,
ktery mohou exosomy u onkologickych pacientli mit, je vyssi srazlivost krve. Dale mohou mit
signaly nesené exosomy jak negativni ndsledky pro pacienta, napiiklad: stimulace rtistu nadoru,
angiogenezi (tvorba cév zasobujicich nador), rozvoj metastaz, tak pozitivni dopad pti vyvolani
specifickeé imunitni odpovédi. [9, 14, 15]

Imunitni odpovéd’ v nadorové biologii mtize byt zprosttedkovana bud’ nespecifickou, nebo
specifickou imunitou. Nespecificka imunita, tedy imunita vrozena, nema pamét’, tudiz reaguje
na vSechny antigeny a cizorod¢ latky stejné. Prestoze rakovinné buiikky maji podobné slozeni
vnéjsi Casti cytoplazmatické membrany jako okolni nenadorové bunky, miize dochazet
k nespecifické imunitni odpovédi, pii které¢ dochazi k rozpoznani nddorovych bunék makrofagy
a NK (natural killer) burnikami, které jsou schopny je efektivné likvidovat. [16]

Specifickd imunita je imunita ziskana/adaptivni. Pfi jeji aktivaci dochézi ke specifické
odpovédi na konkrétni antigen. Nadorové buiilky mohou na svém povrchu mit specifické
antigeny, podobné nadorové exosomy mohou na svém povrchu nést stejné antigeny jako
nadorova buiika, coz miize prispét k dalSimu rozvoji imunitni odpovédi. Tyto antigeny mohou
byt zachyceny antigen prezentujici bunikou (APC — antigen presenting cell), naptiklad se mize
jednat o B-lymfocyty ¢i dendritické buniky, které je nasledn€ vystavi na svém povrchu. Zde je
mohou zachytit T-lymfocyty, které nejen nici nddorové buiiky, ale fidi i celou imunitni
odpovéd. V disledku této imunitni reakce miZe dochazet k inhibici riistu nddord. Tento proces
je vyznamny piedevSim u pocate¢nich stadii rakoviny. [15-17]

V pozdégjsich stadiich se vSak exosomy mohou podilet i na imunosupresi (stav snizené
imunity, omezena schopnost reagovat na antigen), jelikoz potlacuji aktivitu T-lymfocytd a NK,
coz vede k rozvoji rakoviny. [15]

Kromé toho bylo zjisténo, Ze nddorové buniky rezistentni na chemoterapii uvoliluji exosomy
vyrazn¢ vice nez builky na chemoterapeutika citlivé. Vzhledem k tomu, Ze exosomy
se nachazeji v krevnim fteciSti, nabizi se tim potencidlni cesta k brzkému odhaleni vzniku
rezistence na chemoterapii béhem 1écby. Predpokladad se, Ze chemoterapeutika mohou byt
z bunék prostiednictvim exosoml vylu¢ovana, coz snizuje jejich Gc€innost, a je to tak jeden
z moznych mechanismu rezistence. Na druhé stran¢€ se jiz uvazuje o vyuziti kultivovanych
exosomtl jako o nastroji umoziujicim doru¢eni 1é¢iva na specifické misto. Navic ¢asto nebyvaji

rozpozndny slozkami nespecifické imunity, kterd by je mohla eliminovat. [9, 18-20]
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2.2.4 1Izolace

Aby bylo mozné exosomy studovat, je nutné je odd¢€lit od zbytku matrice. Toho 1ze dosdhnout
riznymi zpisoby. Standardné se pro izolaci exosomu vyuziva diferencidlni centrifugace, ktera
zahrnuje nékolik krokti centrifugace a ultracentrifugace. V nékterych ptipadech se prvni kroky
centrifugace nahrazuji mikrofiltracnimi technikami, coz miize mit pozitivni vliv na Cistotu
izolovanych exosomu i rychlost celého procesu. Po ultracentrifugaci mize nasledovat dalsi
¢isténi ziskanych exosomtl napiiklad centrifugace se sachar6zovym gradientem. Vedle
centrifugace lze vyuzit dalSich alternativnich metod napiiklad: mikrofluidni techniky,
precipitacni metody, filtra¢ni technologie a magnetické kulicky potazené protilatkami. [21]

Magnetické kulicky potazené protilatkou lze pouzit i pro nadorové exosomy, protoze
na sob& maji bunééné specifické proteiny, které 1ze pouzit jako znacky pro tuto izolaci. Metoda
umoziuje vysoce ucinnou a specifickou izolaci exosomu. Je vSak dulezité poznamenat, ze tato
metoda neni vhodna pro velké objemy vzorka a zachycené exosomy si nemusi zachovat svoji
funkcnost, 1 kdyz se uspe$né vymyji z povrchu kulicek. Pro zmenSeni objemu se vyuziva
napiiklad ptedbézna centrifugace ¢i jina metoda odstranéni piebytecné tekutiny. [21]

Pracovni postup se da zjednodusit do tii krokd. V prvnim kroku se odebere médium bunééné
kultury. Pfedbézné obohaceni se provadi bud’ ultracentrifugaci, nebo srazenim. Pouzivaji
se také alternativni metody, jako je filtrace nebo rozmérové vylucovaci (gelova permeacni)
chromatografie. Ve druhém kroku se provadi specificky zachyt pomoci povrchovych antigent

exosomu. Tretim krokem je eluce samotnych exosomu. [22]
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2.3 CHEMOTERAPEUTIKA

Chemoterapie je vedle chirurgickych zékroku, radioterapie a hormonalni terapie zdkladni
metodou slouzici k 1é¢beé nddorovych onemocnéni. Chemoterapeutika, tedy 1é¢iva vyuzivana
pii chemoterapii, jsou takzvana cytostatika a vyuzivaji se predevSim pfi lécbé zhoubnych
nadort. Cytostatika jsou cytotoxické latky, které postihuji hlavné buniky pfipravené k délenti,
diky tomu ptsobi hlavné na rychle se d¢lici buiiky nadoru. Pti tom dochazi k poSkozeni procesu
déleni, coz miize u bunék vyvolat i apoptdzu (programovana bunécna smrt). Pomalu se dé€lici
bunky, jenz tvoii vétSinu zdravych tkani, zastavaji z vétsi ¢asti neovlivnény. Pokud se vSak
nador sklada z diferenciovanych bunék, které se déli pomalu, 1€cba na néj také nebude mit ptilis
velky vliv. Kvili neselektivni povaze chemoterapeutik patii k jejich vedlejSim ucinkiim
vypadavani vlast, poruchy traviciho ustroji, snizeni obranyschopnosti ¢i neplodnost. [23, 24]
Z pohledu mechanismu G¢inku lze chemoterapeutika rozdélit na: latky vedouci k inhibici
syntézy nukleovych kyselin, latky poSkozujici délici vieténko, latky porusujici syntézu proteinti
a latky vedouci k poruse struktury nukleové kyseliny, sem patii i takzvané platinové derivaty,
jejichz analyzou v exosomech se zabyva tato prace. Kromé platiny se vyuzivaji i organokovové
slouceniny na bazi jinych kova, naptiklad Zelezo, titan, ruthenium a zirkonium. Tyto latky se
obecné nazyvaji metaloceny a dle svého kovu nasledné naptiklad ferroceny, zirkonoceny ¢i

rhutenoceny. [23, 25, 26]
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2.4 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrii (MS — Mass Spectrometry) je mozno rozdélit na atomovou MS tedy
anorganickou, jejiz pomoci lze stanovit takika vSechny prvky periodické soustavy (naptiklad
ICP-MS) a molekulovou MS tedy organickou, kterda umoznuje ziskani informaci i o strukturach
stanovovanych molekul pomoci vicestupfiové (postupné) ionizace, prikladem mize byt
MALDI (matrici asistovana laserova desorpce/ionizace). MS je mozno vyuzit jak pro
kvalitativni, tak pro kvantitativni analyzu, diky tomu se hmotnostni spektrometry pro svoji
univerzalnost Casto vyuzivaji napiiklad v plynové ¢i kapalinové chromatografii jako detektory.

[27, 28]

2.4.1 Historie

Zaklady hmotnostni spektrometrie polozil na zacatku 20. stoleti anglicky fyzik a objevitel
elektronu Joseph John Thompson. V roce 1907 zhotovil zafizeni, jez vytvarelo elektricky
oblouk v nddob¢ obsahujici malé mnozstvi plynu. Diky elektrickému vyboji doslo k uvolnéni
elektronii z molekul plynu, a tak vznikla fada kladn& nabitych iontl o rizné hmotnosti.
Thompson zjistil, Ze pomoci elektrického a magnetického pole mohou byt ionty urychlovany
alze ovlivilovat jejich trajektorii. Po priichodu magnetickym polem se proud iontl ohnul
obdobn¢ jako svétlo po prichodu hranolem a po dopadu téchto iontli na fotografickou desku
na ni zanechaly jasné pruhy. Tyto pruhy mély charakteristické umisténi odpovidajici poméru
hmotnosti ku naboji, prorizné latky tak byly ziskdny specifické vzory. Prvni funkéni
hmotnostni spektrometr se sektorovym analyzatorem byl vyvinut vroce 1922 Francisem
Williamem Astonem. [29, 30]

Zprvu byla hmotnostni spektrometrie vyuzivana pro objevovani novych stabilnich izotopii
a stanoveni jejich zastoupeni ¢i jejich pfesné atomové hmotnosti. Pravé zméfeni piesné
atomové hmotnosti iontll umoznilo vyznamny objev na poli jaderné chemie (1923). Ukézalo
se, ze hmotnost jednotlivych izotopli se nerovna pouhému souctu hmotnosti jednotlivych
nukleont v jadre, ale je charakterizovana také pomoci hmotnostniho ubytku jadra, jez je primo
umérny vazebné energii jadra. Po naméfeni pfesnych hmotnosti mnoZstvi izotopt se tak
potvrdila Einsteinova rovnice ekvivalence hmoty a energie. [31-33]

V roce 1934 doslo k vyznamnému pokroku v anorganické MS diky vyuziti elektrické jiskry
jako iontového zdroje pro ptimou analyzu elektricky vodivych pevnych latek naptiklad kovi ¢i
grafitu. Dal$i roky se nesly v duchu snahy dale vylepsit sektorovy analyzator. V roce 1952
Johnson a Nier zkonstruovali sektorovy analyzator s dvoji fokusaci, coz umoznilo vysoce

pfesné méfeni hmotnosti izotopd. Prvni komercni sektorovy analyzator s dvoji fokusaci byl
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uveden v roce 1957. Tato zafizeni byla v§ak zna¢n¢ objemnad, proto se vyvoj od Ctyficatych let
zam¢éfil také na takzvané ,,nemagnetické” hmotnostni spektrometry, kde byl tézky magnet
nahrazen kvadrupolovym analyzatorem. Tato zafizeni disponovala vyrazné niz§i hmotnosti,
rozméry a cenou, diky ¢emuz lIépe spliovala pozadavky chemické analyzy v primyslu. Prvni
komeréni kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr byl predstaven v roce 1968. Ackoli
kvadrupdlové hmotnostni spektrometry nejsou tak presné jako ty sektorové, diky své rychlosti
jsou dodnes hojné pouzivané pii analyzach v organické i anorganické MS. Pfi anorganickych
analyzach se zejména vyuziva spojeni hmotnostniho spektrometru s indukéné vazanym

plazmatem jako iontovym zdrojem. [33]

2.4.2 Hmotnostni spektrometrie indukéné vazaného plazmatu

Hmotnostni spektrometrie indukéné vazaného plazmatu, z anglického Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS), se fadi do atomové MS. Tato moderni analytickd metoda
umoznuje stanoveni vétSiny prvkl periodického systému s velmi nizkou mezi detekce, fadove
se jedna o hodnoty nizni nez jednotky pg/l, v n€kterych ptipadech miize rozliSeni dosahovat az
jednotek ng/l, mez detekce se lisi v zavislosti na stanovovaném prvku a analyzované matrici.
Diky vyuziti ICP jakozto iontového zdroje probiha ionizace naprosté vétSiny atomi do prvniho
stupné, separace iontl dle jejich m/z tedy odpovida jejich hmotnosti. [27, 35]

ICP-MS je pro svoji vysokou citlivost, univerzalnost a moZnost analyzovat vice prvki
soucasn¢ jednou z nejefektivnéjSich metod pouzivanych pro roztokovou analyzu prvki. Prave
diky svému vysokému rozliSeni pti kvantitativni, tak kvalitativni analyze, 1ze ICP-MS vyuzit
pro stanoveni izotopovych pomeériu, jelikoZ tato metoda dokaze rozlisit i nepatrné hmotnostni
rozdily mezi jednotlivymi izotopy. [36, 37]

Ackoli samotné ICP-MS neumoziuje speciacni analyzu, pfi jeho spojeni se separacnimi
technikami (naptiklad s kapalinovou chromatografii) hraje vyznamnou roli jako prvkové
specificky detektor. Bézné detektory pouzivané separa¢nimi technikami (UV-VIS, RID, FID
atd.) maji prvkové nespecifickou odezvu a nejsou dostatecné citlivé. Vyuziti ICP-MS tak
v tomto piipadé¢ nese nékolik vyhod. Diky tomu, Ze odezva na detektoru neni zévisld
na konkrétni specii prvku, neni nutné mit standard pro tuto konkrétni formu prvku, neni-li
k dispozici. Lze tak vyuzit jiného standardu o stejné koncentraci stanovovaného prvku. Dalsi
vyhodou vyuziti ICP-MS je schopnost stanoveni vice prvk béhem jedné separacni analyzy.
[38]

ZjednoduSeny princip ICP-MS je nasledujici. Molekulam analytu je dodana energie, vzniklé

ionty se nasledné rozdéli dle jejich m/z tedy hmotnosti ku naboji. Pomér m/z je bezrozmérny,
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jelikoz hmotnostni ¢islo m je vyjadieno v unifikovanych atomovych hmotnostnich jednotkach a
nabojové Cislo z se udava jako pomér naboje iontu a naboje elementarniho. Separace iontd
probiha ve vakuu, aby se pfedesSlo pfenosu energie mezi jednotlivymi Casticemi, coz by
ovlivnilo vysledky méfeni. Rozdélené ionty nésledné dopadaji na pievodnik, kde jsou
v zavislosti na svém poctu pievedeny na elektricky signal. Ziskana odezva se nasledné vynese
do grafu v zavislosti na m/z, tento graf se oznacuje jako hmotnostni spektrum. Hmotnostni
spektrometry se vSeobecn¢ skladaji z té€chto hlavnich Casti: zarizeni zajistujici vstup vzorku,
vakuovy systém, iontovy zdroj, analyzator a detektor iontii, zjednoduSené schéma je na Obrazek

2. [27, 34]

Atmosfericky tlak / vaknum Vvsoké vakoum
[ | |
Zavadéni Iontovy Hmotnostni Zpracovani
s . — i — Detektor .
vzorku zdroj analvzator signilu

Obrazek 2: Zjednodusené schéma hmotnostniho spektrometru (upraveno) [34]

2.4.3 Instrumentace

Nejdulezitéjsi ¢asti jsou zobrazené na schématickém znazornéni piistroje (Obrazek 3). Kapalné
vzorky jsou vneseny do indukéné vazaného plazmatu tvofeného argonem pomoci zmlzovace
ve formé aerosolu. V ICP dochazi k vypateni a ndsledné ionizaci pfevazné do prvniho stupné.
Poté¢ ionty prochdzi do vakua s elektromagnetickymi ¢ockami, které ionty zaostii do paprsku.
Ionty jsou nasledné v kvadrupolovém analyzatoru filtrovany dle jejich m/z a poté dochazi
k jejich dopadani na detektor, ktery je poté pfevede na signal. Tento signal je dale zpracovan

na hmotnostni spektrum. [34, 36]
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Obrazek 3: Kvadrupolové ICP-MS — schéma (upraveno) [36]

2.4.3.1 Zavadéni vzorku do plazmatu

Kapalné vzorky jsou do ICP vnaseny ve formé aerosolu. Toho je docileno pomoci zmlZovace,
do kterého je vzorek dopravovan peristaltickou pumpou. Ve zmlzovaci je kapalina injektovana
do proudu nosného plynu, v tomto ptipadé argonu, jez kapalinu rozptyli na drobné castice.
Aerosol poté putuje do mlZzné komory, kterd ma za cil eliminovat pfili$ velké kapky, které by
mohly zplsobovat Nespektralni interference, které jsou blize uvedeny v kapitole 2.4.4.1,

a vyrovnavat pulzy vzniklé kvili davkovani peristaltickou pumpou. [39, 40]

2.4.3.2 lontovy zdroj

Jako iontovy zdroj je vyuZito jiz zminéné indukcné vazané plazma (ICP). Plazma je
z fyzikélniho pohledu ionizovany plyn tvofeny ionty, volnymi elektrony a ptipadné
1 neutralnimi Casticemi, byva oznacovano jako ctvrté skupenstvi hmoty. Plazma tvoii 99 %
veskeré hmoty ve vesmiru, na Zemi se v pfirodé¢ vyskytuje naptiklad v kandlech bleskl
aionosféte. Plazma lze rozdé€lit na homogenni — zafeni plazmatu je v termodynamické
rovnovaze a ma vsude stejnou teplotu, spektralnimi vlastnostmi mu odpovida analytickéd zéna
radialniho ICP, a na nehomogenni — vn¢j$i Cast plazmatu je chladnéj$i nez ta vnitini, tomu
odpovidé analyticka zoéna v axidlnim ICP. V ICP-MS je vyuzivano pouze axidlni geometrie,

kdy plazma sméfuje svoji osou do spektrometru, ale pii optickych metodach je vyuzivano

21



1 radialni geometrie, kdy je plazma kolmo ke spektrometru. Axialni geometrie ICP viz Obrazek

4.[40, 41]

analyticki zoma

E ]

spektrometr

Obrazek 4: ICP plazma — axialni geometrie (upraveno) [41]

Plazma je tvofeno v takzvané plazmové hlavici (schéma viz Obrazek 5) a jeho vznik je
podnicen jiskrovym vybojem z Teslova transformatoru, ktery dodd elektronim energii
pro jejich uvolnéni. Tyto elektrony jsou nasledn€ urychleny elektromagnetickym polem, coz
vede k lavinové ionmizaci pracovniho plynu — argonu. lonizovany plyn déle pokracuje
plazmovou hlavici. Plazmovou hlavici tvofi tfi soustfedné kiemenné trubice, v nichz proudi
indukéni civka, na niZ je pfivadén stiidavy proud z vysokofrekvenéniho generatoru. Vzniklé
proménné elektromagnetické pole dodava dostatek energie pro udrzeni ICP. Ve stiedu
vzniklého plazmatu se nachazi chladnéjsi analyticky kanal, ktery je tvofen proudem nosného
plynu se vzorkem, ktery byl do ICP davkovan jako aerosol do centralni trubice. B&éhem
prichodu vzorku plazmatem do oblasti analytického kandlu je vystaven teploté
az 6 000-8 000 K. Praveé v této casti ICP dochazi k vysuSeni, atomizaci a nasledné ionizaci

vzorku. [40, 42]

Aerosol vzorku — 194+ —#. —~
1

Pomocny
tengencialni Indukéni civka
pritok argonu pro radiofrekvencni

buzeni plazmatu

Obrazek 5: Hlavice ICP (upraveno) [40]
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2.4.3.3 Rozhrani mezi iontovym zdrojem a hmotnostnim spektrometrem

Analyza samotnych ionti musi probihat ve vakuu. Toho je docileno pomoci rozhrani (anglicky
interface), které zabezpeCuje odde€leni hlavniho toku argonu od stfedniho roku iontl
analyzovaného vzorku. Dvoustupniovy interface se sklada ze dvou kuzeli (sampling a skimmer
cone) s malymi otvory ve vrcholech, primér téchto otvori je cca 1 mm, schéma viz Obrazek 6.
Kuzely jsou z tepelné¢ vodivych materidlti a jsou chlazeny vodou. Mezi samotnymi kuzely
od sebe vzdalenymi 6—7 mm je vyvévou udrzovan tlak zhruba 500 Pa, rychlost expandujiciho
plynu z ICP lehce piesahuje rychlost zvuku a jeho kineticka teplota se blizi nule. Diky tomu je
eliminovana vétSina reakcei ¢astic a tok iontl je presné nasmerovan. Dale se v této oblasti tvoii
Machovo diskontinuum, v této oblasti klesne rychlost proudéni pod rychlost zvuku, pokud by
byl druhy kuzel umistén v nespravné vzdalenosti, mohlo by to vyvolat nezddouci turbulence.
Prichodem v otvoru druhého kuzele se analyzovany vzorek dostane do prostieni o tlaku cca

10~ Pa a rychlost se opét zvysi na nadzvukovou. [36]

Sampling cone Skimmer cone

Vzorek — — Itmh //
ice OOO \\

Obrazek 6: Rozhrani ICP/MS (upraveno) [35]

2.4.3.4 Iontova optika

Jelikoz je plyn po prichodu do vakua slozen nejen z iontl, ale i fotonti a nenabitych atomd,
musi byt pfed vstupem do analyzitoru zaostien do iontového paprsku. Jelikoz
elektromagnetickym polem jsou ovliviiovany pouze ionty, 1ze nenabité atomy a fotony odstranit
napiiklad pomoci mechanické ptekézky v jejich draze. Dal§i moznosti eliminace piebyte¢nych
¢astic je postavit kuzely rozhrani takovym zptisobem, aby byl tok vstupujicich iontli natocen
zhruba 45° oproti ose analyzatoru. Zatimco se prebytecné Castice zastavi o absorpcni plochu
nachdzejici se v ose vstupniho kuzelu, drdha analyzovanych iontli je odchylena pfesné
tvarovanym elektrickym polem takzvanymi iontovymi cockami. Tok iontll je nasmérovan tim

zpisobem, aby nebyl zastaven timto filtrem. Zaroven tak vznika proud iontd, ktery dale smétuje
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do analyzatoru. Kdyby nedoslo k zaostfeni a filtraci fotontl, nenabitych atomt a ¢asti iontt, byl

by vysledek analyzy ovlivnén zvySenym pozadim detektoru tzv. Sumem. [36]

2.4.3.5 Analyzator

Analyzator zajiStuje separaci iontl, a je tak velmi dualezitou casti ICP hmotnostniho
spektrometru, protoze je zodpovédny za dosazenou rozliSovaci schopnost. RozliSovaci
schopnost analyzatoru R, je definovana jako pomér nomindlni hmotnosti iontu (primeér
hmotnosti sousednich iontl, pro které je rozliSovaci schopnost pocitdna) m a hmotnostniho
rozdil dvou sousednich pikd Am (neboli rozliSeni). Nejcastéji se vyuziva téchto tii typa
analyzatort: kvadrupodlovy, pruletovy, sektorovy (pomoci magnetického a elektrického pole).
Jejich zjednoduSeny princip separace a jejich rozliSovacich schopnosti, viz Tabulka 1.
Vzhledem k pouziti kvadrupodlového ICP-MS je tento analyzator popsan podrobnéji dale. [27]

Kvadrupolovy filtr je tvofen ctyfmi, odtud nazev kvadrupoél, nebo vice ty¢emi, elektrodami,
kruhového ¢i parabolického prifezu. Elektrody vytvaii proménné elektrické pole tim
zpisobem, ze protilehlé pary ty¢i jsou napojeny na stejnosmérnou i sttidavou slozku napéti.
Ionty jsou vlivem elektrického pole rozkmitany tak, aby pfi urcitém napéti a frekvenci
radiovych vin na elektrodach prosly pouze ionty o ur¢itém m/z. Hmotnost (m/z) propousténych
iontll je linedrn€ zavisld na elektrickém potencidlu elektrod. Diky tomu je mozné rychle
a jednodusSe skenovat ptes zvoleny rozsah m/z. Schématické zobrazeni kvadrupdlového filtru je

na Obrazek 7. [27, 36]

ion s nestabilni
detektor

iontd

-

-

ion se stabilni

-~

Zd:[’t)j _— 1
ionfid \ T -

stejnosmémée

a stiidavé
(radicfrelccenéni)
elekiricke napét

Obrazek 7: Kvadrupdlovy hmotnostni analyzator — schéma (upraveno) [27]
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Tabulka 1: Rozdéleni analyzatorii dle rozliSovaci schopnosti

RozliSovaci
Analyzator Princip separace [27] schopnost
m/Am [43]
drupél Tento analyzator funguje jako filtr, jelikoz podél jeho osy prochazi 400
Kvadrupo pouze ionty o zvoleném m/z.
Priletovy | Rychlost iontl v elektrostatickém poli je nepiimo uméma jejich
Time of flight | hmotnosti, ionty o daném m/z tudiz maji specifickou dobu priiletu, 10 000
(TOF) ktera zavisi také na délce analyzarotu.
Sektorovy | lonty se separuji diky zak¥iveni jejich trajektorie v magnetickém
s dvoji poli dle jejich m/z. Paprsek iontli se nasledné zaostii v poli 20 000
fokusaci elektrostatickém.

2.4.3.6 Iontovy detektor

Jako iontovy detektor slouzi nasobi¢ elektronii s diskrétnimi dynodami (schéma: Obréazek
8). Po dopadu iontti na katodu nasobice dochazi k emitaci elektronti, které se nasledné urychli

systémem dynod za lavinového znasobeni elektronii.

svazelk iont
vstupni okenko
\ /'
\ ) \&
N 7\ 7%
IV \\\“ A, [ —
\ 7 @ )
A V4 N, ./;5 7 g I zesilovadi
\ /7 . i, W
~‘ ’_;/ elelctmm. Qx\\\m /// ;/ /Y ]
rd . \Q\\E é;/ﬁ i 2 i - 1
H‘-—.—ﬂﬂ——""'ﬂ'
Vv

Obrazek 8: Nasobic iontit s diskrétnimi dynodami (upraveno) [27]

2.4.4 Hmotnostni spektrum

Vysledkem celého procesu je hmotnostni spektrum. Toto spektrum je zndzornénim zavislosti
absolutni ¢i relativni intenzity iontl na jejich hodnoté m/z. JelikoZ jsou ionty v pievladajici
vetSin€ jednou nabité, odpovida m/z jejich hmotnosti. Pro jednotlivé ionty se tak ukazuji dilci

piky. [27]

2.4.4.1 Interference

V idedlnim ptipad€ hmotnostni spektrum vyjadiuje pouze zkoumané analyty, které byly ziskany
dokonalym atomizovanim vzorku a naslednou ionizaci do prvniho stupné. Prestoze v ICP-MS
nejsou spektralni interference tak vyrazné jako u emisnich metod, stale zde hraji svou roli, jak

1ze vidét na Obréazek 9. Rozlisuji se dva druhy interferenci: nespektralni a spektralni.
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Obrazek 9: Ukdazka hmotnostniho spektra, analyt — 10 mg/l Ce (upraveno) [27]

Nespektralni interference vznikaji vlivem matrice vzorku, jelikoz jeji slozky, tzv.
interferenty, mohou ovliviiovat odezvu pfistroje, naptiklad se miize jednat o kyseliny pouzité
pfi upravé vzorku nebo snadno ionizovatelné prvky obsazené v matrici. Dochazi tedy
k rozdilnym odezvam analyzovaného roztoku a roztokll kalibra¢ni kiivky, kdy maji
koncentrace jinou smérnici, nez je smérnice kalibra¢ni kiivky. Tyto interference mohou
napiiklad vznikat privndseni vzorku do ICP kvuli rozdilnym fyzikalnim vlastnostem
kalibracnich roztokti a roztoku vzorku ¢i pfimo v /CP mize matrice posunovat ionizacni
rovnovahu. [35, 44]

Spektralni interference 1ze rozdélit dle jejich pficiny: atomové ionty isobarii, vicendsobné
nabité ionty, molekulové ionty a intenzivni sousedni signaly.

Isobary, ionty o stejném nukleonovém Ccisle, a tedy o stejné hmotnosti nominalni hmotnosti,
zptsobuji prekryv signalu, napiiklad “°Ar* a “°Ca”,

Ma-li ion naboj 2+ ¢i vy$§i miize se nasledné jevit jako jiny prvek naptiklad 38Sr** jako **Ca*
tedy jako prvek o hmotnosti odpovidajici m/z. Vzhledem k vy$i ioniza¢ni energie pro dvakrat
nabité ionty se tyto ionty vyskytuji v mensin€ oproti jednou nabitym iontim.

Polyatomické interference neboli interference vzniklé vlivem molekulovych ionti vznikaji
disledkem interakci atomid vzorku s majoritnimi prvky osnovy vzorku, atomy rozpoustédla
a s pracovnim plynem (argonem). Vzhledem k vyssi koncentraci poslednich dvou zminénych
zdrojt je 1 jejich ptispévek k interferencim vyznamnéjsi. Napiiklad se miiZze jednat o z&ménu

*Fe’ s molekulovym iontem “°Ar!'¢0",
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Je-1i signal odpovidajici zastoupeni iontli o hmotnosti m velice intenzivni, mize dochazek
k ruSeni, tzv. chvostovani, signali odpovidajicich hmotnostem m-1. [35]

Jednou z moznosti, jak eliminovat interference je pouziti kolizné-reak¢ni cely, ktera
se v hmotnostnim spektrometru nachazi mezi iontovou optikou a analyzdatorem. Jedna
se o multipol (kvadrupdl ¢i multipol vyssiho tadu, naptiklad hexapol), do kterého je ptivadén
pracovni plyn o nizkém tlaku. Pomoci srazek interferentii s atomy pracovniho plynu dochazi
k eliminaci polyatomickych interferenci. Diky cele dochazi také k vySSimu zaostieni paprsku

iontd, nevyhodou vSak je sniZzeni intenzity signalu na detektoru. [45]

2.4.5 Porovnanis jinymi metodami

Vedle ICP-MS se pro prvkovou analyzu roztokl Casto vyuZziva i optickych metod atomové
spektroskopie, které lze dle jejich principu rozdélit na absorpcni a emisni. Déle je blize popsana
atomova absorpcni spektrometrie a opticka emisni spektrometrie s indukcéné vdzanym

plazmatem. [40]

2.4.5.1 Atomova absorpéni spektrometrie

Atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS) je jednou z nejrozsifenéjSich technik prvkové analyzy
umoznujici stanovit pfes 70 prvki periodické soustavy, a to predev$im kovl a nékterych
polokovu. Zakladni princip je zalozen na platnosti Lambert-Beerova zakona pro absorpci
zafeni volnymi atomy stanovovaného prvku v plynném stanu v oblasti vinovych délek
190-900 nm. Pro analyzu se ptfevazné vyuzivaji tzv. rezonancni piechody neboli piechody
mezi zdkladni a n¢kterou z vysSich energetickych hladin. Po absorpci zafeni charakteristického
pro dany prvek dochazi k excitaci jeho valencnich elektrond. Proslé zateni ma tedy nizsi
intenzitu, protoZe se Cast jeho energie spotiebovala pii excitaci, pokles intenzity je zavisly na
koncentraci stanovovaného prvku v analytu. [40, 46]

Atomovy absorpcni spektrometr se sklada ze zdroje zareni, atomizatoru, monochromatoru
a detektoru. Atomizator zajistuje prechod vzorku do plynného stanu a vznik volnych atom,
zaroven plni funkci absorpéniho prostfedi. Dle zptisobu atomizace mizeme AAS rozliSovat
na plamenovou AAS s moznosti stanoveni v rozsahu 107'-10? mg/l a AAS s elektrotermickou
atomizaci, kterd umoziuje stanoveni az 10~'-10? pg/l. Zjednodusené schéma AAS viz Obrazek

10. [46]
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Obrazek 10: Blokové schéma AAS (upraveno) [46]

Ackoli AAS neumoziiuje analyzu tak nizkych koncentraci jako ICP-MS, Ize tuto metodu
vyuzit pro potvrzeni spravnosti méteni ICP-MS pro nékteré prvky pifi jejich dostatecné

koncentraci pro toto stanoveni.

2.4.5.2 Opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) funguje na principu
detekce charakteristického zafeni daného prvku, které je emitovano excitovanymi atomy
v plynném stavu. V excitacnim prostiedi, v tomto piipadé ICP, dochéazi za vysokych teplot
k atomizaci a excitaci valen¢nich elektronii stanovovaného prvku. Obecné schéma emisniho
spektrometru viz Obrazek 11. Po deexcitaci, ptechodu elektronii zpét na zakladni energetickou
hladinu, je emitovano zafeni, jez je charakteristické pro dany analyt. Pii kvalitativni analyze
se vyuziva rozdilnych vinovych délek emisniho zateni, kvantitativni je méfena na zaklad¢

intenzity emitovaného zdreni. [46]

Atomizacni . .
. L Monochromator Zpracovani
Vzorek [ a excitatni [— _ . Detektor [— .
o Polychromitor signalu
prostiredi

Obrazek 11: Obecné schéma emisniho spektrometru [46]

ICP-OES ma horsi mez detekce nez ICP-MS, obvykle o 3 tady. Nizsi rozliSovaci schopnost
ICP-OES je zplsobena vy$§im pozadim zapticinéného spojitym rekombinacnim zdrenim
argonu, které je nedilnou soucasti emisniho spektra a neni mozné jej odstranit. Vyuziti

ICP-OES v tandemu napftiklad se separa¢nimi technikami mé oproti ICP-MS znacné omezené

cvwr
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2.4.6 Vyuziti ICP-MS pro analyzu exosomu

V soucasné dob¢ se ICP-MS rutinné pouziva v riznych oblastech jako je geochemie, védy
o zivotnim prostfedi, primysl, forenzni védy a archeologie. Na zéklad¢ Sirokého spektra
aplikaci se uplatnéni této techniky dale rozSifuje i v biologickém vyzkumu, jelikoz
umoziuje detekci heteroatomt a jejich kvantifikaci. Pomoci ICP-MS lze napiiklad detekovat
a kvantifikovat velké mnozstvi proteinii nesoucich heteroprvky, jako jsou S, P, Se ¢i kovy (Zn,
Fe, Mn, Cu, Ni, Mo, Cr), coz potvrzuje potencial ICP-MS v oblasti vyzkumu biologie. Vedle
zmlzovani vzorkl ve formé roztoku umoziuje ICP-MS spfazeni s laserovou ablaci. Laserova
ablace je vzorkovaci technika umoznujici analyzu pevné faze, takzvanou in situ analyzu.
Pti vyuziti ablace odpada nutnost rozkladu vzorku a umoznuje sledovat prostorovou distribuci
sledovaného prvku ve specifické oblasti vzorku. Toho lze napiiklad vyuzit pfi sledovani
distribuce chemoterapeutika (stanoveni pomoci pfislusného kovu kuptikladu cisplatina:
stanoveni Pt, ktery se jinak v téle bézn€ nevyskytuje) v nadoru. Pro analyzu této prace byly
vzorky exosomil pfevedeny doroztoku a byla stanovovana primérnd koncentrace

v jednotlivych vzorcich. [47, 48]
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3 EXPERIMENTRALNI CAST

3.1 Seznam pouzitych chemikalii

Deionizovanda voda

HNO;3 (>65%; Suprapur, Merck; Némecko) — mineralizace vzorka

HNO; (67-69%; Analytika, spol. s r.0.; Ceska republika) — piiprava kalibraénich roztokt
Kapalny Ar (Cistota > 99,996 %; SIAD; Ceska republika)

Ladici roztok pro ICP-MS (10 ng/1 Ce, Co, Li, T1, Y ve 2% HNOs3; Agilent Technologies;
USA)

Ladici PA roztok 1 pro ICP-MS (20 mg/l Zn, Be, Cd, As; 10 mg/l Ni, Pb, Mg; 5 mg/I Tl, Na,
Al, U, Cu, Th, Ba, Co, Sr, V, Cr, Mn, °Li, Sc, In, Lu, Bi; 2,5mg/l1 Y, Yb; v 5% HNOs;
Agilent Technologies; USA)

Ladici PA roztok 2 pro ICP-MS (10 mg/l Mo, Sb, Sn, Ge, Ru, Pd; 5 mg/l Ti, Ir; ve smési
10% HCI, 1% HNOs a stopové mnozstvi HF; Agilent Technologies; USA)

Standardni vodny roztok Pt (1,000 + 0,002 g/l v 5% HCI (v/v); Astasol; Ceska republika)

3.2 Seznam pouzitych pomiicek a pristroji
Automatické pipety (Eppendorf; rtizné rozsahy)
Polypropylenové sterilni uzaviratelné zkumavky (VWR®: 15 ml, 50 ml; metal free)
Bézné laboratorni vybaveni (kddinky, stojan na centrifugacni zkumavky atd.)
Merck Milli-Q® Academic — piistroj pro piipravu deionizované vody

New Brunswick™ Innova® U360 — chladici zatizeni (az —80 °C) pro uchovani vzork

Analytik Jena ContrAA 800G — absorp¢ni spektrometr s elektrotermickym atomizatorem.
Zatizeni je vybaveno vysokotlakou xenonovou vybojkou, echelle monochrométorem a CCD

detektorem.

MILESTONE ultra WAVE — mikrovinné rozkladné zatizeni s vysokotlakovym rozkladnym
systémem, jez umoziiuje soucasny rozklad 15 az 24 vzorkl a pfi minimalnim riziku vzajemné
kontaminace vzorkd mezi sebou. Samotny rozklad probiha v kiemennych zkumavkach, které

jsou uzavieny polytetrafluorethylenovymi (PTFE) vicky (Obrazek 12).
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Obrazek 12: Rozkladné mikrovinné zarizeni MILESTONE ultra WAVE
autor obrazku: Bc. Tadeas Uher

Agilent SPS 4 Autosampler — autosampler kompatibilni se zafizenim Agilent 7900 ICP-MS
1 po softwarové strance (program Mass Hunter). Diky této kompatibilité lze kromé& piesného
davkovani vzorkll v zadaném potadi také nastavit naptiklad hloubku zanofeni kapilary a délku
¢i pocet proplachii mezi vzorky. Zatizeni, které bylo pouzito pro méfeni této prace, ma drzaky
pro 3krat 60 vzorkl a jednou 21 vzorkd.

Agilent 7900 ICP-MS — kvadrupolovy hmotnostni spektrometr s indukéné vézanym
plazmatem (Obrazek 13). Zavadéni vzorku je zajistovano peristaltickou pumpou s nizkou
pulzaci a vysokou piesnosti. Diky pumpé¢ se vzorek dostava do zmlZovace MicroMist (Glass)
U — series 1/p s nizkym pritokem vzorku (~0,2 ml/min). Na zmlZovac je napojena Scottova
mlZna komora. Plazma je produkovano pomoci radiofrekven¢niho generatoru s variabilnim
prizptisobenim impedance a rozsahem vykonu 500-1 600 W. Kompaktni plazmova hlavice je
tvofena kfemennym injektorem o vnitfnim priméru 2,5 mm. Interface sestiva ze dvou
niklovych kuZzeld, pficemz vnéj$i ma primér 1 mm a vnitini 0,54 mm. Konstrukce iontové
optiky zahrnuje extrakcni cocku, ktera zaostfuje ionty do svazku po prichodu interface,
a mimoosou cocku zajistujici eliminaci prebytecnych ¢astic, ¢imz ptispivd k nizkému Sumu
pozadi. Kolizné-reakéni cela je opatfena oktapolem, ktery umoziuje odstranéni interferenci

pomoci inertniho plynu v cele, typicky se jedna o helium. Jako hmotnostni analyzator je zde
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vyuzit kvadrupol tvoteny tyCemi hyperbolického prufezu. Tento analyzator pracuje v rozsahu
hmotnosti 2-260 amu. Detektor v tomto zatizeni je elektronasobic, jez vyuziva analogového

zesilovace, ktery pracuje se stejnou integracni dobou v pulznim i analogovém rezimu.

Obrazek 13: ICP hmotnostni spektrometr Agilent 7900

3.3 Vzorky a jejich priprava

Vzorky exosomil a médii byly pfipraveny na Masarykové onkologickém ustavu (MOU)

v Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie (RECAMO) Mgr. Petrem Voiikou
pod vedenim doc. Mgr. Romana Hrstky, Ph.D. Vzorky byly pfipravovany pro vybrané

Pt derivaty, konkrétné€ se jednalo o cisplatinu (cisPt), karboplatinu (cbPt) a oxaliplatinu
(oxPt). Seznam vzorkd, ze kterych byly pfipravovany exosomy a média, je zndzornén v
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Tabulka 2, kde jsou uvedeny i navazky exosomul odpovidajici 1/20 alikvotniho podilu. Vzorce

pouzitych 1é¢iv jsou zndzornény na Obrazek 14.

\
cl, N Q" :[
Pt
le" \'NH rru o

1 2 3

Obrazek 14: Vzorce vybranych platinovych derivatii:
1 —cisPt; 2 —cbPt; 3 — oxPt
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Tabulka 2: Seznam vzorku, pocet bunék v linii a navdzky vzorkii exosomii

Bl;;lneiina Lécivo Replikat Poc‘?tlil:ilinek Mpavizka exosomi [ME]
1 2364450 15,9

Kontrola 2 2767950 19,5

3 2527200 16,1

1 1478100 8,2

cisPt 2 1725300 13,5

SK-OV-3 3 1366150 12,4
1 1664545 12,6

cbPt 2 1636500 12,5

3 1117450 13,3

1 1276300 13,7

oxPt 2 1603350 18,7

3 1416500 21,3

1 3250600 5,8

Kontrola 2 2930500 13,2

3 3699500 14,8

1 2481750 16,5

cisPt 2 2217700 20,9

A2780 3 1937900 12,9
1 3450610 9,9

cbPt 2 4098531 16,9

3 3845609 9,8

1 3675100 10,2

oxPt 2 2682150 10,6

3 3911300 8,2

1 3798000 11,2

Kontrola 2 4372000 12,7

3 4060000 13,3

1 2733000 5,4

cisPt 2 2412000 9,0

A2780cis 3 2461000 11,9
1 4306000 9,5

cbPt 2 4480000 6,0

3 3471000 8,4

1 2721000 10,3

oxPt 2 2189000 14,0

3 1571000 16,8
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3.3.1 Kaultivaéni podminky

V ramci experimentu byly pouzity bunécné linie odvozené od karcinomu ovaria (SK-OV-3,
A2780 a A2780cis). Bunétna linie SK-OV-3 byla kultivovana v médiu McCoy’s S5A
(katalogové ¢islo: M4892; Merck KGaA, Darmstadt, Spolkova republika Némecko), které bylo
doplnéno o 10% (v/v) FBS (angl. fetal bovine serum; katalogové c¢islo: 10270106; Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, Spojené staty americké) a 100 U/ml
penicilin, 100 pg/ml streptomycin (katalogové ¢islo: RAL-001-100ML; SERANA, Pessin,
Spolkova republika Némecko). Bunééné linie A2780 a A2780cis byly kultivovany v médiu
RPMI-1640 (katalogové cislo: R4130; Merck KGaA, Darmstadt, Spolkovéa republika
Némecko), které bylo doplnéno o 10% (v/v) FBS (angl. fetal bovine serum; katalogové ¢islo:
10270106; Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, Spojené staty
americké), dale obsahovalo 2 mmol/l L-glutamin (katalogové ¢islo: 25030081; Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, USA), 100 U/ml penicilin a 100 pg/ml
streptomycin (katalogové cCislo: RAL-001-100ML; SERANA, Pessin, Spolkova republika
Némecko). Kultivace bunék probihala v inkubatoru se vzdusnou vlhkosti pti 37 °C v 5% (v/v)
CO; atmosfére. VSechny bunécéné linie byly ziskany z ATCC (American Type Culture
Collection). Pro experimenty byly pouzity burky, které byly pasdZovany maximalné 20krat.

3.3.2 Odebrani vzorku médii a exosomu

Pro ptipravu vzorkil byly bunééné linie kultivovany v 10ml kultiva¢nich miskach (katalogové
gislo: 93100; TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svycarsko), v hustoté
1 000 000 bunék/miska pro buné€nou linii SK-OV-3 a 1 500 000 bunék/miska pro bunécné
linie A2780 a A2780cis. Druhy den byly k bunikkam pfidany platinové derivaty, kterymi byly
cisplatina (Cislo Sarze: 21239103; PLIVA-Lachema, a.s., Brno, Ceska republika), karboplatina
(Cislo Sarze: 21372003; PLIVA-Lachema, a.s., Brno, Ceska republika) nebo oxaliplatina (¢islo
Sarze: 533-52-14; PLIVA-Lachema, a.s., Brno, Ceska republika), rozpuiténé v 0,9% (m/m)
NaCl (katalogove Cislo: 7647-14-5; Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Ceska republika) ve findlni
koncentraci 10 pmol/l. Jako kontrola byly pouZzity bunky osetiené 0,9% (m/m) NaCl.

Po 24 hodinach expozice vybranymi cytostatiky byly pfipraveny jednotlivé vzorky. Z média
o celkovém objemu 10 ml byl vZdy odebréan jednak 1 ml jako vzorek média a dale 0,5 ml média
pro izolaci exosomu. Takto pfipravené dvé sady vzorkl byly nasledné stoCeny po dobu
30 minut pfi 2000x g a 4 °C. Vzorky médii (prvni sada) byly uloZeny ve 4 °C. Z druhé sady

vzorkll byly izolovany exosomy pomoci komeréniho kitu (katalogové cislo: 4478359;
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Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, Spojené staty americke).

Izolované exosomy byly skladovany pii —80 °C.
3.4 Pracovni postupy a pouZita metodika

3.4.1 Rozklady vzorku

Mineralizace vzorkii byla provedena na Akademii véd CR (Oddéleni analytické chemie
zivotniho prostfedi) spolecné s Bc. TadeaSem Uhrem na zatizeni MILESTONE ultra WAVE
pod vedenim RNDr. Pavla Coufalika, Ph.D.

3.4.1.1 Nastaveni mikrovinného analyzatoru béhem rozkladua

V pocatecnim bod¢ mineralizace byl tlak inertni atmosféry v reaktoru nastaven na 40 bar
ateplota na 100 °C. Dals$i zmény teploty béhem rozkladu jsou uvedeny v Tabulka 3.
Po ochlazeni (35 minut od zacatku procesu) dochazi k posupnému snizovani tlaku a dalSimu
snizeni teploty, tato faze trva ptiblizné 10 minut. Doba celého cyklu rozkladu tedy celkem trva

zhruba 45 minut. Tento program byl pouzit pro exosomy i média.

Tabulka 3: Teplotni program mineralizace vzorkii s biologickou matrici

Krok Cas[min]  Teplota mineralizace [°C]

1 0,03 100
2 10 120
3 15 200
4 18 250
5 25 250
6 35 65

3.4.1.2 Exosomy

Vzorky exosomu bylo nejdiive potieba pro roztokovou analyzu mineralizovat. Pti rozkladech
bylo nezbytné dosahnout ide4lniho kone¢ného objemu, kdy bude vzorek dokonale rozlozen,
nedojde k pfiliSnému zfedéni, avSak vysledného roztoku bude dostatecné mnoZstvi
pro provedeni analyzy pomoci ICP-MS a kontrolniho méfeni na AAS. Pfesny postup (viz dale)
byl zvolen na zékladé¢ pfedchozich zkuSenosti mineralizace obdobnych vzorkda.

Zkumavky vhodné pro rozklad nebylo mozné centrifugovat, proto byly vzorky z MOU
na AVCR dopraveny v eppendorfkach. Do pfedem zvaZzenych kfemennych zkumavek
o vyhovujicich parametrech pro rozklad (odolnost pfi vysokém tlaku a teploté) byly vzorky
pfevedeny pomoci pipety. Naslednym zvazenim byla stanovena hmotnost navazky vzorki

exosomil. Poté bylo pfidano 100 pl 65% HNO3 a 1 ml deionizované vody. Zkumavky byly
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uzavieny PTFE vicky a byl proveden rozklad v mikrovinném zatizeni. Po probehnuti rozkladu
bylo znovu provedeno vazeni zkumavek. Kromé vzorki byly stejnym zpiisobem pfipraveny
3 slepé pokusy. U vyslednych roztoki vzorkti byla nékolikrat stanovena hustota pomoci
odebrani a zvazeni presného objemu vzorku (100 pl). Udaje hmotnosti prazdnych zkumavek
a napInénych zkumavek po rozkladu byly vyuzity pro stanoveni vyslednych hmotnosti roztoka
jednotlivych vzorkd a jejich ndslednému piepocteni na presné objemy pomoci stanovené

hustoty.

3.4.1.3 Média

Do ptedem zvazenych zkumavek vhodnych pro rozklad bylo napipetovano 100 pl vzorku
média, poté bylo provedeno dalsi vazeni. Nasledné byl pfidan 1 ml 65% HNOs. Po rozkladu
byl vysledny objem ziedén 3 ml deionizované vody, tudiz vysledny objem ¢inil pfiblizné
4,1 ml. Kromé& vzorkd médii byly pfipraveny stejnym zpiisobem i tfi kontroly kultivac¢nich
médii (McCoy’s SA a RPMI-1640) a tfi slepé pokusy. Po provedeni rozkladii byla stanovena
hustota roztoki na 1,10 g/ml stejnym zptsobem jako u exosomu. Tyto tidaje byly opét vyuzity

pro vypocet presného objemu jednotlivych vzorki.

3.4.2 Piiprava vzorki pro analyzu exosomu a médii
Pro méfeni exosomi i médii byly pfipraveny 3 slepé pokusy pro vyloueni moznosti
kontaminace béhem rozkladu. Mezi roztoky médii bylo obsazeno i 6 kontrolnich roztoku
ptipravenych z kultiva¢nich médii (McCoy’s SA a RPMI-1640), aby bylo moZzné vyloucit
potencialni kontaminaci vzniklou p#i kultivaci bunék na MOU. Vzorky byly nasledné
rozdéleny do takzvanych sad dle jednotlivych bunéénych linii (sada SK-OV-3, A2780,
A2780cis). Kazda sada obsahovala 3 replikaty kontrolnich vzorkd, cisPt, cbPt 1 oxPt.

Do sterilnich propylenovych zkumavek o objemu 15ml bylo napipetovano 600 pl
deionizované vody a pfidano 500 pl rozloZzeného vzorku exosomtl.

V ptipadé médii bylo do 15ml sterilnich propylenovych zkumavek bylo pievedeno 1 200 pl

deionizované vody a nésledné bylo napipetovano 1 000 pl vzorku média po rozkladu.

3.4.3 Externi kalibrace

Stanoveni obsahu platiny bylo vyhodnoceno pomoci metody externi kalibrace. Pro tento ucel
byla pfipravena sada kalibra¢nich roztoki obsahujici Pt, které byly fedény 1% HNO3 z divodu
pouziti této kyseliny pii rozkladech. Standardni vodny roztok platiny o koncentraci 1,000 g/l

byl zfedén na 100 pg/l Pt. Tento roztok byl nésledné vyuZit pro pfipravu samotnych roztokt
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pro externi kalibraci. Celkem se jednalo o 11 roztokii. Koncentrace roztokli pro externi

kalibraci ¢inily [pg/1]: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 2; 5; 10; 15 a 20.

3.4.4 Optimalizace ICP hmotnostniho spektrometru

Pfed samotnym meéfenim je tieba provést zdkladni ladéni vybranych parametrd ICP
hmotnostniho spektrometru jakou jsou: pozice plazmové hlavice, odezva detektoru, intenzita a
stabilita signdlu ¢i vybrané parametry iontové optiky. Pro tento tcel se vyuziva takzvany ladici
roztok (10 pg/l Ce, Co, Li, T, Y ve 2% HNOs3; Agilent Technologies; USA) zfedény na 1 pg/l.
Ladéni probiha pro nizké ("Li"), stiedni (7Y ™) a vysoké (**>TI") hmotnosti a sleduje se odezva
piistroje. Dale také dochazi ke kontrole dvakrat nabitych iontd (}4°Ce*"), kdy je sledovany
pomér hodnot m/z 70/140, a oxidd (}*°Ce!®0"), kontrolovany pomér hodnot m/z je v tomto
pripadé 156/140. Konkrétni hodnoty optimalnich podminek jsou uvedeny v Tabulka 4 a
Tabulka 5.

Tabulka 4: Parametry ladéni ICP-MS

Parametr Hodnota parametru
Oxidy (156/140) 0,970 %
Dvakrat nabité ionty (70/140) 4,481 %
Fixni parametry pii ladéni
Piikon 1550 W
Hloubka vzorkovani 8,0 mm
Optimalizované parametry
Pritok zmlZovaciho plynu 1,07 I/min
Horizontalni pozice plazmové hlavice 0,2 mm
Vertikalni pozice plazmové hlavice 0,0 mm

Tabulka 5: Hodnoty intenzity a stability signalu vybranych izotopii

Ton [Ic“otl‘;:fs‘;:] RSD [%]

i 6 139 2.960
oy 48 609 1,731
T 31675 1.810

Déle je ladéno napéti na detektoru pro pulzni a analogovy rezim detektoru pomoci smési
dvou ladicich PA roztokt. Smés je pripravena smichanim 0,5 ml roztoku 1 a 0,5 ml roztoku 2

doplnénych na 40 ml.

Vzhledem k vysoké atomové hmotnosti '*°Pt*, a tudiZ velice nizké pravdépodobnosti vzniku
interferenci, nebyla u méfeni pouzita kolizné-rekéni cela, diky c¢emuz byla ziskéna lepsi odezva

detektoru.
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3.4.5 ICP-MS analyza exosomi

Vhodnost naladénych parametrii specificky pro '*°Pt" byla nasledné ovéfena piimo v metods
pomoci jednoho z kalibracnich roztokii. V ptipadé analyzy této prace byl pro tento ucel zvolen

kalibra¢ni roztok 1 pg/l Pt. Hodnoty pro méfeni exosomu viz Tabulka 6.

Tabulka 6: Parametry ICP-MS pri méreni exosomil

Parametr Hodnota parametru
Analyzovany ion 195pt*
Integracni Cas 0,1s
Ptikon 1550 W
Hloubka vzorkovani 10,0 mm
Priitok zmlzovaciho plynu 1,08 I/min

Pro davkovani roztokii byl pouzit autosampler (Agilent SPS 4 Autosampler). VSechny
vzorky byly po rozkladu zifedény 2,2krat. Na zacatku méfeni byla zmétena kalibracni kiivka,
poté probéhlo méfeni ptislusnych slepych pokusiti. Nasledné bylo provedeno méteni samotnych
vzorkd exosomd, pfi¢emZ kontrolni vzorky byly umistény na zacatek sad jednotlivych linii.
Po méteni kazdé sady byla provedena kontrola vymyvani pomoci proméfeni deionizované vody
a 3% HNOs. V danych casovych intervalech bylo provedeno kontrolni méfeni dvou bodi
kalibracni kiivky (1 pg/l a 10 pg/l) pro ovéfeni stability pfistroje. Na zdvér méfeni byla

op¢tovné zméiena cela kalibracni fada.

3.4.6 ICP-MS analyza médii

Bylo provedeno ovéfeni naladéni ICP-MS pro stanoveni '°°Pt", hodnoty jsou stejné jako
pii méfeni exosomt (Tabulka 6). Mineralizaty byly opét zfedény 2,2krat. Na zacatku méteni
byla proméfena kalibra¢ni kiivka, nasledné¢ probchla analyza slepych pokust a vzorki
kultiva¢nich médii. Vzorky, které slouzily jako kontroly, byly méteny vzdy na zacatku sady
pro danou buné&nou linii. Po zméteni kazdé sady nasledovala kontrola vymyvani mezi vzorky
promé&fenim deionizované vody a 3% HNOs. Podobné jako u exosomi bylo v poloviné méteni
mezi sadami provedeno méfeni dvou bodi kalibraéni kiivky, konkrétné se jednalo o 1 pug/l a

10 pg/l. Na konci méfeni byla pfemétena kalibra¢ni fada.
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3.4.7 Kontrolni méreni na ET-AAS

Pro ovéfeni spravnosti méfeni bylo vyuzito atomové absorpéni spektrometrie s vysokym
rozliSenim a s kontinudlnim zdrojem zafeni. Toto stanoveni bylo provedeno RNDr. Ondiejem
Zvéfinou, Ph.D. na Ustavu ochrany a podpory zdravi Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity.

Pii méfeni bylo pokazdé davkovano 20 pl vzorku na grafitovou kyvetu. Pouzity teplotni
program probihal vzdy nésledovné: suseni pii 110 °C, pyrolyza pii 1 300 °C a atomizace
pti 2 350 °C. Pro sledovani absorpce platiny byla vybrana primarni analyticka ¢ara, kterd ma

pro platinu hodnotu 265,945 nm.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni Pt v exosomech

Cilem této bakalatské prace je ovéteni vhodnosti ICP-MS pro detekci Pt derivati v exosomech
a v ptipadé pozitivniho vysledku i stanoveni obsahu Pt. Vyzkum v oblasti exosomil
a extracelularnich vesikult celkové stale odhaluje nové informace. Ackoli je predpokladano, ze
jsou léciva bunkami vyluCovdna pomoci exosomil v ramci méfeni se mize jednat i o dalsi typy
EV (napfiklad ektosomy). Ackoli ICP-MS dosahuje velice nizkych limiti detekce, nebylo
jasné, zda pijde vyluCovana Pt viibec detekovat, jelikoz mozné hodnoty koncentraci nebyly

znameé.

4.1.1 Kalibrace

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.4.3, byla pfipravena kalibracni zavislost (koncentrace [pg/1]:
0; 0,2; 0,4; 0,6; 1; 2; 5; 10; 15 a 20). Celé¢ méfeni probé¢hlo v pulznim rezimu detektoru.
Z Obrazek 15: Kalibra¢ni je patrné, Ze kiivka je linearni az do koncentrace 20 pg/l. Pii méfeni
bylo dosazeno limitu detekce (LOD) 0,0050 pg/l. Chybové usecky odpovidajici smérodatnym

odchylkam méteni (n = 3) jsou velmi malg, a nejsou tak piili§ dobie vidét.

14
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Obrdzek 15: Kalibracni zavislost pouZita pro stanoveni Pt ve vzorcich exosomii
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4.1.2 Kontrolni méfeni mozné kontaminace

Po kalibraci byly prométeny slepé pokusy, které byly piipraveny obdobn¢ jako vzorky a byly
podrobeny stejnym podminkdm a rozkladnému procesu. Cilem bylo odhalit moznou
kontaminaci zptisobenou béhem rozkladl naptiklad uvolnénim z rozkladnych zkumavek nebo
pouzité kyseliny. Vysledky méfeni byly pod LOD, ¢imz bylo potvrzeno, ze pfi rozkladech

nedoslo k detekovatelné kontaminaci.

4.1.3 Stanoveni Pt v mineralizovanych vzorcich exosomii a jejich verifikace

Koncentrace Pt byla stanovena pomoci ICP-MS pfi nastaveni viz kapitola 3.4.4. Bylo
provedeno i ovéieni spravnosti mefeni na ET-AAS. Namétené hodnoty z ICP-MS 1 ET-AAS
jsou uvedeny v
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Tabulka 7, rozdil mezi stanovenymi koncentracemi riznymi metodami nebyl statisticky
vyznamny, pokud nebyly blizko LOD.
Koncentrace kontrolnich vzorkt byly vzdy pod limitem detekce obou metod, ¢imz byla

vyloucena kontaminace pii kultivaci linii.
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Tabulka 7: Koncentrace Pt ve vzorcich exosomit stanovené metodami I[CP-MS a ET-AAS

ICP-MS ET-AAS

Bunécna linie  Lécivo  Replikat | cpc [pug/l]  SD [pg/l] | cpe [ng/l] SD [pg/l]
1 <0,0050 ~ <24 ~
Kontrola 2 <0,0050 ~ <24 ~
3 <0,0050 ~ <2,4 ~

1 8,551 0,009 9,80 1,1
cisPt 2 11,00 0,09 11,9 0,9
SK-OV-3 3 7,56 0,06 7,2 0,6
1 11,76 0,14 11,2 1,2
cbPt 2 15,73 0,17 15,2 0,8
3 13,08 0,09 11,8 0,6
1 9,11 0,05 8,0 1,7

oxPt 2 8,31 0,08 8,0 0,1
3 10,07 0,07 9,8 0,2
1 <0,0050 ~ <2,4 ~
Kontrola 2 <0,0050 ~ <2,4 ~
3 <0,0050 ~ <2,4 ~
1 9,02 0,11 9,8 0,5
cisPt 2 10,39 0,07 11,1 0,6
A2780 3 10,84 0,05 10,6 1,2
1 8,35 0,05 8,9 0,4

cbPt 2 7,57 0,04 8,0 0,8
3 7,44 0,02 8,4 0,9
1 12,09 0,16 11,9 1,4
oxPt 2 6,8 0,3 7,9 0,9
3 8,1 0,2 8,1 1,7
1 <0,0050 ~ <24 ~
Kontrola 2 <0,0050 ~ <24 ~
3 <0,0050 ~ <2,4 ~
1 12,137 0,012 <2,4 ~
cisPt 2 12,04 0,05 3,7 0,6
A2780cis 3 4,49 0,04 3,8 0,9
1 2,19 0,06 <2,4 ~
cbPt 2 2,89 0,02 2,8 0,9
3 1,10 0,05 <24 ~

1 5,20 0,05 5,1 0,8
oxPt 2 2,91 0,02 33 0,7
3 4,32 0,08 4,2 0,9
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Hodnoty koncentraci zjisténé obéma metodami jsou zobrazeny proti sobé v Obrazek 16, kde
carkovana primka ukazuje, kde by lezely body, u kterych by byla obéma metodami zjisténa
stejnd hodnota koncentrace, jedna se o pfimku s jednotkovou smérnici a nulovym usekem.
Odlisny pribéh regresni piimky je zptisoben body odpovidajici nizkym koncentracim (v grafu
vlevo dole) v dusledku vyssiho LOD u ET-AAS. Tato regresni pfimka byla ziskana metodou
Demingovy regrese, ktera je jednou z variant takzvané orthogonalni regrese. V grafu (Obrazek
16) je tato pfimka oznaCena Cervené. Jelikoz jsou experimentalni chybou zatizeny nezavislé

1 zavislé proménné, neni mozné pouzit klasicky regresni odhad pomoci metody nejmensich

Stverctl.
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| ) i sample
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Pt ICP-MS (mg/kg)

Obrazek 16.: Porovnani hodnot ziskanych metodami ICP-MS a ET-AAS pomoci Demingovy regrese
A—SK-OV-3; B—A2780; C — A2780cis

Z téchto vysledki bylo zjisténo, ze vypoctenad hodnota smérnice je na hladiné vyznamnosti
a = 0,05 statisticky vyznamné odlisnd od 1, coz je disledek vyssiho LOD u ET-AAS
oproti ICP-MS. Ostatni body, kromé& hodnot pohybujicich se kolem LOD a odlehlych bodt,
ve velké mife pfimku s jednotkovou smérnici a nulovym tsekem respektuyji.

Vypoctend hodnota useku na hladiné vyznamnosti a = 0,05 je také statisticky vyznamné
odli$na od 0, to poukazuje na pfitomnost systematické konstantni chyby. Nejspis je to vSak také
zpisobeno vysokou hodnotou LOD u ET-AAS.

Ke srovnani vysledk obou metod byl proto pouzit i Bland-Altmaniv graf a modifikovany
Bland-Altmaniv graf (Obrazek 17). Kladna hodnota priiméru rozdilii koncentraci zmétenych
ET-AAS a ICP-MS (primér = 0,71; respektive median = 0,49) naznacuje, ze méieni

na ET-AAS je zatizeno konstantni systematickou chybu.
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K otestovani statistické vyznamnosti mezi spoc¢tenou stfedni hodnotou rozdilli a idedlni
hodnotou byl pouzit jednosouborovy oboustranny Wilcoxoniiv test.

Hodnota p je vyznamné nizsi nez 0,05 (hladina vyznamnosti), coz ukazuje na statisticky
vyznamny rozdil, a tudiz i na existenci vyznamnéjs$i konstantni chyby v pfipadé¢ metody
ET-AAS. To zfejmé opét souvisi s vysokou hodnotou LOD u ET-AAS v porovnéni s ICP-MS.

Rozdily koncentraci, zejména pro vyssi hodnoty, jsou rozptyleny kolem stiedni hodnoty, coz
sved¢i o nepfitomnosti systematické proporcionalni chyby.

Aby byl odstranén vliv zavislost velikosti rozptylu hodnot, byla pouzita modifikace
Bland-Altmanova grafu (Obrazek 17) s normalizaci rozdili koncentraci na jejich pramér.

Z tohoto grafu je naprosto ziejmé, ze vyznamné rozdily mezi AAS a ICP jsou pouze v oblasti

nizkych koncentraci, zejména u podlimitnich hodnot.
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Obrdazek 17: Porovnani hodnot ziskanych ICP-MS a ET-AAS pomoci modifikovaného
Bland-Altmanova grafu
A—SK-OV-3; B—A2780,; C— A2780cis

Nameétena data byla vyuZita pro porovnani hodnot obsahu chemoterapeutik v jednotlivych
exosomech vylou€enych piislusSnymi bunéénymi liniemi. JelikoZ exosomy byly odebrany
z alikvotniho podilu 1/20, bylo pfi vyhodnocovani pracovano s 20krat vysSimi hodnotami.
Nasledné byla vypoctena hmotnost Pt ve vzorcich exosomt, ktera byla vztazena na celkovy
pocet zivych bunék, z nichZ byl vzorek odebran. Vzhledem k tomu, Ze vzorky byly odebrany
z zivého systému, ktery je variabilni, bylo moZzné oc¢ekavat, Ze se stanovené hodnoty obsaht Pt
v replikatech budou mirné liSit. AvSak hodnoty replikatl bylo mozné zpriimé€rovat s velice
nizkymi smérodatnymi odchylkami. Ziskanych priméri bylo nasledné vyuzito pro dalsi
vyhodnocovéni. Ziskané hodnoty byly spolecné se smérodatnymi odchylkami vyneseny

do grafu (Obrazek 18).
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Obrazek 18.: Porovnani mnozstvi Pt vyloucené pomoci exosomil

Graf (Obrazek 18) reprezentuje hodnoty vylouceného chemoterapeutika (prostiednictvim
hmotnosti Pt) pomoci exosomu ven z buiiky. Z grafu je patrné, Zze vSechna chemoterapeutika
jsou nejvice vylucovana linii SK-OV-3, ktera je pfirozené rezistentni, a nejméné A2780cis,
ktera ma ziskanou resistenci a je odvozena od citlivé linie A2780. U linii A2780 a A2780cis
doslo k nejvétsimu vylouceni u cisPt a nejméné u cbPt. SK-OV-3 oproti tomu vykazovala
nejvetsi mnozstvi vylouceného chemoterapeutika v piipadé oxPt a nejmensi u cisPt. Avsak
jedna pouze o zhodnoceni stavu po 24 hodinach od treatmentu Pt 1é¢iv, kdy jsou odebrany
vzorky. Hodnoty odpovidajici situaci v bunéénych liniich béhem ¢asového pribéhu od zacatku
treatmentu do uplynuti 24 hodin se tak mohou zna¢né odliSovat. Nicméné bylo potvrzeno, ze
vyuziti metody ICP-MS je vhodné, jelikoz splnuje pozadavky kladené na LOD pro ucely téchto
experimentd.

Stanovené udaje hmotnosti Pt vSak nezohlediiuji mnozstvi chemoterapeutika ptijatého
buiikami, proto bylo pro dalsi vypocty vyuzito dat mnozstvi Pt v buiikdch po 24 hodinach od
treatmentu, které¢ exosomy vylucovaly. Tato data jsou soucasti experimentéalni ¢asti bakalarské

prace Karin Zelinové (Detekce platinovych derivati pomoci ICP hmotnostni spektrometrie;
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2021). Konkrétné byly vyuzity hodnoty stanovenych hmotnosti Pt v buiikach, z jejichz systému
byly exosomy odebirany. Vypoctend hmotnost Pt v exosomech byla dana do poméru
se souctem hmotnosti Pt v buiikach a exosomech, coz odpovida celkovému mnozstvi piijaté Pt

pied vyloucenim exosomy. Vysledky jsou graficky zndzornény v Obrazek 19.
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Obrdzek 19: Hmotnostni podil Pt vyloucené exosomy z bunék

Z grafu (Obrazek 19) je patné, ze v exosomech bylo stanoveno nékolikandsobné véEtsi
mnozstvi Pt neZ v bunikdch. Toto stanoveni je vSak zatiZeno vEts$i naro€nosti procesu izolace
exosomt, vlivem ¢ehoz mlZe dochazet k horSimu promyti od média obsahujiciho 1é¢ivo nez
u bunék. Z tohoto diivodu muze byt toto stanoveni mirné zkresleno. Vezmeme-li v tivahu
pocatecni obsah Pt, které buiikky z média piijaly, tak z grafu (Obrazek 19) vyplyva, Ze nejméné
exosomy vylucovala linie A2780. SK-OV-3 nejvice vylucoval cbPt a 0xPt, zatimco cisPt byla
nejvice vylucovana A2780cis. Hmotnosti Pt v builkdch i exosomech jsou mimo jiné zavislé
1 na poctu bunék v linii, proto bez vztazeni na hmotnost, pocet bunck ¢i do poméru nelze pftili§

porovnavat.

4.2 Stanoveni Pt v médiich

Vedle mnozstvi Pt v exosomech bylo stejné méteni provedeno i na vzorcich médii. Vzorky byly

odebrany po kultivaci s [é¢ivem, tudiz stanovend mnoZstvi Pt by méla vypovidat o zbylém
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1é¢ivu, které se nedostalo do bun¢k. Ve vzorcich médii se mohou vyskytovat i exosomy, které
jsou v ném volné rozptyleny. Avsak nizka koncentrace v exosomech oproti koncentraci Pt

v médiu by neméla zplisobovat vétsi odchylky.

4.2.1 Kalibrace

Byla zmétena kalibra¢ni zavislost (koncentrace [ug/l]: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 2; 5; 10; 15 a 20).
Celé méteni bylo provedeno pii pulznim rezimu detektoru. Z grafu (Obrazek 20) kalibracni
ktivky je patrné, ze je kalibracni zavislost linearni az do koncentrace 20 pg/l. Limit detekce

¢inil 0,0010 pg/l. Chybové usecky odpovidajici smérodatnym odchylkdm jsou opét velice malé.
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Obrazek 20: Kalibracni zavislost pouzita pro stanoveni Pt ve vzorcich médiich

4.2.2 Kontrolni méieni mozné kontaminace

Bylo provedeno stanoveni tii slepych pokust, které byly pfipraveny stejnym zpisobem jako
u exosomil. Vysledky méfeni opét vyvratily moznou kontaminaci vzniklou pfi rozkladech.
Vedle slepych pokusti byly sledovany 1 kontroly kultivacnich médii (McCoy’s SA
a RPMI-1640), kde byly pfipraveny tii vzorky pro kazdé médium. Namétené hodnoty byly
pod limitem detekce, tudiZz kultivatni média nebyla vyhodnocena jako mozny zdroj

detekovatelné kontaminace.
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4.2.3 Stanoveni Pt v mineralizovanych vzorcich médii a jejich verifikace

Bylo provedeno meéteni vzorkit médii. Hodnoty jsou zaznamenany v Tabulka 8 spolecné
s hodnotami kontrolniho meéteni na ET-AAS. Rozdil mezi stanovenymi koncentracemi
riznymi metodami nebyl statisticky vyznamny, pokud se neblizily LOD, coz bylo dokazano
obdobnym zptisobem jako u exosomu. Hodnoty byly opét porovnany pomoci Demingovy
regrese, kvili odliSnosti byl proto nasledné ke srovnani vysledkli obou metod pouzit
i Bland-Altmaniiv graf a modifikovany Bland-Altmaniiv graf. Ze ziskanych grafii bylo
usouzeno, ze vyznamné rozdily mezi AAS a ICP jsou pouze v oblasti nizkych koncentraci.
Koncentrace Pt v kontrolnich vzorcich byly opét pod limitem detekce, ¢imz byla mozna

kontaminace vznikla pfi kultivaci stanovena pod detekovatelnou mez.
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Tabulka 8: Koncentrace Pt ve vzorcich medii stanovené metodami ICP-MS a ET-AAS

MEDIA ICP-MS AAS
Bunécna linie  LéCivo  Replikat | cpe[ug/ll  SD [ug/l] | coe [ng/l] SD [ng/l]
1 <0,0010 ~ <2,4 ~
Kontrola 2 <0,0010 ~ <24 ~
3 <0,0010 ~ <2,4 ~
1 39,7 0,2 32,1 1,3
cisPt 2 40 3 35,7 1,1
SK.OV-3 3 39,5 0,2 32,6 0,3
1 41,7 0,5 35,8 1,5
cbPt 2 42,5 0,3 37,3 0,8
3 423 0,2 34,7 1,7
1 443 0,8 37,7 0,8
oxPt 2 42.6 0,6 36,3 0,7
3 41,36 0,12 36,0 0,2
1 <0,0010 ~ <2,4 ~
Kontrola 2 <0,0010 ~ <24 ~
3 <0,0010 ~ <2,4 ~
1 423 0,3 34,2 0,3
cisPt 2 40,71 0,16 31,9 0,9
A2780 3 42,73 0,09 35,7 0,9
1 42,2 0,6 37,7 0,6
cbPt 2 39,8 0,3 35 3
3 41,74 0,08 38,5 1.6
1 42,2 0,3 39,3 1,0
oxPt 2 42,1 0,5 36 2
3 44,1 0,5 40,1 0,8
1 <0,0010 ~ <2.4 ~
Kontrola 2 <0,0010 ~ <2,4 ~
3 <0,0010 ~ <2,4 ~
1 37,8 1,7 38,0 0,7
cisPt 2 39,41 0,08 36,0 0,9
. 3 39,6 0,2 37 2
A2780cis 1 405 0o 1.6 0.6
cbPt 2 43,9 1,2 47 2
3 43,0 0,8 42,1 0,4
1 32,6 0,2 32 2
oxPt 2 41,3 0,5 41 2
3 422 0,3 45 2

*hodnota koncentrace tohoto replikatii byla pro svoji odlehlost z dalSich vypocti vyloucena
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Jelikoz na MOU byl odebran alikvotni podil 1/10 z celkového objemu a na rozklad byla
odebrana 1/10 vzorku zMOU, byl vysledny alikvotni podil 1/100 v dalsich vypoétech
zohlednén. Koncentrace byla pfepoCtena na hmotnost Pt v médiu. Vzhledem ke zpiisobu
odebrani vzorku médii v nich byly pfitomny i exosomy, ovSem mnozstvi Pt obsazené
v exosomech tvoii jen maly zlomek celkového obsahu Pt v médiich (Obrazek 21).
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Hmotnostni podil Pt [%]
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Obrazek 21: Hmotnostni podil Pt v exosomech viici celkové Pt v médiu

Vysledky ziskané z médii jsou opét prezentovany jako primér hodnot vSech replikati
s vyjimkou oxPt v linii A2780cis, kdy byl 1. replikat, ktery je v Tabulka 8 oznacen *, z vypocti
vyloucen pro svou odlisnost.

Nasledné byla hmotnost Pt stanovend v médiich po treatmentu vztaZzena na hmotnost Pt
v celém objemu 10umol/l média pred treatmentem (19,5 ug Pt). Hodnoty jsou uvedeny
v Tabulka 9, jejimz grafickym znazornénim je Obrazek 22. Vysledné hodnoty jsou teoreticky
procentudlnim vyjadienim mnozstvi lé€iva, které buniky neabsorbovaly ¢i vyloucily ven pomoci

exosomidl.
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Tabulka 9: Hodnoty procentudlniho podilu léciva zbylého v médiich po treatmentu

Pt[%] SD [%]

cisPt 82,71 0,58
SK-OV-3 cbPt 87,88 0,82
oxPt 88,2 3,7
cisPt 85,4 1,9
A2780 cbPt 85,9 2,0
oxPt 90,1 2,4
cisPt 80,7 1,6
A2780cis cbPt 87,6 3,1
oxPt 87,4 1,9
100 O cessceme e scemecemeseessemeseeessssssensecessssssssssessessssssnne
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Obrazek 22: Grafické znazornéni zbylého léciva v médiich po interakci Pt derivatii s bunécnymi
liniemi A2780, A2780cis, SK-OV-3

Z grafu (Obrazek 22) je patrné, Ze piijem chemoterapeutika se mize liSit v zavislosti na linii,
ktera je mu vystavena. SK-OV-3 vykazuje nejmensi zbytek u cisPt, zatimco cbPt a oxPt zlistava
v bunikach piiblizné stejné. Linie A2780 nevykazuje velké rozdily mezi cisPt a cbPt, ale

mnozstvi oxPt zbylé v médiu je vyssi. U A2780cis 1ze pozorovat zhruba stejné vysledky u cbPt,

svwvr
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liniich, nemuseji byt tyto udaje zcela vypovidajici o chovani jednotlivych linii, jelikoz mnozstvi
pfijatého 1éciva se odviji i od poctu bunék v linii.

Proto byla od zbyl¢ho 1é¢iva v médiich odvozena teoretickd hmotnost Pt v buiikach, ktera
byla nasledn¢ vztazena napocet bunck v linii. Hodnoty byly nésledné vyneseny
do grafu (Obrazek 23).
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Obrazek 23: Teoreticka hmotnost Pt v 1 burice

Z grafu (Obrazek 23) je patrné, Ze nejvice Pt teoreticky ztistavalo v linii SK-OV-3 u vSech
tii léciv. SK-OV-3 a A2780 obsahuji nejvice cisPt a nejméné oxPt, ackoli u SK-OV-3
se pii zohlednéni chybovych tse¢ek hodnoty prekryvaji uvSech chemoterapeutik. Linie
A2780cis obsahuje pfiblizné stejné cisPt jako oxPt a vyrazné nejméné cbPt ze vSech linii.
Vysledek se vSak li§i od hodnot ziskanych v bakaldifské praci Karin Zelinové (Detekce
platinovych derivati pomoci ICP hmotnostni spektrometrie; 2021). Redlna mnozstvi Pt
v bunikdch byla az o 3 fady niZsi, tudiZ byla oproti mnozstvi Pt v médiich zanedbateln¢ mala.

Nésledné byl proveden soucet hmotnosti Pt v médiich a bunikéch (realnd hmotnost), ktery
byl vztaZzen na hmotnost Pt, jez byla plivodné dodana bunkam (19,5 png). Hodnoty byly
vyneseny do grafu, ktery je na Obrazek 24. Dale byl proveden podobny soucet, kdy byly
pfiteny 1 exosomy (Obrazek 25), jelikoz vSak média obsahovala i exosomy, byla jejich
hmotnost teoreticky zapoc¢tena dvakrat. Nicméné rozdily hodnot mezi grafy tvotily cca 1 %,
coz je hodnota odpovidajici chyb¢, kterou bylo zatizeno stanoveni Pt v médiich pomoci

ICP-MS, tudiZ je tento rozdil zanedbatelny.
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Obrazek 24.: Hmotnostni podil souctu hmotnosti Pt v médiich a bunkach
vztazeného na hmotnost Pt v treatmentu
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Obrazek 25: Hmotnostni podil souctu hmotnosti Pt v médiich, bunkdch
a exosomech vztazeného na hmotnost Pt v treatmentu



Z Obrazek 24 a Obrazek 25 vyplyva, ze je cely experiment zatizen znacnou chybovosti, kdy
je celkové stanovena Pt primérné o 13 % nizsi nez Pt celkem dodand systému. Chybovost je
vznikld variabilitou zivého systému, chybou vnaSenou piepocty, proplachy biologickych
vzorki, chyby vzniklé pfi kultivaci a ptipravé vzorkti. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o pilotni
studii, nebylo mozné veSkeré podminky optimalizovat, tudiz mohlo dojit ke ztratam
zpusobenym ulpivanim na sténach nadob, ve kterych byly vzorky transportovany ¢i
nedokonalym pfenesenim vzorku pti rozkladech. DalSim problémem je, Ze pfi této koncentraci
chemoterapeutika jsou mnozstvi Pt obsazena v exosomech a bunkach natolik nizka oproti
hodnotam v médiich, Ze jsou v rdmci velikosti chyb stanoveni Pt v médiich zanedbatelné, tudiz
ze zbylého mnozstvi Pt v médiich pii této koncentraci nelze ptepocitat obsah Pt, ktery zlstal
nevylouceny v bunkéach.

Aby dalsi studie bylo mozné provést s 1épe vedenou metodikou, bylo by tieba zajistit:

® (Odebrani vétsSiho alikvotniho podilu pro vzorky médii a exosomu pro nizni chybu
pii pfepoctu.
® Staceni vzorki do zkumavek vhodnych pro centrifugaci na MOU i rozklad, ¢imz by byla

eliminovana potieba vzorky nékolikrat prevadét.

® V piipad¢ potfeby vzorek prevést, zajistit kvantitativni i kvalitativni pfevadéni a zaroven

zajistit, aby byl zndmy objem dostate¢né velky a reprezentoval tak 1épe celek.

® Pii Gpraveé vzorkl predejit moznému ulpivani na sténach.

® Pro lepsi moZnost vyhodnoceni dat u exosomt by bylo nutné znat jejich pocet ve vzorku.
V této pilotni studii bylo mozné stanovit pouze pocet bunck v linii, nikoli vSak pocet
exosomtl.

® Kultivace vzorkli zarlznych koncentraci léCiva, pro zjiSténi chovani Zivého systému

za ruznych podminek.

® (debirani vzorkl v riiznych ¢asovych intervalech na prostudovani kinetiky uvoliiovani Pt

exosomy ven z bun¢k.

56



5 ZAVER

Cilem této bakalarské bylo ovéfeni vhodnosti metody ICP-MS pro detekci a nasledné stanoveni
Pt derivatii v extracelularnich vesikulech a moznost vyuziti v dalSich experimentech. Metoda
se ukdzala nejen jako vhodna, ale jeji spolehlivost byla ovéfena pomoci kontrolniho méteni
na AAS.

Ze ziskanych vysledkli lze navic usuzovat, ze pfirozené¢ rezistentni linie SK-OV-3
pravdépodobné vyuziva mechanismu vylouceni chemoterapeutika zbunék pomoci
extracelularnich vesikuld (exosomtl), tudiZ v nich chemoterapeutika nemaji moznost efektivné
ucinkovat. Oproti tomu u linie A2780cis se zda, ze exosomy také hojné vylucovala, ale bunky
zaroven Pt priliS nepfijimaly, ziskand resistence tedy pravdépodobné podléha jinému
mechanismu. Linie A2780 a A2780cis, kterda je od A2780 odvozena, maji podobny trend
u mnozstvi vyloucené Pt pomoci exosomi, kdy je nejvic vyluCovana cisPt a nejméné cbPt.
Oproti tomu SK-OV-3 nejvice vylucuje oxPt a nejméneé cisPt.

Pfi porovnéni mnozstvi Pt v exosomech a buiikach bylo stanoveno vice Pt v exosomech.
Toto vyhodnoceni vSak podléhd mozné chybé vzniklé nedokonalym izolovani exosomil
od média obsahujiciho 1é¢ivo. Proto by bylo vhodné experiment zopakovat s dokonalejsi
metodou izolace a ziskané vysledky znovu porovnat.

Ziskana data jsou vSak vztazena pouze na 24 hodin po zacatku treatmentu, tudiz kinetika
vylucovani chemoterapeutik je jednim z témat dal§iho mozného vyzkumu. Dal$im krokem by
mohlo dale byt potvrzeni mezibunééné komunikace pomoci extracelularnich vesikuld
(exosomt), kdy by se stanovovalo mnozstvi Pt v bunikach, ktera jim byla dodana nikoli médiem,

ale pfimo pomoci exosomd.
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6 SEZNAM ZKRATEK

AAS
APC
cisPt
cbPt
ESCRT

EV
ICP
ICP-MS

ICP-OES

LOD
MS
NK
oxPt
PTFE

Atomova Absorp¢ni Spektrometrie

Antigen presenting cell (Antigen prezentujici buiiky)

Cisplatina

Karboplatina

Endosomal Sorting Complex Required for Transport (Endosomalni tiidici
komplex nutny pro transport)

Extracelularni vesikuly

Inductively Coupled Plasma (Indukéné védzané plazma)

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (Hmotnostni spektrometrie
induk¢né vazaného plazmatu)

Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (Opticka emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem)

Limit of detection (Limit detekce)

Mass Spectrometry (Hmotnostni spektrometrie)

Natural killer

Oxaliplatina

Polytetrafluorethylen
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