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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva analyzou mékkych tkani zalitych v parafinu pomoci metody
spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS) a pomoci doplitkové techniky hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem s laserovou ablaci (LA-ICP-MS). Konkrétné
se prace zaméfuje na optimalizaci parametri méfeni mékkych tkani pro femtosekundovy
a nanosekundovy pulzni laser s riznymi vlnovymi délkami na mySich ledvinach, jakoZzto
modelové matrice mékké tkané. N&sledovala prvkova analyza nékolika vzorki nejcastéji
se vyskytujicich typa rakoviny lidské kaze (maligni melanom, bazocelularni karcinom
a spinocelularni karcinom) pomoci vy$e zminénych analytickych metod. Analyzou vzorku
byly ziskdny mapy prostorovych distribuci biogennich prvka. Cilem prace je ukazat moznost
vyuziti novych analytickych metod, které by nemély nahradit klasické histologické vySetient,
ale byt napfiklad vyuzivany pro ptedbézné vySetfeni napadené tkané nebo Cisté jako pomocné
techniky pro histology pii diagnostice nddort. Obé tyto metody by mohly do budoucna
nabidnout kompletné novy pohled na diagnostiku rakoviny u mékkych tkani.

Abstract

This thesis deals with the analysis of paraffin-embedded soft tissues using laser-induced
breakdown spectroscopy (LIBS) and the complementary technique of laser ablation
inductively coupled plasma mass spectrometry (LA-ICP-MS). Specifically, the work focuses
on optimizing soft tissue LIBS measurement parameters for femtosecond and nanosecond
pulsed laser ablation at different wavelengths on mouse kidneys as a soft tissue model matrix.
In addition, elemental analyses were performed on several samples of the most commonly
occurring human skin cancers (malignant melanoma, basal cell carcinoma, and squamous cell
carcinoma) using the above-mentioned analytical methods. Maps of the spatial distributions
of biogenic elements were obtained. Aim of this work is to show a potential of new analytical
methods that are not intended to replace the classical histological examination completely.
However, these techniques could be used for preliminary screening of tumor tissue or purely
as a complementary technique for histologists to diagnose cancers. Both methods could offer
a completely new perspective on soft tissue cancer diagnosis in the future.
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1 UvOD

Kuze je nejvétsi organ lidského téla, ktery slouzi jako ochrana pfed vnéjSimi vlivy. Tyto
nepfiznivé vlivy prostfedi mohou byt pfi¢inou vzniku riznych onemocnéni kiize, naptiklad
rakoviny. Existuji dva typy nadorového onemocnéni kuize. Prvnim z nich je nezhoubny nédor,
ktery vétsinou neni pro ¢lovéka nebezpe¢ny. Druhym typem je nador zhoubny, ktery muze
v urcitych pripadech metastazovat a velmi ohrozovat zivot jedince. Rakovina kuze je jednim
Z nejCastéji se vyskytujicich nadorovych onemocnéni obecné, proto je extrémné dulezita ¢asta
prevence.

Stale se hledaji nové metody, které by pomohly histologim pii diagnostice a analyze
rakovinovych tkani. V dnesni dob¢ je nejéastéji vyuzivana k diagnostice standartni excize
nebo Mohsova mikrograficka chirurgie, tedy chirurgické odstranéni rakovinné tkané véetné
bezpecnostniho lemu zdravé kize a nasledné mikroskopické vysetfeni vzorku. Problémem
tohoto postupu je prodlouzena doba operace kvili opakovanému histologickému vySetieni
béhem zakroku, coz zvySuje riziko komplikaci, jako je napfiklad infekce rany. DalSim
problémem je spravné odhadnuti bezpe¢nostniho lemu pfi odstraiovani nadord, a to zejména
u starSich pacientt, pro které je kazdy chirurgicky zakrok navic nebezpe¢ny. Proto je velmi
zadouci alternativni nebo podplrna technika, kterd by piesné a rychle urcila oblast rakoviny
a odpovidajici bezpecnostni rozpéti zdravé kiize, aby nebylo nutné provadét operace
opakovang.

Z tohoto divodu se diplomova prace zabyva piiblizenim dvou biozobrazovacich analytickych
technik, jelikoz stanoveni koncentrace chemickych prvka a jejich distribuce je nesmirné
dulezité v riznych oblastech biologického a lékarského vyzkumu. Chemické zmény v tkani
lze pozorovat pomoci téchto analytickych technik, které by bylo mozné v budoucnosti
pouzivat pravé k diagnostice nadord, jelikoz jejich vystupy mohou poskytnout jedine¢né
informace o riznych fyziologickych a patofyziologickych procesech ve zkoumanych tkanich.
Jednou ztéchto metod je spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS),
jakozto kvazidestruktivni analyticka metoda, ktera je schopna poskytnout rozsahlé informace
orozlozeni biogennich chemickych prvkd v mékké tkani zalité v parafinovem bloku,
naptiklad vapniku (Ca) a hoi¢iku (Mg), kdy zvySena koncentrace pravé hoi¢iku méa podle
stavajicich vyzkumu spojitost s malignitou tkané. Druhou metodou je hmotnostni
spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem s laserovou ablaci (LA-ICP-MS). V této praci
byl kladen diraz ptedev§im na stanoveni zinku (Zn) v mékké tkani na laboratornim skle,
jakoZto mozného biomarkeru rakoviny. Obé€ tyto metody lze vyuZit pro kontinualni mapovani
biologickych tk&ni s moznosti vizualizace tkané a sestaveni mapy prostorové distribuce
chemickych prvk.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Lidska kuze

Kuze je nejvétsi organ lidského téla tvofici piiblizné 15 % celkové hmotnosti dospélého
¢lovéka s plosnym rozsahem asi 1,5-2 m? [1]. Slouzi primarné K ochran& organismu pred
vnéjsimi fyzickymi, chemickymi a biologickymi vlivy nebo napiiklad k ochrané proti
ucinkdm ultrafialového zafeni. Dale potom K pfijimani smyslovych podméta z vnéjsiho okoli
diky nespoctu nervl, Kudrzovani homeostazy nebo k termoregulaci. Nesmi se ani
zapomenout na funkci kuze, jakozto mista, kde dochézi k syntéze vitaminu D nebo jako
zasobarny vody [2]. Sklada se ze tii vrstev: epidermis, dermis a hypodermis (Obrazek 1). Tyto
vrstvy jsou orientované tak, aby se jednotlivé vrstvy strukturdlné a funkéné doplnovaly.
Specializované funkce a tloustka jednotlivych vrstev (1-4 mm) se lisi podle umisténi

na lidském téle [3].
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Obrazek 1: Anatomie kiize [4].

2.1.1 Epidermis

Pokozka (latinsky Epidermis) je nejsvrchnéjsi vrstva ktize tvofena vrstevnatym dlazdicovym
epitelem [5]. Jednd se o neustdle se obnovujici strukturu, kterd je slozena zejména
z keranocytii (Syntéza keratinu) a z dendritickych bun€k, mezi které patii melanocyty,
Langerhansovy buiikky nebo mechanoreceptory (Merkelovy bunky, Meissnerova téliska
a Vaterovo-Paciniho téliska) [3,6]. Dé&li se na dalsi vrstvy (Obrézek 2) podle morfologie
a polohy keranocytt, které se diferencuji v rohovité bunky. Spodni vrstvy jsou tvofeny zivymi

v

bunkami a vrstva nejsvrchnéjsi jsou bunky pfevazné zrohovatélé [5].

Rohovéa vrstva (latinsky stratum corneum) neboli povrchova vrstva lidské kuze slouzi
pfedev§im k mechanické ochrané¢. Dvéma hlavnimi slozkami jsou lipidy (ceramidy,
cholesterol, mastné kyseliny) a korneocyty. Jedna se o velké a ploché rohovité buiky
polyedrického tvaru, které jiz ztratily sva jadra v disledku terminalni diferenciace, a tudiz
se povazuji za bunky mrtvé. Tyto mrtvé buiky jsou velmi bohaté na bilkoviny. Postupné
se odlupuji z povrchu kiize a nahrazuji je bunky ze spodnéjsich vrstev (deskvamace) [1,6].



Leskla vrstva (latinsky stratum lucidum) se sklada ze zplostélych a na sebe navazujicich
bunék obsahujicich eleidin (prekurzor keratinu) Tato vrstva se nachazi pouze na dlanich
a chodidlech, tedy v nejtlustsich oblastech kuze [2,7].

Zrnité vrstva (latinsky stratum granulosum) se sklada z jedné az ¢tyi fad zplostélych bunék
obsahujicich ve své cytoplazmé nepravidelné granule keratohyalinu, které se vyskytuji
v nahodnych fadach nebo miizkach. Jsou zodpovédné za dalsi syntézu a modifikaci proteint
podilejicich se na keratinizaci [1,3,7].

Ostnita vrstva (latinsky stratum spinosum) je nejtlustsi ze vSech (5-10 vrstev bunék). Nekdy
se tato vrstva také muze nazyvat Malpighova vrstva nebo dlazdicovd vrstva, protoze pii
migraci do této vrstvy ztraceji sloupcovité keranocyty vodu a ziskavaji polyedricky tvar, ale
zachovavaji si svij mezibunécny kontakt [1,7].

Bazalni vrstva (latinsky stratum basale) je nejhlubsi a zakladni vrstva epidermis sloZena
ze sloupcovitych keranocytd, které se piipojuji svoji delsi stranou k dermis. Keranocyty tvoii
jednu vrstvu a pfiléhaji k sobé 1 k ostnité vrstvé pomoci desmosomalnich spoji. Mezi dalsi
typicky znak této vrstvy patii tmavé zbarvena ovalna jadra bunék a pifitomnost melanocyta.
Dochazi zde k dozravani bunék [1]. Melanocyty jsou dendritické bunky vychazejici
Z nervového hiebene, které obsahuji pigment melanin, jenZ chrani pred UV zafenim.
Melanocyty jsou uspotadany vodorovné nad dermis [2].

— ————— Mrtvé bunky s keratinem

Rohova vrstva

Leskla vrstva

Zrnita vrstva —

Lamelarni granule

Ostnita vrstva — Keranocyty

Bazalni vrstva —  © i &
7 > = Merkelovy buiky
Melanocyty ———&=A £ =0 o >

Dermis Neuron

Obrézek 2: Stavba epidermis [4].

2.1.2 Dermis

Skara (latinsky dermis nebo corium) tvoii vétsinu tloustky kize (1-3 mm) a zajistuje jeji
pruznost, odolnost a pevnost. Obsahuje smyslové receptory. Jedna se o systém tuhé, vazivové,
vlaknité a pojivové tkané, ktery ve své struktuie obsahuje krevni cévy, nervy, folikuly vlast
achlupti, mazové zlazy, potni zlazy nebo lymfatické cévy [1,6]. Uzce spolupracuje
S epidermis zejména pii opravé a piestavbé klize pfi hojeni ran. Hlavni slozkou dermis
je vlaknity protein kolagen typu I. Jedna se o hlavni strukturalni bilkovinu téla, ktera
se nachazi ve vazech, Slachach, ve vystelce kosti a v neposledni fadé v dermis. Kolagen
predstavuje 70 % suché hmotnosti kuze [1]. Mezi dalsi slozku dermis patii napiiklad kyselina
hyaluronova nebo glykosaminoglykany, které slouzi k zadrzovani vody v téle [3]. Dermis

9



se déli se na dvé vrstvy. Povrchova vrstva bradavkova (stratum papilare) se sklada z volné
pojivové tkang, volnych elastickych vldken a kolagenu. Druhou vrstvou je hluboka vrstva
sitova (stratum reticulare), kterd je hustsi a obsahuje pfedevsim kolagenova a elastinova
vl&kna, nervova zakonceni, lymfatické cévy a svaly (napt. naptimovace chlupt) [2,7].

2.1.3 Hypodermis

Podkozi (latinsky Hypodermis) se skldda z rizného mnozstvi podkozniho tuku, ktery slouzi
k termoregulaci, jako zasobarna energie, k tltumeni narazt nebo k ukladani vody v téle [6].
Je to vysoce prokrvena vrstva protkana velkym mnozstvim cév tvorena fidkym kolagennim
vazivem. Rozlozeni podkozniho tuku je ovlivnéno fadou faktord, mezi které patii napiiklad
vyZziva, v€k, ¢innost Zlaz a v neposledni fad€ pohlavi jedince, kdy u muzi se pohybuje kolem
10-15 % a u zen kolem 20 % z celkové hmotnosti jedince [2,7].

2.14 Nadorové onemocnéni kiize

Kize pokryva celé lidské télo a chrani ji pfed vnéj$imi vlivy. Tyto nepfiznivé vlivy okoli
mohou zpusobovat jak lehké onemocnéni kize, tak i napiiklad nddorové onemocnéni. Nador
se da obecn¢ oznacit jako onemocnéni, pti kterém dochézi k nekontrolovatelnému déleni
arustu télesnych bunék a jejich Sifeni do dalSich ¢asti t€la. Rakovina je onemocnéni, Které
je zptisobeno zménami v genech, jez fidi nase bunky [8]. Navzniku kozniho nadoru
se nejcastéji podili UV zafeni, ale i geneticka predispozice. Dal§im parametrem je i staii
Cloveéka, kdy se vyskyt rakoviny kiize vyrazné zvySuje s vékem. Existuji dva zékladni typy
nadort, zhoubné a nezhoubné [9].

Nezhoubné (benigni) nadory jsou shluky bungk, které nemaji schopnost napadat okolni tkan
nebo se Sifit dale po téle (metastazovat). Nejlastéji neohrozuji zivot cEloveéka. Jednd
se naptiklad o dysplasticky névus, matefské znaménko, lipom nebo hemangiom [8].

Zhoubné (maligni) nadory kuze maji v nékterych piipadech schopnost metastazovat, jsou
invazivni a rostou mnohem rychleji nez naddory benigni. Jsou velmi nebezpecné a pomérné
velmi Casté. Kazdy rok ptibyva n€kolik miliona ptipadi tohoto typu onemocnéni piedev§im

v v

u bélosské populace. Jedna se o nejrozsifené;jsi lidsky typ nador obecné [8].

Dlazdicové buiky
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~Melanocyty
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A .
Spinaliom . \ . : ’
N\ \ |
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A

IV
—l ,,"" 3 s “

Obrézek 3: Typy ndadorového onemocnéni kiize [10].

Hypodermis
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Kozni nadory se pojmenovavaji a déli podle typu bunky, ze které vychazi (vychozi tkang)
nebo podle svého chovani. Mezi nejznaméjsi typy patii bazocelularni karcinom (bazaliom,
BCC), spinocelularni karcinom (dlazdicobunéény karcinom, spinaliom, SCC) a maligni
melanom [9].

Nemelanomové kozni nadory

Mezi tyto nadory patii bazocelularni karcinom a dlazdicobunéény karcinom. Tyto dva druhy
Slunci (oblicej, zada, koncetiny). Jedna se o nddory, které se objevuji velmi ¢asto, ovSem
pouze s 1 % umrtnosti [11].

Bazaliom (z anglického Basal Cell Carcinoma, BCC) je typ kozniho nadoru, ktery pomalu
roste, je lokalni a u kterého se vyskytuji metastaze pouze vyjimecné. Mize ovSem zpuisobit
velmi vazné problémy, pokud dojde k lokalni destrukci tkané a k infiltraci do dalSich organt
[12]. Vznik4 v bazalni vrstvé epidermis pii kumulativni mutaci DNA (nejcastéji gen PTCHI1)
kvuli expozici kiize slune¢nimu zateni a naslednému vzniku thyminovych dimert. Bazalni
bunky produkuji nové bunky, které vytlacuji do vyssich vrstev star§i bunky. Tento proces
tvorby novych bunék jefizen DNA bazdlnich bunék. Pfi mutaci DNA buiiky dochazi
k rychlému mnozeni, ristu a tvorbé rakovinného ttvaru na povrchu kize [10]. Dal§i moznosti
vzniku bazaliomi jsou syndrom bazocelularniho névu (Gorlinuv syndrom) nebo onemocnéni
Xeroderma pigmentosa a Albinismus. Tento tumor se obecné projevuje ruzovymi vyrustky,
cervenymi skvrnami nebo otevienymi rankami. Existuje nc¢kolik podtypii bazaliom. Léci
se lokalné nebo chirurgickym odstranénim [11-14].

Spinaliom (z anglického Squamous Cell Carcinoma, SCC) je maligni epitelovy typ lokalniho
kozniho nadoru vznikajici abnormalné rychlym ristem dlazdicovych bunék v epidermis, ktery
v 5-10 % ptipadech metastazuje do blizkych uzlin. Opét zde hraje vyznamnou roli pfi vzniku
nadoru UV zafeni, kdy dochazi k poskozeni DNA (mutace genu p53), které vyvola zmény
v chovani dlazdicovych bunék. Dochazi kexpanzi mutovanych bunék na tkor bunék
normalnich [15]. Tento nador se vyskytuje pii dlouhodobém az chronickém vystavovanim
Slunci. Dalsi moznosti vzniku spinaliomu je vystavovani kizi primyslovym karcinogentiim
(napf. dehet, arsen), infekce HIV nebo pii poruchach imunity. Riziko vzniku nadoru zvysuji
faktory jako nizké mnozstvi melaninu v kazi nebo veék [11,16]. Projevuje se vznikem Supin
na povrchu kize, mirnym zcervenanim nebo otevienymi rankami, kdy mulze dochdzet
ke krvaceni. Existuji dvé dédicnd onemocnéni, které rapidné zvySuji riziko spjaté
s onemocnénim nadoru spinaliomu. Jedna se o onemocnéni Xeroderma pigmentosa
a Albinismus [15].

Kozni maligni melanom

Jedna se o nejproblémovéjsi a nejagresivnéjsi kozni nador. Tvoii pouze 4 % vSech ptipadi
rakoviny kuze, ale je pfi¢inou az 75 % vSech Gimrti obecné na nadorové onemocnéni kize
[17]. Vysoka Umrtnost je spojena s tim, ze melanomy postihuji lymfatické uzliny nebo
metastazuji a dostavaji se i Kkjinym organtm, které napadaji [18]. Nejcastéji vznika
z epidermalnich melanocytd jako nové klasické znaménko nebo popiipade z jiz existujiciho
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znaménka, které meéni svoji strukturu. Mezi ptiznaky maligniho melanomu patfi zména
velikosti a tvaru znaménka, vytok nebo krvaceni, poptipad¢ tvrdost ¢i oteklost znaménka [13].

Podle stadia melanomu (Obrazek 4) se rozdéluji melanomy do péti stadii. Obecné plati,
ze ¢im vetsi Cislo, tim je nador agresivnéjSi a onemocnéni je vaznéjsi. U stadia 0 je nador
na vrchni vrstvé epidermis. V prvnim stadiu dochazi k prostupu nadoru do dermis podobné
jako ve stadiu II. Tyto dvé stadia se liSi pouze tloustkou nadoru. Ve stadiu III jiz dochazi
k napadeni lymfatickych uzlin. V poslednim stadiu se rakovina rozsifuje i do okolnich tkani
lidského téla (napf. plice, jatra, stieva) [19].

Stadium 0 Stadium I Stadium IT Stadium IIT Stadium IV

Epidermis

Dermis

Podkozi

Obréazek 4: Stadia maligniho melanomu [19].

U maligniho melanomu je nesmirn¢ dilezita vCasna diagnédza. Pii podezieni na maligni
melanom se nejéastéji provadi kozni biopsie, kdy dochazi k histologickému vySetfeni
odebraného vzorku tkané. Tato metoda se v dnesni dobé povazuje za klasickou a standartni
metodu, ovSem je pomérné ¢asove narocna a v nékterych ptipadech i neprikazna [17].

2.1.5 Prvkové zmény v nadorove tkani

Uspotadani a koncentrace chemickych prvkl v bunééném prostiedi jsou urcujicim faktorem
morfologie tkané. Ta se méni v zavislosti na tom, jak se bunky déli a vyvijeji. Pfi pfeméné
buniky ze zdravé na tumorovou dochazi ke kvantitativni 1 prostorové zméné uspotradani prvki
v tkani. Tyto procesy se odehravaji pfed vSemi morfologickymi zménami nebo pied
imunoaktivitou. Tzv. Warburgtv efekt je spoleény pro vSechny typy rakoviny. Spociva
ve zvySené produkci ATP, biosyntéze Ctyi hlavnich tfid makromolekul (proteiny, lipidy,
sacharidy a nukleove kyseliny) a zpiisnéni redoxni kontroly. Toto slouzi jako piedstupen
nadoroveho ristu a diferenciace, kdy nasleduje bunééné déleni, angiogeneze, autoimunitni
reakce a piipadné metastazovani. Dochazi ke zménam v metabolismu, které jsou spojeny
s jemnymi rozdily mezi chemickym slozenim zdravych a zhoubnych bunék. Tyto zmény
v distribuci chemickych prvka by se mohly vyuzit k diagnostice nadorovych tkani s vyuzitim
zobrazovacich analytickych technik s dostate¢nym prostorovym rozlisenim [20,21].

2.1.6 Diagnostika nadorového onemocnéni kiZe

V dne$ni dobé existuje mnoho moznosti, jak rakovinu kize diagnostikovat a posléze 1é¢it,
pokud se zachyti v po¢ate¢nim stadiu. Z tohoto ditvodu je proto velmi dulezita ¢asta prevence
u kozniho l¢kate a v ptipadé pozitivniho nalezu v€asné a peclivé odstranéni nadoru [9,13].
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Existuje n¢kolik moznosti, jak diagnostikovat kozni nadory. Nejcastéji dochazi k diagnostice
vSech druhd nadord pomoci Klasického histologického vySetfeni S vyuZzitim barveni
hematoxylinem a eozinem (Mohsova mikrograficka chirurgie). Rozsitenim klasické histologie
je imunohistochemie. Jedna se o histologickou techniku barveni, ktera pracuje na principu
detekce jednotlivych tkanovych antigeni pomoci specifickych primarnich protilatek. Dalsi
moznosti diagnostiky je dermatoskopie s vyuzitim dermatoskopu. Tato metoda umoziuje
vizualizovat urCité morfologické znaky koznich 1€zi, které jsou pro pouhé oko velmi Spatné
viditelné. Pro diagnostiku je mozné vyuzit i vysokofrekven¢ni ultrazvuk, ktery je schopen
ur¢it i tloustku nadoru. Ve vyzkumu se pouziva technika elektronové mikroskopie, ktera
dokaze odhalit subcelularni strukturu indikujici diferenciaci. Mezi dal$i konven¢ni metody
patii i pocitacova tomografie, magneticka rezonance nebo fluorodeoxygluk6zova pozitronova
emisni tomografie. Kazda ztéchto vySe zminénych metod ma své plusy i minusy. Proto
je cilem tyto metody zkombinovat nebo objevit metody nové [22,23].

V poslednich letech se zacinaji objevovat nové techniky, které by pomohly zpiesnit
diagnostiku koznich nadord. Mezi tyto metody patii naptiklad komparativni genomova
hybridizace (z anglického Comparative Genome Hybridization, CGH), technika PCR
(z anglického Polymerase Chain Reaction), Ramanova spektroskopie nebo vySetieni
konfokalnim skenovacim laserovym mikroskopem (SCLM). Pomérné popularni a jiz velmi
dobie prozkoumana je v dnesni dobé technika LA-ICP-MS v oblasti diagnostiky malignity
tkané. V neposledni fadé mezi tyto nové a slibné techniky patii metoda spektroskopie laserem
buzeného plazmatu (LIBS) [22,24].

Mezi moznosti 1é€by nadorového onemocnéni klize patii chirurgické odstranéni nédoru,
chemoterapie, kryochirurgie, radioterapie, imunoterapie a cilena nebo podptirna 1écba [24].

2.2 Uvod do spektroskopie

Spektroskopie je obecné charakterizovana jako metoda, pii které dochazi k interakci mezi
zafenim a hmotou. Zaklady spektroskopie polozil fyzik G. R. Kirchhoff, podle kterého
ma kazda Cista latka své charakteristické spektrum [25].

Spektroskopické techniky jsou hojné vyuzivany v technickych oblastech védy a techniky,
jako jsou naptiklad chemie, fyzika, mechanika ¢i biologie. Vyuzivaji se pro studium struktur
atomt a molekul. Tyto techniky se daji pouzit jak pro kvalitativni, tak pro kvantitativni
analyzu. Vyznacuji se velmi vysokou citlivosti [26].

Hlavni déleni spektroskopickych metod je na metody absorp¢ni a emisni. Mezi zakladni
metody spektroskopie patii atomova spektroskopie, rentgenova spektroskopie, molekulova
spektroskopie a mnoho dalsich. Tyto metody se od sebe odliSuji nejcastéji podle zpisobu
interakce zafeni s hmotou [25].

Jednou z nejzakladnéjsich analytickych metod pro prvkovou analyzu je opticka emisni
spektroskopie — OES nebo jinak atomova emisni spektroskopie — AES (z anglickeho Optical
Emission Spectrometry a Atomic Emission Spectrometry). Tato metoda je zaloZena
na pozorovani zafeni emitovaného excitovanymi atomy a ionty prvka v plynném stavu. Pii
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dodani energie do systému (tepelna energie, elektricka energie) dochazi k atomizaci vzorku
a nasledné excitaci valenénich elektrond atomu. V excitovaném stavu setrvava elektron velmi
kratkou dobu. Pfi deexcitaci, pfechodu na zakladni energetickou hladinu, dochazi k emisi
elektromagnetickeho polychromatického zatreni. Toto zafeni charakterizuje zkoumany systém.
Pro kvalitativni analyzu se vyuZziva poloha ¢ar ve spektru (vinova délka emitovaného zafeni)
apro kvantitativni analyzu se vyuziva intenzita emitované¢ho zafeni. Vysledkem méfeni
je carové spektrum. Spektréalni oblast pro OES se pohybuje v rozmezi 165 az 900 nm [26].

2.3 Spektroskopie laserem buzeného plazmatu

Spektroskopie lasem buzeného plazmatu LIBS, z anglického Laser—Induced Breakdown
Spectroscopy, je metodou optické emisni spektroskopie. Je to vSestranna analyticka
mikro-destruktivni technika, ktera pfi interakci vzorku s laserovym paprskem tvoii
plazmaticky utvar. Laserem buzené plazma emituje elektromagnetické zafeni, které
charakterizuje vlastnosti daného materialu a umoznuje kvalitativni a kvantitativni analyzu
prvka s citlivosti v fadech ppm (z anglického Parts per Milion) [27].

2.3.1 Historie

Tato metoda je vyvijena od pocatku 80. let 20. stoleti, ackoliv prvni prace zabyvajici
se metodou LIBS jsou jiz z roku 1960 [28]. Az v 80. letech minulého stoleti se zacala metoda
LIBS vice rozvijet spole¢né s rozvojem instrumentace, piedev§im laserovych zdroju, které
byly kompaktnéjsi, odolnéjsi a levnéj$i. Dal§im impulzem pro rozvoj této metody bylo
vyvinuti spektrometrti s lepSimi detek¢énimi limity nebo moznosti zpracovavat vétsi objemy
dat a efektivné je vyhodnocovat [29]. V poslednich letech dochazi k vyvoji dalsich typa LIBS
pro specifické aplikace. Pravdépodobné nejznaméjsim piikladem je LIBS pro dalkovou
analyzu objektd [30] nebo analyza biologickych tkani v medicinskych aplikacich [20].

2.3.2 Princip metody LIBS

Pii dopadu zaostieného laserového pulzu o vysokém Spickovém vykonu na povrch
analyzovaneého materialu dochazi k fadé¢ reakci, pti kterych se tvoti laserem buzené plazma.
Dochazi k odpatfeni malého mnozstvi materialu, kde nasledné vznika krater. Ablatovany
material stlacuje atmosféru v okoli vzorku a dochazi ke vzniku rézové viny. V tomto
okamziku dochézi k fad¢ dalSich jevl, jako napftiklad velmi rychly lokalni ohfev, taveni,
odpafovani materialu, atomizace, excitace aionizace vzorku [31]. P#i piechodu zpét
do zakladniho elektronového stavu ¢astice vyzaiuji charakteristické elektromagnetické zateni
pro dany material, diky kterému jsme schopni ur€it jednotlivé prvky obsazené v matrici [27].

Laserovy puls Rézova vina
Odpafovani /i’lasma\ \\\ “ . o
' Emise

Obrazek 5: Princip metody LIBS [32].

Absorpce Ab

14



2.3.3 Laserem buzené plazma

Plazma je ctvrté skupenstvi hmoty neboli kvazineutralni ionizovany plyn, jehoz castice
vykazuji kolektivni chovani [33].

Laserem buzené plazma je zdrojem analytické informace pro techniku LIBS. Vznika
po dopadu  vysokoenergetického laserového pulzu na povrch materidlu. Sklada
se z neutralnich ¢astic, kladn€ nabitych ¢astic (kationty) a zaporn€ nabitych ¢astic (elektrony,
anionty). Vznika dodanim dostate¢ného mnozstvi energie molekularnimu plynu, které je vyssi
nez vazebné energie jednotlivych stavii hmoty. Dochazi ke zméné skupenstvi (fazovému
piechodu) [34]. Hustota vykonu potiebna pro iniciaci plazmatu je piiblizné 1 GW/cm? pro
pevné latky. Vzniklé plazma se vyznacuje rychlym ¢asovym vyvojem a nehomogenitou [31].

Dulezitym parametrem techniky LIBS je doba Zivota plazmatu. Po skonéeni laserového pulzu
se plazma rozptyli do atmosféry. Toto plazma se nazyva piechodné. V momenté, kdy piestane
dopadat energie z laseru na material, nastava ochlazeni plazmatu [35]. Pti ochlazovani
plazmatu za¢ne byt emitovano n€kolik druhi zateni. Na zacatku je brzdné zatfeni tvorici
analyticky bezvyznamné kontinuum. Nasleduje ¢arova emise iontt, ktera je jiz vyuzitelna pro
spektroskopii (okolo 100 ns po ablaci vzorku). Déle pak dochazi k vyzafovani atomovych ¢ar
a pozdgji pti nizsi teploté k emisi signali pochazejicich z molekulovych past [27].

vyhasinani plazmatu
typické oblast pro
snimani emisnich ¢ar

Intenzita

Ins 10 ns 100 ns 1us 10 us
Cas od pocatku pulzu

Obréazek 6: Casovy pritbéh doby Zivota plazmatu [27].

2.3.4 Instrumentace

LIBS aparatura se sklada ze ctyt zakladnich ¢asti. Z pulzniho laseru, zaostiovaci optiky,
sbérné optiky a spektroskopu s detektorem synchronizovanym s laserovym pulzem (Obrazek
7). Mohou byt piidavany dalsi prvky soustavy ke specialnim ucelum [27].

-—- N

“"“  vieme o= Cotia
Ry

{@/

Obréazek 7: Instrumentace LIBS [36].
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Laser

Lasery (z anglického Light Amplification by the Stimulated Emission of Radiation) produkuji
stimulovanou emisi fotonu. Skladaji ze tii zakladnich soucasti (zdroj energie, laserové
médium, opticky rezonator) [37]. Lasery se déli podle aktivniho prostiedi (pevnolatkové,
kapalinové nebo plynné), podle pracovniho rezimu (kontinualné pracujici a pulzni) a podle
spektra vyzafovani neboli vinové délky (UV, VIS, IC). P¥i pouzivani je nutné dbat na ochranu
zraku kvuli moznému rozsahlému poskozeni zraku [38].

Pulzni laser

Jedné se o laser s kratkymi svételnymi pulzy s vysokym vykonem, ktery pracuje s navolenou
frekvenci buzeni. K ablaci jsou nejcastéji pouzivany Nd:YAG nebo excimerové lasery
[39]. Existuji lasery s nanosekundovymi, pikosekundovymi az femtosekundovymi pulzy
[27,28].

Pevnolatkovy Nd:YAG laser je na bazi ytrito-hlinitého granatu dopovaného ionty neodymu.
U tohoto typu laseru je zékladni emitovanou vinovou délkou 1 064 nm. Pouzivaji se ovSem
i kratsi vinové délky pii pouziti generatoru vysSich harmonickych frekvenci, jako naptiklad
druha harmonickd frekvence 532 nm, tieti harmonicka frekvence 355nm nebo ctvrta
harmonicka frekvence 266 nm. Jsou oblibené z divodu pomérné nizké ceny, jednoduché
udrzby nebo moznosti snadno je zabudovat do pienosnych systému [27,39].

Zaostrovaci a snimaci optika

Zaostrovani U nejjednodussich LIBS aparatur byva zajiSténo pouze jednou cockou S pevnou
ohniskovou vzdalenosti, kdy je dopadajici paprsek kolmy na povrch vzorku. Ve vyspélejsich
soustavach byva zaostfovani zprostfedkovano pomoci systémi cocek nebo riznymi objektivy,
které umozni homogenizaci distribuce energie v profilu svazku ¢i moznost volby priméru
laserového spotu [27,40,41].

Elektromagnetické zafeni emitované z plazmatu je pfivadéno pomoci optické fokusacni
soustavy na optické vlakno, které toto svétlo vede na Uzkou vstupni $térbinu do spektrometru.
Existuji dvé geometrie sbéru svétla. Jednou z nich je koaxialni s dopadajicim laserovym
paprskem. Toto snimani emise je kompaktng&jsi, ale nachylnéjsi k samoabsorpci. Druhym
je sbér pod uhlem 45 °, kdy pouziti sbéru pod thlem zvySuje citlivost, ale trpi vétSim
rozptylem signélu [40]. Dalsi moznosti mtze byt sbér pomoci svazku optickych vlaken, které
je na svém konci opatieno objektivem pro snimani emise. Nejcastéji byva pouzivana sbérna
optika s jednou nebo dvéma ¢ockami z oxidu kiemicitého [27].

Spektrometry

Spektrometry slouzi obecné k rozloZeni emisniho zafeni pomoci disperznich prvka (opticky
hranol nebo mfizka) na jednotlivé vinové délky. V aparatuie LIBS se vyuzivaji Klasické
spektrometry typu Czerny-Turner nebo Echelle (Obrazek 8). Mén¢ jiz byva vyuzivany
polychroméator typu Paschen—Runge. Kazdy =z téchto spektrometri ma svoje vyhody
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i nevyhody, které je nutné vyhodnotit pfed samotnou analyzou a vybrat nejvhodnéjsi
spektrometr [42,43].

Hranol

Obréazek 8: Usporddani monochromdtoru typu Czerny — Turner [42] a spektrometru typu Echelle
[43].

Detektory

Detektory zaznamenavaji intenzitu zafeni v zavislosti na vlnové délce. Jsou umistény
na vystupni Stérbin¢ spektrometru. Dfive byly pouzivany pro detekci fotografické desky,
fotonasobice nebo fotodiody [27].

V dneSni dobé jsou casto pouzivanymi detektory na laboratornich soustavach LIBS
polovodi¢ové CCD detektory (z anglického Charge Coupled Devices). Tyto fotonové
detektory jsou vysoce citlivé na energii dopadajiciho zafeni v UV, VIS a blizké IR oblasti,
kterou pfeménuji na elektricky signdl ve formé elektrond. Také jsou velmi dobré pii korekcei
pozadi. Dosahuji mnohem vétsi citlivosti nez dfive vyuzivané detektory. Jednim z hlavnich
pozadavku pro detektory spektroskopie laserem buzeného plazmatu je synchronizace
s laserovymi pulzy avelmi vysoka opakovaci frekvence [27,40,44]. Specialnim piipadem
CCD detektoru je ICCD detektor (z anglického Imaging Charge Couple Device) nebo
EMCCD detektor (z anglického Electron Multiplying Charge-Coupled Device). Tyto verze
jsou Casto vyuzivany u metody LIBS z divodu jejich lepsi citlivosti [45].

Dalsim typem jsou CMOS senzory (z anglickétho Complementary Metal Oxide
Semiconductor). Jejich vyhoda spociva v nizsi pofizovaci cen€, niz$i spotiebé energie,
jednodussim pouziti elektroniky a mensimi rozméry [44].

2.3.5 Vyhody a nevyhody techniky LIBS

Velkou vyhodou této metody je, ze ji lze pouzit pro prvkovou charakterizaci obrovského
mnozstvi vzorku ve vSech skupenstvich. At uz se jedna o nerosty, rostliny, biologické
materialy ¢i polymery umisténé v atmosférickych podminkach, ve vakuu nebo 1 pod motskou
hladinou [27,28]. Vyhodou je také minimalni destruktivita, mapovani vzorku na kratkou
¢i velkou vzdalenost, ur¢ita moznost hloubkové analyzy diky moznosti opakované generace
plazmatu na jednom misté¢ a velmi rychla analyza, ktera je omezena frekvenci detektoru
a frekvenci laseru [31]. Dalsi vyhodou je instrumentalni jednoduchost samotné experimentalni
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sestavy a také nizké pofizovaci naklady. Zapotiebi je pouze pulzni laser, optické prvky
a spektrometr s detektorem. Proto je tato metoda ¢im dal vice oblibena, protoze si ji dokaze
védecké pracovisté sestavit samo. V neposledni fadé patii mezi vyhody i moznost zlepSeni
kvality LIBS signdlu, pokud to dovoli analyzovana matrice. To lze naptiklad pfidanim
druhého laseru do sestavy neboli dvoupulzni LIBS (z anglického Double Pulse LIBS) nebo
dokonce trojpulzni LIBS (z anglického Triple Pulse LIBS) [27].

Mezi nevyhody miize patfit napiiklad pomérné¢ naro¢nd kvantitativni analyza, predevSim
u biologickych vzorki nebo pii nizkych koncentracich analyzovaného prvku.

Vétsina odbornych ¢lankt uvadi, ze neni potifeba pfedem piipravovat métené vzorky pro
LIBS. Tyto informace jsou ovSem zavad¢jici. Pro pokrocilou analyzu pomoci metody LIBS
je potieba dtikladna piiprava analyzovanych vzorki, zejména u téch biologickych [45].

Oproti dalsim metodam vyuzivajicich plazmatu, jako napiiklad LA-ICP-MS (hmotnostni
spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem) dosahuje LIBS horsi citlivosti, ale na druhou
stranu Vv porovndnim s témito metodami dosahuje vys$i opakovaci frekvence (Hz)
a podobného rozliseni (um). Srovnani s dalsimi analytickymi metodami, jako jsou pXRF
nebo SEM-EDX, s technikou LIBS je mozné vidét na Obrazku 9.
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Obréazek 9:Srovnani metody LIBS s dalsimi analytickymi technikami [47].

2.3.6 Vyuziti v praxi

Jednim z dulezitych vyuziti této metody je analyza archeologickych nalezti. Nejcastéji jsou
analyzovany nélezy jako nerosty, cenné kovy, keramika nebo i umélecka dila. Piikladem
muze byt vyuziti LIBS pifi zkouméni maleb na zdech v Pompejich. Vyuziva se téz pro
rozpoznavani pravych a padélanych archeologickych nalezi. V dne$ni dobé se zacinaji
objevovat i védecké prace, které se zamétuji na analyzu bio archeologickych materiald, jako
jsou zuby, kosti nebo dokonce kalcifikované tkan¢ [48]. Mezi dalsi zajimavé vyuziti techniky
LIBS je Sonda SuperCam (NASA) vyuzivajici dalkové optické techniky vCetné¢ Ramanovy
spektroskopie a spektroskopie laserem buzeného plazmatu [30,49].
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Technika LIBS je jiz hojn¢ vyuzivana iV biologickych aplikacich. Piikladem muze byt
vicerozmérna klasifikace bakterii [50], detekce zubnich kaza [51], rakoviny psich jater [52],
prsni tkan¢ [53] nebo pfi analyze rostlin [54]. Velmi popularni je i vyuziti této techniky pfi
analyzach zvitecich tkani [55].

2.4 Biozobrazovani

Rozsahlé vyuziti metody LIBS je v kontinudlnim mapovani biologickych tvrdych a mékkych
tkani. Snimky LIBS umoziuji vizualizovat strukturu tkané z chemického hlediska
individualnich prvku (napf. Ca, Fe, Mg, Na, P a Zn) a sestavovat mapy prostorové distribuce
chemickych prvka [20]. Tohoto lze vyuzit napiiklad pro pouziti jako dopliikové metody
k histologii pfi diagnostice nadorovych mékkych tkani, kdy prostorova analyza mtze piinést
dulezité a nové informace o tkani. Prvkova analyza u tumori ktze, napiiklad melanomu,
je mozna iz davodu rozdilného chemického slozeni napadené a zdravé tkané, a tudiz
vysledné spektrum s emisnimi signaly jednotlivych prvkt budou odlisné u zdravé a tumorové
tkané. Existuje cela fada metod, které jsou schopné tyto prvky, naptiklad kovy, analyzovat
(histochemické barveni na kovy, rentgenové mikrosondy, zobrazovaci techniky hmotnostni
spektroskopie), ale kazda ztéchto technik ma uréité problémy (nizka citlivost nebo
specifi¢nost), které brani pfi rutinnich analyzach [56]. Cilem je pochopit roli téchto prvku
v biologickych mechanismech (jejich transport, distribuci apod.), identifikovat je a idealné
je kvantifikovat [57].

Biologické tkan¢ obsahuji fadu stopovych prvkd, které jsou nezbytné pro fungovani celého
organismu a které hraji velmi dulezitou roli v metabolickych procesech. Je obecné znamo,
Ze zmény v zastoupeni u téchto prvkl vedou k fad¢ patologickym procesu, véetné nadoroveho
onemocnéni kize [58]. Jednim z téchto kovu je napiiklad zinek, ktery je absolutné nezbytny
pro fungovani biologickych procest lidského téla. Hraje dulezitou roli v iniciaci, progresi
nebo zaniku rakoviny. Interakce mezi zinkem, expresi zinkovych transportéri a funkci
imunitniho systému se Uzce prolinaji s bunéénymi signalnimi drahami. Proto se pfi
biozobrazovani nadorovych tkani klade na zinek pravdépodobné nejvétsi diraz. DalSim
dulezitym kovem spojenym s karcinogenezi je Zzelezo, jakozto zékladni prvek zivych
organismi nebo méd’. Tento kov je klicovou soucésti enzymi, které se podileji na primarni
tvorbé nadorového mikroprostiedi [59]. VSechny tyto kovy jsou ve tkani ve velmi malém
zastoupeni, proto je nutné pro analyzu volit techniky, které dosahuji opravdu nizkych limitd
detekce. Mezi tyto metody mutzeme naptiklad zafadit metodu LA-ICP-MS. Existuji ovSem
i studie, které se zaméfuji na analyzu spektralnich car vapniku, hoiciku a fosforu,
jakoZzto mozné biomarkery pro diagnostiku nadorové tkadné€. Tyto spektralni ¢ary jsme schopni
analyzovat pomoci metody LIBS [60].

vvvvvv

vinové délky pulzniho laseru k ablaci mékké tkané. Schopnost tkané dostate¢né absorbovat
elektromagnetické zafeni je zasadni. Tato schopnost zavisi hlavné na elektronove struktute
atomt a molekul, vinové délce zéfeni, tlouStce biologické tkan¢ a dalSich parametrech
(teplota, koncentrace absorbujicich prvkid apod.). V biologické tkani je absorpce okrajové
zpusobena makromolekulami (protein, pigment). Bilkoviny maji absorpéni maxima kolem
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280 nm a melanin s hemoglobinem v UV a blizké viditelné oblasti spektra. Absorpce je ale
V lidské tkani zpiisobena hlavné molekulami vody, které tvofi hlavni slozku lidské tkang.
Absorpce zateni ve vodnim prostiedi tak hraje signifikantni roli pfi pfenosu zateni do tkan¢.
Nejvyssi absorpce je dosazena v UV oblasti a vzdalené IC oblasti (napf. 2 640 nm). Pro
viditelnou oblast zéafeni je voda pruhledna. Proto tyto vlnové délky nejsou doporucovany
na analyzu mékkych tkani [61]. Z&vislost absorpce jednotlivych slozek biologické tkané
na vinové deélce laseru je zobrazena na Obrazku 10.
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Obrézek 10: Zavislost absorpce slozek biologické tkdané na vinové délce [61].

2.5 LA-ICP-MS

LA-ICP-MS neboli laserova ablace (z anglického Laser Ablation, LA) v kombinaci
s hmotnostni spektroskopii indukéné vazaného plazmatu (z anglického Inductively Coupled
Plasma, ICP a Mass Spectrometry, MS) je vykonna analyticka technika, ktera umoziuje
provadét vysoce citlivou prvkovou a izotopovou analyzu pevnych vzorkil. Povazuje
se za jednu z nejvice univerzalnich analytickych metod. Pomoci této metody je mozné
provadét jak kvalitativni, tak i kvantitativni analyzu, mikroanalyzu, hloubkovou profilovou
analyzu nebo dvourozmérné mapovani chemickych prvki [39,62].

2.5.1 Princip metody LA-ICP-MS

Analyza touto technikou =zacind zameétenim laserového paprsku na povrch vzorku
ve vzduchotésné ablacni komote, s moznosti vyuziti napt. helia (He), kde dochazi po vystielu
laseru k laserové ablaci. Ablatované Castice ve formé suchého aerosolu Se vymyvaji béhem
milisekund proudem nosného plynu, napiiklad argonem (Ar) a jsou piivadény transportni
trubici k plazmovému zdroji, kde dochazi k atomizaci a ionizaci ¢astic. Tyto ionty jsou
pfenaseny do hmotnostniho analyzatoru ptes kuzely rozhrani a optiku, kde dochazi k déleni
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podle poméru m/z (hmotnost/ndboj iontu). Jako hmotnostni analyzator muze byt pouzity
napiiklad kvadrupél, pruletovy analyzator nebo iontova past [39,63,64]. Pii spravné
synchronizaci laserového abla¢niho systému a analyzatoru lze zaznamenavat signaly
jednotlivych chemickych prvkii na piesné danych mistech a vytvaret tak mapy prostorové
distribuce prvkd.

Rozhrani
systému

Hmotnostni spektrometr

Zrcadlo / - l { Tases

-

" Zaosttujici objektiv

| . 1 -— — :7--—(‘ g

ICP ‘
Abiaéni céla 'f-?—-

Helium

Obréazek 11:Schéma techniky LA-ICP-MS [65].

2.5.2 Vyhody a nevyhody techniky

Mezi nejvétsi vyhodu této metody bezesporu patii velmi nizke limity detekce, az ppb
(z anglického Parts Per Billion). Je mozné piesné analyzovat vzorky bez vétsi ptipravy,
vzorky vodivé i nevodivé nebo velmi malé. Analyza je realizovatelnd i na vzduchu
za atmosférického tlaku, kdy jsou vysledky z analyzy dostupné do nékolika vtefin [39,63].

Nevyhodou pii pouziti této techniky je pomérné dlouhy ¢as analyzy, ktera se u vétSich vzorkt
mize pohybovat v fadech hodin. Existuje ov§em i nékolik omezeni, které jsou spojené s touto
metodou pii pouziti. Jednim ztéchto omezeni je naptiklad spektralni interference.
Je zplisobena ionty, které maji podobnou nebo stejnou hmotnost jako analyt. DalSim
problémem je nespektralni interference, ktera ovliviiuje signal napiiklad vlivem zmlzovani
a transportem vzorku, ionizace v plazmatu apod. [63].

V praxi je tato metoda Casto vyuzivana v geologii, archeologii, v oblastech zivotniho
prostiedi, botanice [66], v biologickych aplikacich [67] nebo v 1ékatskych aplikacich. Jiz bylo
publikovano nékolik vyzkumd, které se zabyvaly analyzami lidskych biopsii, naptiklad
prsniho nadoru [68].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Spektroskopické metody se v poslednich letech staly jednim z nastroji biomedicinskych
aplikaci a zaznamenaly velky rozvoj v oblasti klinického vyzkumu. A to zejmeéna v oblastech
diagnostiky nadorovych tkani u sledovéani vlivu mikrobiogennich a makrobiogennich pii
pohledu na zdravotni stranku biologické tkané. Nasledujici odstavce predstavuji nejzasadnéjsi
védecké prace, které se touto problematikou zabyvaji.

Mezi védecké skupiny, které se zabyvaji analyzou mékkych tkani v parafinu metodou LIBS,
patii i tym ze Stfedoevropského technologického institutu VUT (CEITEC BUT) pod vedenim
profesora J. Kaisera. Mezi védecké vystupy tohoto tymu z poslednich let patii i prace
od A. Sindelarové a kol. [58]. Tento vyzkum se soustfedil na metodiku pii analyze mékkych
tkani, konkrétné mysich ledvin, metodou spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS).
Prace popisuje pomérné¢ naro¢nou optimalizaci systému LIBS pro méreni mékkych tkani.
Vyuzitim metody standartniho pfidavku (roztok Zn, 10 pl; 1,53 mmol/l), jakozto vnitiniho
standardu na povrchu mékkych tkani. Nasledné zpracovani dat umoznilo srovnavat jednotlivé
zmény v experimentalnim nastaveni jako zménu SNR (signal/Sum) pro zvolenou zinkovou
spektralni ¢aru. Zinek byl vybradn ztoho duvodu, protoze je v téle dulezitym faktorem
spravneho fungovani organismu a slouzi jako biomarker pii diagnostice rakoviny. Bylo
prokazano, ze koncentrace zinku ve zdravé tkani se 1i$i od koncentrace v nemocné tkani [58].

Tabulka 1: Koncentrace vybranych prvkii v mysich ledvinach mérenych pomoci ICP-OES [58].

Prvek | Ac (mg/kg) | Standartni odchylka | Relativni standartni odchylka (RSD)
P 3346 378 11%
K 3013 213 7%
S 2621 267 10 %
Na 1644 161 10 %
Mg 229 25 11%
Fe 135 32 24 %
Ca 75 9 11%
Zn 19 2 11%

Experimentalni sestava se skladala z Nd:YAG laseru s vinovou délkou 532 nm, 10 ns pulzem,
frekvenci 20 Hz, s prostorovym rozlisenim 100 um, proudem argonu a velikosti krateru
50 um. Mezi proménné parametry pii optimalizaci patfilo rozostieni, tedy mira fokusace
laseru (-300 um az 300 pm, krok 150 pm), energie laseru (10 mJ az 30 mJ), doba zpozdéni
sbéru signalu (0,25 us az 3 ps), proplach plynem nebo atmosféra. Detekce probihala
spektrometrem typu Czerny-Turner (317-343 nm) pomoci sCMOS detektoru. Pro analyzu
byla pouzita metoda SNR (z anglického signal to noise ratio) neboli pomér signal/Sum [58].

3.1 Analyza nadori kiZe metodou spektroskopie laserem buzeného plazmatu

Vyuziti spektroskopie laserem buzeného plazmatu v biologickych aplikacich se v poslednich
20 letech dostava do poptedi vyzkumné ¢innosti v LIBS komunité. Jedna se 0 velmi populérni
odvétvi, které by do budoucna mohlo pfinést nové poznatky ve svété biomedicinskych
aplikaci. Védecké tymy se snazi piedev§im predstavit tuto techniku jako metodu pro rutinni

22



diagnostiku nadorovych tkani, ktera by byla vyuZzivana pfimo na opera¢nim sale pro mozné
predbézné vysetieni napadené tkang.

Mezi pravdépodobné nejznaméjsi védce v oblasti LIBS biozobrazovani patii francouzsky
profesor Vincent Motto-Ros z univerzity Claude Bernard, Lyon. Se svym tymem vydal
Vv poslednich letech jiz nékolik ¢lanki na toto téma. Naptiklad prace pod vedenim B. Bussera
ztymu V. Motto-Rose [56], ktera se zabyva chemickou analyzou exogennich kovi, jez
se nachazeji v tkanich s histologickymi nalezy. Védci hodnotili novou a dostupnou metodu
LIBS pro multiprvkovou analyzu in situ v patologickych tkanich lymfatickych uzlin, kize,
koZnich granulomi a psedolymfomu, které obsahuji pigmenty nebo cizorodé latky.

Pro studii byly vybrany vzorky nadorovych tkani, u kterych bylo mozné sledovat chemické
slozeni. Pro standartni histologickou analyzu byly piipraveny fezy s tloustkou 5 pum, které
byly obarveny hematoxylinem a eosinem. Pro pokrocilejsi multiprvkovou analyzu byla
pouzita metoda LIBS jako komplementarni rozSifeni standartni histologické analyzy.
V koznim granulomu a preudolymfomu byl nalezen hlinik. V lymfatickych uzlinach a v kazi
byl identifikovan titan, méd’, chrom a wolfram. VSechny vzorky na analyzu LIBS byly zalité
v parafinovych blocich. Byl pouzit laser typu Nd:YAG svinovou délkou 1064 nm
s frekvenci 10 Hz a energii 4 mJ. RozliSeni bylo nastaveno na 66 um. Analyza probihala pfi
laboratorni teploté za atmosférickem tlaku. Pro zachyceni signalu byl pouzit spektrometr typu
Czerny-Turner (Andor) se spektralnim rozsahem 247-330 nm s ICCD kamerou [56].

Konkrétnim piipadem zminénym v préci je analyza lymfatické uzliny u pacienta s anamnézou
maligniho melanomu. Histologické vySetfeni odhalilo pfitomnost ¢ernych granulovanych
pigmentli, ve kterych se neprokdzala pfitomnost melanomovych bunék. Pravdépodobné
se jednalo o dusledek migrace tetovacich pigmentti simulujici regionalni Sifeni metastatickych
bunék melanomu. Analyza LIBS v tomto piipadé odhalila zvySenou koncentraci titanu v tké&ni
na mistech, u kterych histologicka analyza prokazala Cerny pigment. DalSim zobrazenym
prvkem byl fosfor, ktery slouzil pro zobrazeni architektury lymfatickych uzlin [56].

Pomoci této metody byli védci schopni sestavit vizualizaci ptitomnosti prvkid, které byly
obsazeny ve vzorcich. Tyto mapy prvkid byly nasledné porovnavany s histologickymi
analyzami. Prokazalo se, ze LIBS analyza je univerzalnim nastrojem pro identifikaci
cizorodych latek v meékkych tkanich, ktera by mohla byt pouzivana pii rutinnich
diagnostikach nadorovych onemocnéni [56].

Obrazek 12: a) zobrazeni histologické morfologie lymfatické uzliny b) mapy prostorové akumulace
titanu (Ti) a fosforu (P) v lymfatické uzliné pomoci analyzy LIBS [56].
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Dalsi praci [57] zvyzkumné skupiny profesora Motto-Rose je vyzkum pod vedenim
S. Moncaya na téma multiprvkove analyzy koznich nenadorovych i nadorovych tkani
(melanom, karcinom, dlazdicobunéény karcinom) Vv parafinovém bloku, kde byly
prozkoumavany rozdily v distribuci chemickych prvka. Metoda spektroskopie laserem
buzeného plazmatu byla vyuzita pro analyzu kozni biopsie, ktera byla doplnéna o klasické
mikroskopické histologické vysetfeni. Byly detekovany nejvyznamnéjsi kovové (Cu, Zn, Fe
a Al) i nekovové prvky (P, Mg, Na a Si) v pratoku argonu. Pii LIBS analyze nemaligni tkané
byla pozorovana silna heterogenita obsazenych chemickych prvkid. Komplexnéjsi analyza
rozlozeni prvkl odliSila jednotlivé vrstvy tkané (epidermis, dermis a hypodermis). Cilem
LIBS analyzy koznich biopsii bylo zjistit rozdily v rozlozeni prvka v napadenych tkanich.
Bylo prokazano, ze prvkové slozeni se liSi u zdravé anadorové tkané. Instrumentace
se skladala z laseru Nd:YAG (pulz 5 ns), s vinovou délkou 1 064 nm, energii 2 mJ, frekvenci
10 Hz a prostorovym rozlisenim 50 pum. Detekce probihala pomoci dvou spektrometrii typu
Czerny-Turner (oblast 270-340 nm a 190-230 nm) [57].

Tym ze Stiedoevropského technologického institutu VUT (CEITEC BUT) se nezabyval jen
analyzou meékkych tkani pomoci metody LIBS. Ve spolupraci s FN v Hradci Kralové
a s 3. lékarskou fakultou Univerzity Karlovy byla publikovana prace od doktorky K. Kiss
[20]. Vyzkum se zabyval komplementaritou spektroskopie laserem buzeného plazmatu
S histologii, ktery zahrnuje 1 poznatky o pfipravé vzorkil. Pro vyzkum byly vybrany nejvice
zastoupené kozni nadory vyskytujici se v populaci, a to maligni melanom, spinaliom,
bazaliom a benigni hemangiom. Pti LIBS analyze byly zobrazovany makrobiogenni
a mikrobiogenni chemické prvky (Ca, Mg, Na, K), které mohou poskytnout informace
0 strukturélnich zménach nadorovych vzorkt z pohledu prvkového slozeni. Zobrazeni téchto
prvki bylo porovnavano s progresi nadoru, s okraji nadoru, se zdravou tkani a s nadorovou
tkani. Pfi optimalizaci nastaveni bylo zjiSténo, Ze vzorky nadoru, které byly piipraveny
na laboratornich sklech v tloustce do 10 um, nebyly vhodné pro LIBS analyzu z dtvodu
nedostate¢ného mnozstvi materialu pro ablaci. U fezii nad 10 um byl problém s fixaci,
zdlouhavou pfiipravou, zkreslenymi vysledky analyzy, a hlavné s nezadoucimi spektralnimi
interferencemi z podlozniho skla. Proto byla vybrana metoda zaliti vzorkt do parafinu [20].

Obréazek 13: a) histologicky snimek (H&E), mapy distribuce prvkii pro vapnik (Ca II 393 nm),
b) v parafinovém bloku, ¢) na laboratornim skle [20].

Velkym piinosem této prace bylo, Ze u vzorkli maligniho melanomu a bazaliomu se prokazal
gradientni narust nadorové hmoty pro hoicik, sodik a draslik ve srovnani s okolni zdravou
tkani, kterd vykazovala pouze slaby signal téchto prvkt. Naopak u benigniho hemangiomu

k tomuto jevu nedochazelo. Dal$im zjisténim bylo, Ze vapnik vykazoval silnéjsi signal v okoli
nadoru, coz miize znamenat kalcifikaci dermis [20].
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Obréazek 14: Histologické snimky a mapy distribuce chemickych prvkii pro a) maligni melanom,
b) bazaliom, ¢) hemangiom [20].

Pristrojové vybaveni se skladalo z Nd:YAG laseru (532 nm, pulz 10 ns, frekvence 20 Hz),
spektrometr Czerny-Turner, detektoru sCMOS. Vzorky byly analyzovany piimo
v parafinovych blocich a pfi vystaveni ablatované ¢asti proudu argonu, s rozlisenim 100 pum
vV obou smérech. Druha ¢ast prace se zabyvala pouzitim strojového uceni pro zpracovani LIBS
dat, kde vysledkem shlukové analyzy bylo rozliSeni nadorové a zdravé tkané [20].

Pouzitim metody spektroskopie laserem buzené¢ho plazmatu pro biologické aplikace
se momentalné zabyva nékolik tyml po celém svété. Mohlo by se zdat, ze vyzkum v tomto
odvétvi zaznamenal velky progres. Nutno ale podotknout, ze i kdyz vysledky vypadaji
do budoucna velmi slibng, je nutné se posunout ve vyzkumu o né€kolik trovni dale (vyssi
citlivost, vyssi rychlost, lepsi prostorové rozliSeni), aby bylo mozné tuto metodu pouzivat
redlné¢ na kazdodenni bazi naptiklad pii diagnostice nadorovych tkani. | proto se tato
diplomova prace zabyva hloub¢&ji analyzou nédorovych inenadorovych lidskych tkani
a ptinasi tim dalsi a podrobné;jsi pohled na danou problematiku.

vvvvvv

prvkit v nadorovych meékkych tkani zalitych v parafinu pomoci metody LIBS.

Vzorvek r’1éd<,)rcv>vé Typ laseru Prf)vsto’rové Sledované prvky Ref.
mékké tkané (nm) rozliSeni (nm)
Lidska kuze ns, 532 100x%100 Ca, K, Na, Mg [20]
Mysi tkan ns, 1 064 100x100 Ca, Cu, Mg, Na [94]
Lidske plice ns, 1 064 100x100 Ca, Mg, Na, C, CN, Al, Fe, Cu, Si | [95]
Gliom (plicni tumor) ns, 1 064 - Ca,Mg,Na,C,N,H, K, O [96]
Lidska kuze ns, 1 064 50x50 Ca, Mg, Na, Fe, Al, Cu, Si [57]
Lidska kaze ns, 1 064 66%66 Ti, Cu, P, W, Cr [56]
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3.2 Analyza koZnich nadori pomoci dalSich analytickych metod

Diagnostikou nadorovych tkani se zabyvaji i vyzkumné tymy z jinych oblasti analytické
chemie, prevazné z oblasti spektrometrie. Mezi tyto diagnostické metody patii predev§im
hmotnostni spektrometrie [69], Ramanova spektrometrie [74] nebo hmotnostni spektroskopie
s indukéné vazanym plazmatem s laserovou ablaci [59,83,93].

Jednou z oblasti je vyuziti hmotnostni spektrometrie pii diagnostice nadori kuze. Tento
vyzkum J. Zhanga z univerzity v Texasu (USA) se zabyva nedestruktivni in vivo a ex vivo
analyzou pomoci tzv. MasSpec pera [69]. Jedna se o automatizované a biokompatibilni ru¢ni
zafizeni hmotnostni spektrometrie pro velmi rychlou analyzu nadorovych tkani, ktera
by mohla byt provedena piimo na operaénim sale bez nutnosti vyjmuti nadoru. Pro
molekularni analyzu bylo pouzito 20 tenkych fezi lidské nadorové kuze (16 pum)
a 253 vzorkt nadorové tkané plic, prsu, §titné Zlazy a vajecnikt. Ziskand hmotnostni spektra
poskytovala molekularni profily, které byly charakteristické pro fadu potencialnich
rakovinovych biomarkerti (metabolity, lipidy, proteiny). Statisticka analyza (Lasso) byla
pouzita pro predpovézeni oblasti s nddorem [69].

privod vody 3D hrot pera

phn — e —

odvod vody + metaboliti

|

cas 0 2 sekundy 3 sekundy
Obrazek 15: Princip analyzy pomoci MaSpec pera [69].

V principu se jedna o molekularni analyzu naddorovych tkani v realném case, kdy se analyzuji
biomarkery, které jsou specifické pro nadorové onemocnéni. Jednd se o rucni sondu
ve velikosti pera, ktera vypousti kapicky vody (10 pl) na povrch tkané. Tato kapicka ptitahuje
a extrahuje biomolekuly ztkan¢ (po dobu 3s) a vraci se zpét do pera (Obrézek 15).
Metabolity jsou vedeny teflonovou hadi¢kou do hmotnostniho spektrometru (ESI, orbitrap),
kde je provedena rychld molekularni analyza téchto metabolitii. Dochazi k vyhodnoceni, jestli
se jednd o rakovinnou ¢ast ¢i nikoli. Cely tento proces trva pouze par sekund. U nékterych
pfistroju je dokonce mozné odhalit i typ nadorového onemocnéni [69].

Vysledky ukazaly, ze MasSpec pero je vhodné pro in vivo analyzu rakovinovych tkani béhem
chirurgického zakroku (provadénych na mysich), aniz by doslo k vétSimu poSkozeni tkang.
Detekce rakoviny pomoci této metody se ukazala jako velice vysokd, a to s 96,3% tspésnosti.
Dalsim velkym piinosem je pomérné piesna diagnostika rakoviny v okrajovych oblastech
nadort, kde muze byt histologickd analyza nepifesna. Doposud byl tento pfistroj testovan
piedevsim v laboratofi. K testovani na opera¢nich salech ve vétsim méfitku jesté nedoslo [69].

MasSpec pero neni jediny piistroj v oblasti hmotnostni spektroskopie, ktery se zabyva
diagnostikou nadorovych tkani. Existuji 1 dalSi techniky, jako napfiklad desorpcni
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elektrosprejova ionizaéni hmotnostni spektroskopie (DESI-MS) [70] nebo rychla odpafovaci
ioniza¢ni hmotnostni spektroskopie (iKnife), ktera ovSem vede k poskozeni analyzované
tkan¢ [71]. VSechny tyto techniky pracuji na principu analyzy molekularnich iontd.

Dalsi moznou metodou pro diagnostiku nadortt mékkych tkani je i hmotnostni spektroskopie
s induk¢éné vazanym plazmatem s laserovou ablaci (LA-ICP-MS) pro analyzu stopovych
prvki. Velkou vyhodou této techniky je moznost provadét analyzu tenkych fezi, stejné jako
pfi histologii, pfimo na laboratornim skle.

Jednou z vyzkumnych skupin zabyvajici se touto problematikou je i skupina z Univerzity
Oviedo, Spanélsko. Autorka ¢lanku [59], R. Gonzélez de Vega, se zaobira kvantitativnim
zobrazovanim biogennich prvka v prsnich nadorech metodou LA-ICP-MS. Ve své praci
uvadi, ze koncentrace zakladnich stopovych prvku pfirozené se vyskytujicich v prsni tkani
je pii rakoving prsu vyrazn€ vyssi nez u zdravé tkané (Fe, Ca, Cu, Zn), protoze jsou tyto
prvky zodpovédné za mnozstvi biologickych a metabolickych procest. Metoda LA-ICP-MS
zde byla vyuzita pro zkoumani distribuce zakladnich biogennich prvka a kovu v prsni tkani.
Vsechny tenké fezy naddorovych tkani byly pokryty zlatem v tlouStce ptiblizné 9 nm, jakoZzto
vnitinim standardem. Jakozto standardy pro kalibra¢ni kiivky (Obrazek 16) byly pouzity
vzorky homogennich hovézich prsnich tkani se znamou koncentraci sledovanych prvku
(1,5a10 pg/g pro Fe a Cu; 5, 10 a 15 ug/g pro Zn; 150, 300 a 500 ug/g pro Ca).
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Obrazek 16:Kalibracni kiivky pro izotopy “*Ca a °'Fe ziskané pomoci metody LA-ICP-MS [59].

V praci se autofi zabyvaji také rozdilem pii méfeni vzorkd tkani zalitych v parafinovych
blocich nebo vzorka kryotfezli. Zde se prokézalo, Ze vysledky méfeni z obou pfiprav byly
podobné. Dale byly zkoumany rizné tloustky kryofezu (5, 8 a 10 um) pro optimalni ablaci.
Pro analyzu LA-ICP-MS byly nakonec vybrany kryofezy v tloustce 5 um z diivodu zachovani
morfologie nadoru. Instrumentace piistroje se skladala z laseru s vinovou délkou 193 nm,
energii 1,4 mJ a frekvenci 20 Hz. Velikost kraterti byla 10 um. Jako nosny plyn bylo vybrano
hélium, pied vstupem do ICP byl pfidavan argon. Sledovaly se izotopy **Ca, >’Fe, %°Cu, ®zn
[59].

Vysledkem vyzkumu bylo, Ze koncentrace vapniku byla vyssi u nddorovych tkéni nez u tkani
zdravych. Podobnych vysledkd bylo dosazeno i pro zinek, méd a zelezo. Prokazalo
se, ze Utéchto 3 kovil se koncentrace zvySila az Ctytikrat. Pfesné vysledky jsou popsany
v Tabulce 3 [59].
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Tabulka 3: Priimérna koncentrace jednotlivych prvkii v nddorové a nenadorové prsni tkani [59].

Prvek Nenadorova oblast Nadorova oblast
(ng/g) (ng/g)
“Ca 95,1+12,8 169,1 +27,1
SFe 36+14 16,3 +2,7
%Cu 38+1,8 159+29
%6Zn 47+1.2 17,8+3,4

Dalsi z tymd, které se zabyvaji touto problematikou, je skupina pod vedenim A. Limbecka
z Technické univerzity ve Vidni. Ve své praci [72] popisovali tandemovou techniku
hmotnostni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem s laserovou ablaci a spektroskopie
laserem buzeného plazmatu pro prvkové mapovani biologickych tkani. V praci byl pouzit
ptistroj, ktery je schopny provadét obé€ analyzy zaroveil. Méfeni probihalo na tenkém
kryoifezu lidského nadoru od jedince (20 um), ktery byl diive 1é¢en protinadorovym 1é¢ivem
(cisplatina). Vzorky byly méfeny na kiemikovych podlozkach. Metoda LA-ICP-MS
je vhodna pro analyzu stopovych prvka (Fe, Cu, Zn, Pt) a metoda LIBS pro dalsi prvky (Na,
K, Ca a Mg). Instrumentace LIBS se skladala z laseru Nd:YAG s vinovou délkou 266 hm
(energie 21,5 mJ, frekvence 2 Hz, rozliseni 40 um), spektrometrem Czerny-Turner (rozsah
vinovych délek 190-1 040 nm) a detektorem CCD.

Ramanova spektroskopie je jednou z dalich metod, ktera ma velky potencial nejen pfi
diagnostice rakovinovych tkani, ale i v pochopeni progrese tohoto onemocnéni. Ramanova
spektroskopie je nedestruktivni analytickd technika zalozena na rozptylu svétla, ktera
poskytuje informace o vibra¢nich stavech molekuly (informace na molekularni Urovni). Tato
technika je schopnd zaznamenat nepatrné biochemické zmény, které mohou byt spojené
s maligni transformaci, coZ mize byt velmi napomocné pfi diagnostice téchto tkani. Obecné
jsou ramanovské vibracni techniky pomérné jednoduché, reprodukovatelné, neinvazivni a pro
analyzu je potieba jen malé mnozstvi tkané [73,74].

Detekci rakoviny kiize pomoci Ramanovy spektroskopie in vitro se zabyval i vyzkum Ch. A.
Liebera a kol. zUSA [74]. Zabyvali se obecné moznym piinosem Ramanovy
mikrospektroskopie v blizké infraervené oblasti pii diagnostice nadort ktize. Celkem bylo
analyzovano 39 vzorka nadorové (bazaliom, spinaliom, maligni melanom) i zdravé kuze.
Charakteristickd spektra byla zaznamenavana na rtznych mistech z povrchu vzorki
a v krocich po 20 um pod povrch do hloubky 100 um. Byl pouzit diodovy laser s externi
dutinou (ECDL) s vinovou délkou 825 nm, tficetisekundova integra¢ni doba, budici vykon
40 mW a detektor CCD. Pii tomto vyzkumu bylo dosazeno axidlniho rozliSeni 22 um
a lateralniho rozliseni 2,4 a 6,6 pym v ose X a y. Pro kazdy vzorek byla zprimérovana dana
spektra ze vSech mist. Pro kazdou hloubku bylo vypoéteno pramérné spektrum. Na Klasifikaci
Ramanovskych spekter vzhledem k histologii byly pouzity algoritmy redukce dat. Vysledky
prokazaly, ze je rozdil mezi spektry melanomu a ostatnich nadort kize. To je zpusobeno
pravdépodobné rozdily v bunééném plvodu nadort. Také se ukdzalo, Ze tato technika
je citlivéjsi na odchylky tykajici se pigmentu nadorového onemocnéni neZz na biochemické
rozdily v tkani.

28



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

e Argon, EC 231-174-0, SIAD, Praha, Ceska republika
e Isopropanol Kontakt [IPA, KONTAKT CHEMIE, Némecko

4.2 Priprava vzorki

Mnoho védeckych ¢lanka uvadi, ze ptiprava vzorka pro LIBS analyzu neni dilezitd. Pokud
se ovsem jedna o analyzu biologickych tkani, precizni ptiprava vzorku je nezbytna, jelikoz pfi
LIBS analyze je zasadni optickd emise plazmatu vzniklého interakci laseru pravé s povrchem
vzorku. Pro biologické vzorky je velmi dulezita fixace vzorku, jednak pro snadngjsi
manipulaci, pfepravu, skladovani, ale i pro nutnost rovného povrchu vzorku. Dilezita je také
homogenizace biologického preparatu. Nejcastéji se biologické vzorky fixuji (zalévaji)
do epoxidové pryskyfice nebo do parafinu. Obrovskou vyhodou zaliti vzorkt do parafinu
jeten, ze pokud je vzorek v dostate¢né Sifce, je mozné po LIBS analyze a odkrojeni
poskozené ¢asti vzorku pomoci mikrotomu vzorek opakované analyzovat [46].

4.2.1 Vzorky zalité v parafinu

Pro optimalizaci parametrii méteni pro mekké tkan¢ byly vybrany jako modelové matrice
mys$i ledviny ztoho divodu, protoze se jednd o biologickou tkan, kterd ma strukturné
podobny charakter jako lidska kize. Dalsi velkou vyhodou je, Ze mysi ledviny jsou pomérné
jednoduse dostupné i ve vétSim mnozstvi.

Ledviny patii do vylu€ovaci soustavy spolu s dal§imi organy jako mocovod, mocovy méchyt
a mocova trubice. Tento systém zodpovida za osmoregulaci, udrZeni acidobazické rovnovahy,
regulaci krevniho tlaku a objemu tekutin, tvorby Cervenych krvinek, za odpadni produkty
metabolismu a vylu¢ovani téchto zplodin (napf. mo¢, hormony). Ledviny u savcl jsou
fazolovity parovy organ. Jsou uloZeny Vv horni ¢asti bficha po stranach patefe. Jsou obaleny
vazivovym pouzdrem a tukovou tkani, ktera je udrzuje na misté [75-77].

Dren

Ledvinova Vazivové pouzdro

pyramida
Ledvinova panvicka

Ledvinovy kalich
Mocovod

Vrchol pyramidy (papila)

Obrazek 17: Anatomie mysi ledviny [78].

Mysi ledvina je slozend z kiry (cortex), kterd se nachazi na povrchu ledviny a diené
(medulla), ktera vypliuje vnitini prostor. Dienn ma pruhovity vzhled a déli se na vné&jsi
a vnitini zonu. V prifezu ledviny jsou patrné dienové pyramidy, které usti do panvicky
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ledviny. Tato ledvinova panvicka je vystlana bunécnym epitelem a je napojend na mocovod
[79,80]. Ledvina se skladd znefronti (funkéni jednotky ledvin), které jsou spojeny
vazivovymi vlakny a uzavieny v tenkém vazivovém pouzdie [76,80].

Vzorky mysich ledvin byly pfipravovany ve spolupraci s Akademii véd Ceské republiky.
Laboratorni mysi byly usmrceny kréni dislokaci a byly jim nasledn¢ odebrany ledviny spolu
s dal$imi organy, které se vyuzily pro dalsi analyzy. VSechny ukony byly provedeny podle
protokold a pravidel stanovenych Spoleénosti pro védu o laboratornich zvifatech a Ustavu
Zivodisné fyziologie a genetiky (UZFG).

Po odebrani se tkané fixuji ve 4% formaldehydu po dobu minimalné¢ 24 hodin. Nasledné
se tkan promyva destilovanou vodou (pfiblizné 12 hodin) kvili vymyti formaldehydu.
Vyuziva se principu zalévani prosycenim odvodnéné tkané rozehiatym parafinem pii 56 °C
az 58 °C, ktery se skladad ze 4 kroku. Nejprve se tkané¢ odvodiuji etanolovou Fadou
(30% etanol 3 hod., 50% etanol 3 hod., 70% etanol 12 hod., 80% etanol 1 hod., 95% etanol
1 hod., 100% etanol 1 hod.). Druhym krokem je prosyceni tkané€ tekutinou rozpoustéjici
parafin (xylen I 1 hod., xylen II 1 hod., xylen III 1 hod.). Lazen xylenu III je nej¢istsi. Tietim
krokem je prosyceni tkan¢ parafinem (parafin I 1 hod., parafin II 12 hod., parafin III 1 hod.,
parafin IV 1 hod.). Poslednim krokem je vlastni zaliti a orientace tkdn¢ do parafinu
(HISTOWAX) a nasledné zatuhnuti. Dalsi den se parafinovy blok jiz se vzorkem umisti
do ledni¢ky a odstrani se z nerezové formy, ve které dochazelo k zaliti. Poslednim krokem
je nakrajeni vzorku pomoci posuvného mikrotomu (HM 430, Thermo Scientfic, UK)
do pozadované roviny pro samostatnou analyzu LIBS (Obréazek 18).

Obréazek 18: Ledvina zalita v parafinovém bloku pripravend na findini skrajovani.

Vzorky lidskych nadord jsou pfipravovany ve spolupraci s Fakultni nemocnici v Hradci
Kralové. Vsechny vzorky jsou odebirany pacientim chirurgickym zékrokem (biopsii)
na zéklad¢ doporuceni kozniho Iékate. Byla provadéna Siroka lokalni excize s bezpecnostnim
lemem zdravé kuze. Vsichni pacienti podepsali informovany souhlas s vyzkumem. Studie
byla schvélena etickou komisi Fakultni nemocnice v Hradci Kralové (ref. ¢islo 201805 SOSP).

Kozni nadory byly po vyjmuti ponofeny po formaldehydu a ptedany na histologické odd¢leni,
kde byla klasickym zptisobem stanovena diagnéza. DalSim krokem bylo =zaliti tkané
do roztaveného parafinu (FFPE, zanglického Formalin-Fixed Paraffin-Embedded).
Poslednim krokem bylo siezavani bloki do pozadované roviny pomoci mikrotomu (SM2010
R, Leica, Némecko) pro analyzu LIBS.
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4.2.2 Rezy na laboratornim skle

Z parafinovych blokl koZnich nadorti byly nafezdny pomoci mikrotomu (SM2010 R, Leica,
Némecko) fezy 1 mm pro histologické vySetieni. Tyto fezy byly obarveny hematoxylinem
a eozinem (H&E) pro vizualizaci struktury bunék. Rezy 10 um bez obarveni byly piipraveny
pro analyzu LA-ICP-MS. Rezy byly piipevnény na laboratorni skli¢ka (adhezivni povrch
TOM-14, Matsunami, Japonsko).

Obrézek 19: Ukdzka tenkého iezu (10 um) nadoru na laboratornim skle pro analyzu LA-ICP-MS.

4.3 Pouzité pristroje a software

e FireFly LIBS systém, Lightigo Brno, Ceska republika

e LabTrace 2, CEITEC VUT, Ceska republika

e Laser Ablation System NWR193, New Wave Research, Inc., USA
e [CP-MS systém iCAP Q, ThermoFisher Scientific, USA

e Posuvny mikrotom HM 430, Thermo Scientfic, UK

e Posuvny mikrotom SM2010 R, Leica, Némecko

e Digitalni mikroskop OLYMPUS DSX110, Olympus, Japonsko
e Mikroskop VM12x Video, Image Optics, UK

e Mikroskop MZ 16, Leica Microsystems, Némecko

e LIBS Analyzer, CEITEC VUT, Brno, Ceska republika

e lolite 4 program, University of Melbourne, Australia

e Epina ImageLab, Lightigo Brno, Ceska republika

e MS OFFICE

4.4 Analyza pomoci metody LIBS

4.4.1 Popis aparatury

Vsechny LIBS analyzy byly provadény Vv laboratofich Stfedoevropského technologického
institutu (CEITEC BUT) a v laboratotich Fakulty strojniho inZenyrstvi VUT. Byly vyuzity
nasledujici méfici sestavy:

FireFly

Pro analyzy byl pouZit pfistroj FireFly LIBS systém (Lightigo, Brno, Ceska republika). Jedna
se 0 soustavu s motorizovanym pohyblivym stolkem (3 osy) s Uchyty na vzorky (Obréazek 20)
s moznosti ofuku plynem (napf. Ar, He, vzduch) a odtahem vzniklych necistot z prubéhu
analyzy. Pro ablaci je vyuzivany diodové Cerpany pulzni nanosekundovy Nd:YAG laser
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(5ns pulzy, rychlost 50 Hz) smozZnosti vybéru téi vlnovych délek laseru (1 064 nm
s maximalni energii 60 mJ, 532 nm s max. energii 30 mJ, 266 nm s max. energii 12 mJ).
Obsahuje také objektiv s velkou hloubkou ostrosti (f=75mm) nebo asféricky objektiv
s mikroohniskem (f=20 mm). Dale je soulasti pfistroje sbéma optika (pro sbér
charakteristického zafeni plazmatu), spektrometr typu Czerny-Turner nebo spektrometr
Echelle s oblasti sbéru od 180 do 1 100 nm (rozliseni <0,05 nm) a detektor typu CCD/CMOS.
U tohoto pristroje se uvadi limity detekce od 1 do 100 ppm, mozné rozliSeni 10 az 150 pum,
velikost skenovaci oblasti az 100x100 mm [81].
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Obréazek 20: a) mérici sestava FireFly, b) ablacni komora se stolkem pro upevnéni vzorkii [81].
LabTrace 2

Sestava LabTrace 2 (Obrazek 21) byla vyuzivana pro experimenty s diodové Cerpanym
Nd:YAG femtosekundovym laserem (PHAROS, LIGHT CONVERSION, Litva) s délkou
trvani pulzu okolo 150 fs, opakovaci frekvenci 10 kHz, energii pulzu az 1 mJ a primérnym
vykonem az 20 W [82]. Jedna se o otevienou abla¢ni celu s motorizovanym stolkem pro
uchyceni vzorkli, bez moznosti ofuku plynem ¢i odtahu. Daéle je soucasti sestavy sbérna
optika, spektrometr typu Czerny-Turner (AvaSpec ULS2048CL-EVO, Avantes, Nizozemsko)
s rozsahem 240 az 407 nm a detektor CCD/CMOS.

Obréazek 21: Oteviend sestava LabTrace 2.
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4.4.2 Metodika méreni

Analyza metodou LIBS lze dvéma zptsoby. Prvnim znich je bodova analyza. Jedna
se 0 mod, kdy se analyzuje konkrétni bod na povrchu vzorku, nasledné dochazi k posunuti
vzorku ak opétovné analyze dalSiho pfesné¢ uréeného bodu. Jednd se o pomérné Casové
naro¢ny typ analyzy, ktery se hodi pro akumulaci signalu nebo napiiklad pro hloubkové
profilovani. Druhym typem je kontinudlni typ analyzy (Obrazek 22), tzv. rychlé mapovani,
ktery pracuje na principu plynulého pohybu vzorku na motorizovaném stolku v obou osach,
kdy je tento pohyb synchronizovany s laserovymi pulzy. Pfesna vzdalenost jednotlivych pulzi
(krok) nam urcuje prostorové rozliSeni, kdy se kazdému pulzu (kroku) pfifazuji
charakteristické soufadnice pro tvorbu prvkovych map. Parametr prvkového rozliSeni
je limitovan poSkozenim vzorku vlivem ablace. V obou piipadech dochazi k pohybu vzorku
diky motorizovanému posuvnému stolku [83].

krok

velikost krateru

osa y

— | laserovy pulz

.
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Obrazek 22: Schéma principu kontinuélniho (rychlého) mapovani na rakovinové tkani.

4.4.3 Nastaveni optimalnich podminek méfeni pro LIBS analyzu

Vlastnosti méfeni jsou silné zavislé na charakteristice a typu pulzniho laseru. Témito velmi
Casove kratkymi pulzy je zajistén vysoky vykon. Diky vysokému piikonu a plo$né hustoté
vykonu (iradiance) je mozné ablatovat téméf vSechny druhy materiald, véetné mékkych tkani.
Dochézi K roztrhnuti vazeb mezi atomy kvili multifotonovym procesim absorpce
a lavinovym ionizacim. Jev roztrhnuti vazeb je pojmenovan jako opticky priraz (breakdown)
[27,28].

Charakter a vlastnosti laserem indukovaného plazmatu jsou ovlivnény nékolika provoznimi
podminkami laseru. Jednou z nich je vinova délka laseru (1). Mezi dalsi ovliviiujici podminky
patii délka pulzu (7) a energie (E), ktera je nutna pro samotné vytvoieni a udrzeni plazmatu
nebo pro vyrovnavani ztrat tepla vyzafovanim a vedenim [27]. Dalsi dilezitou roli hraje
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okolni atmosféra kolem laseru pfi vzniku plazmatu. A to jak atmosféricky tlak (p), tak
i slozeni atmosféry [48,84]. Mezi dal$i parametry patii nastaveni detekéniho okna neboli ¢as
zpozdéni sbéru signalu (z anglickeho gate delay — GD) nebo akumulace laserovych pulzi
V jednom vystielu. Dal§im parametrem je fokusaéni rozostieni (z anglického defocus), kdy
zaporné rozostieni znamena zaostieni fokusac¢ni optiky nad povrch vzorku a kladné rozostieni
znamena zaostieni optiky pod povrch vzorku, rozostfeni 0 mm znamena zaostfeni na povrchu
vzorku [58]. Poslednim dulezitym parametrem je velikost krateri (z anglického spot size).
Velikost kraterii je velmi dulezity parametr, protoZze ¢im jsou mens$i ablacni kratery, tim
je moznost dosazeni mens§iho rozliSeni neboli vétsiho poctu pixeld. Jelikoz je cilem
v biologickych aplikacich dostat se s rozlisenim na bunéfnou uroven (prumérnd velikost
buriky je ptiblizné od 5 um do 30 um [85]), je tento parametr opravdu signifikantni. Ovsem
intenzita spektralni Gary je zavisld& na mnozstvi ablatovaného materialu, ktery je zavisly
na energii laserového svazku. Proto je dulezit¢ najit odpovidajici rovnovdhu mezi
prostorovym rozliSenim a citlivosti detekce [86].

Vsechny tyto parametry mohou ovlivnit pozitivné analyticky signal nebo vyslednou intenzitu
emisnich signdlti. Pokud se ovSem zvoli vySe zminéné parametry nevhodné, milze dojit
ke znehodnoceni analyzy. Cilem optimalizace méfeni je obecné minimalizovat Sum (pozadi),
maximalizovat signal ve spektru, vyhnout se samoabsorbci spektralnich ¢ar a pokusit
se maximaln¢ potla¢it matri¢ni efekt.

Femtosekundovy laser

Vsechny experimenty pro dosazeni optimalniho nastaveni byly provadény pomoci bodové
analyzy ve velikostech map 3x3 (9 vystielt bez akumulace) v 0se X a y S rozlisenim 0,2 mm
vobou osach. Pro femtosekundovy laser byly optimalizovadny parametry rozostieni
(od -0,5mm do 0,5mm skrokem 0,1 mm). V zavislosti na pfedchozim parametru byly
studovany i velikosti kratert, které byly nasledné studovany pomoci mikroskopu v systému
LIBS FireFly. Ostatni parametry jako energie, doba zpozdéni sbéru signalu (GD) a Sitka
laserového pulzu byly konstantni. Energie byla nastavovana na maximum, tedy 1 mJ. Nizsi
energie nebyly v piipadé mékkych tkani dostate¢né pro ziskani kvalitniho signalu (ovéfeno
pomoci SNR analyzy). Doba zpozdéni sbéru signalu (GD) byla pevné nastavena na 0 s diky
provéazanosti s akumulaci, kterd byla nastavena na 10 pulzd. Tyto experimenty byly prvné
provadény femtosekundovym laserem o vinové délce 1 030 nm a nasledné byly provadény
totozné experimenty Sjeho druhou harmonickou frekvenci 515 nm. Vysledky byly
porovnavany. Pro tuto soustavu (LabTrace 2) nebylo mozné pouzivat ofuk plynem nebo
napusténi komory plynem za urcitého tlaku. Proto nebyl na tento parametr bran ztetel.

Pro rychlé mapovani bylo pievzato optimalni nastaveni z vyse popsanych experimenti pro
klasické mapovéni. Jedinym rozdilem byla zména v akumulaci signalu, kde byl kazdy vystiel
laseru reprezentovany jednim laserovym pulzem. Tato zména nastala z toho duvodu, Ze pulzni
lasery jsou stavéné pro pouziti ve své nativni frekvenci pulzi a pii klasickém mapovani
nedosahuji takového vykonu jako pii rychlém (kontinualnim) mapovani. Jinak feceno, profil
a vykon laserového svazku nedosahuje pii bodovém mapovani optimalnich parametra.
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Jelikoz nebylo mozné analyzovat vzorky s vyuzitim femtosekundového laseru s kratSimi
vlnovymi délkami, které jsou pro biologické tkané vhodnéjsi [61] byla provedena dikladnéjsi
optimalizace parametra pro laser nanosekundovy.

Nanosekundovy laser

Pro tento typ laseru byla provadéna podrobnéjsi analyza pro stanoveni idealnich parametri
méfeni. Nejprve byla provadéna optimalizace pro laser s vinovou délkou 266 nm. Tato vinova
délka byla vybrana z divodu publikace od H. Jelinkové, ktera se soustfedi na vyuziti laserd
pro medicinské aplikace. Ve své praci uvadi, ze biologické tkan¢ absorbuji vinové délky
hlavné v blizké UV oblasti, kdy absorp¢ni efekt monotonné klesa napii¢ spektrem pries
viditelnou oblast az k IR oblasti [61].

Optimalizace probihala pomoci bodové analyzy pti velikostech map 3x3 (9 vystielt bez
akumulace) v ose x a y s rozlisenim 0,2 mm v obou osach. Parametr rozostfeni byl konstantni,
protoze piedchozi studie uvadéji fakt, ze tento parametr je optimalni pti 0 mm. Mezi
proménné parametry patiila energie a doba zpozdéni sbéru signalu (GD). Parametr energie
se pohyboval od 10 mJ do 5 mJ s krokem 1 mJ. Nizsi energie nebyly dostate¢né pro dosazeni
pozadované odezvy, tedy pouzitelného LIBS spektra. Doba zpozdéni sbéru signalu (GD)
se ménila od Opus do 1ps skrokem 0,1 ps. Opét byl studovan i vliv téchto parametrd
na velikosti krater. Pro vlnové délky 532nm a 1064 nm nebyly tyto optimalizacni
experimenty provadény z toho diivodu, jelikoz se podobnymi experimenty zabyvali jiz diive
na jinych pracovistich. TudiZ jsou znama optimalni nastaveni pro tyto vinové délky pulzniho
laseru [58,86].

Pro rychlé mapovani byl zvolen parametr frekvence 50 Hz, odtah necistot z analyzy a pritok
argonu, ktery zvySuje intenzitu shiraného signalu. Ostatni parametry vychazely z vysledki pro
bodové mapovani.

4.4.4 Zpracovani LIBS dat

Vsechna naméfena LIBS spektra byla nejprve nahréna do programu LIBS Analyzer, kde byly
pfifazeny kazdému jednotlivému spektru soufadnice na ose x a y pro dalsi pokrocilejsi
zpracovani a v hlavnim ptipadé pro moznost sestaveni prvkové mapy. Tyto mapy odpovidaly
analyzovanemu povrchu vzorku, kdy pro kazdou spektralni ¢aru byla zobrazena jeji intenzita
a nasledné byla vytvofena mapa intenzity signalu v zavislosti na ptidélenych soufadnicich pro
kazdy vystiel laseru. Dale byly vykresleny i podily jednotlivych spektralnich ¢ar, aby doslo
k potlaceni matriéniho efektu nebo i kvuli tomu, Zze ptedchozi vyzkumy ukézaly, Zze pomér
iontovych a atomovych spektralnich ¢ar u jednoho prvku napi. vapniku (Ca II/Ca I) nebo
hoi¢iku (Mg II/Mg I) mtze indikovat tvrdost biologické matrice [87]. V programu LIBS
Analyzer byly také zpracovavany vSechny analyzy poméru Sumu k signalu (SNR).

Prvkové mapy pro jednotlivé prvky byly vykresleny v programu Lightigo ImageLab [88]. Pti
zpracovani spekter vtomto programu byly testovany razné typy zpracovani, ovsem
nejvhodnéjsim vyhodnocenim se stala korelace trojuhelnikové funkce se spektralni Carou
vahovana intenzitou bez nutnosti odeéteni pozadi (Obrazek 23). Prolozeni spektralnich ¢ar
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napiiklad Voigtovou nebo Lorenzovou funkci se nejevilo jako vhodné z divodu malého pocétu
jednotlivych bodi ve spektralnich ¢arach a také z toho davodu, Ze pro spektra s niz§im SNR
by mohlo dojit k razantnimu zkresleni vysledk.
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Obréazek 23: Ukdzka korelace trojuhelnikové funkce se spektralni ¢arou vahovana intenzitou
v programu Epina ImageLab.

Pro rozpoznavani jednotlivych spektralnich emisnich ¢ar ve spektru byla vyuzita webova
databaze spektralnich car NIST. Ptehled spektralnich emisnich ¢ar is dalSimi parametry
jsou zobrazeny v Tabulce 4 [89].

Tabulka 4: Prehled sledovanych spektralnich car (A — vinova délka, A — Einsteiniiv koeficient,
Ei a Ex - spodni a horni hranice ionizacni energie) [89].

Prvek | 2(nm) | A« (s?) | Ei(eV) | Ex(eV)

Cl 247,86 | 2,80-108 2,68 7,68
Pl 255,33 | 7,10-107 2,32 7,18
Mg Il 279,55 | 2,60-108 0,00 4,43

Cal 364,44 | 3,55-10’ 1,90 5,30
Mg | 285,21 | 4,91-108 0,00 4,35
Call 393,37 | 1,41-108 0,00 3,15
Na | 589,00 | 6,16-10’ 0,00 2,10

4.5 Analyza pomoci LA-ICP-MS

Vsechny vzorky mysich ledvin a rakovin kize (10 pm tlusté fezy na skle) byly analyzovany
pomoci metody LA-ICP-MS na Institutu chemickych technologii a analytické chemie
na Technické univerzité ve Vidni.

Pristroj se skladal ze vzduchotésné abla¢ni komory (Laser Ablation System NWR193, USA)
napusténé heliem (He) s vysokoenergetickym UV excimerovym pulznim laserem o vinové
délce 193 nm, s delkou trvani pulzu <20 ns, moznou frekvenci 1-20 Hz, hustota energie
(fluence) > 50 J/cm? na povrchu vzorku, moznou velikosti kraterd od 1 do 300 pm a moznosti
pohybu laseru do osy x iy (standartné¢ 100100 mm). Velkou vyhodou tohoto systému byla
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moznost zvolit si ¢tvercovy profil laserového svazku dopadajiciho na povrch vzorku [90].
Dalsi ¢asti je pristroje je kvadrupolovy ICP-MS systém (ThermoFisher Scientific, USA).

Obrazek 24:Mérici sestava LA-ICP-MS na Technické univerzité ve Vidni.

45.1 Nastaveni optimalnich podminek méfeni pro LA-ICP-MS analyzu

U této techniky byly optimalizovany nasledujici parametry na 10 um tlustych fezech mysich
ledvin: energie pulzniho excimerového laseru, frekvence, tvar laserového svazku, hustota
energie laseru (fluence), parametr ptekryti signalt (z anglického Overlap), velikost kratert
a prostorové rozliSeni. VSechny tyto parametry mohou opét ovlivnit analyticky signal nebo
vyslednou intenzitu signali.

Vsechny experimenty byly provadény v ablacni komofe napusténé heliem, S laserem
s vinovou délkou 193 nm pii kontinualnim mapovani pii velikosti map 1x40 v ose x a'y. Byly
studovany ruzné energie ¢tvercového laserového svazku od 100 % do 0,1 %, kdy maximum
bylo 2,6 mJ. Optimalni energie byla stanovena na 1 % z maximalni energie 2,6 mJ z toho
divodu, Ze pfi vysSich energiich dochazelo k vyraznému poSkozeni vzorku a ablaci
podlozniho skla a pfi nizSich energiich nebyl dostate¢ny signal. Opakovaci frekvence byla
nastavena na maximalni hodnotu 100 Hz z davodu uspory c¢asu a rychlost skenovani
na 1000 pum/s. Po zkouSeni riiznych prostorovych rozliseni bylo vybrano jako optimalni
rozliseni 20%20 um, kdy se primérna velikost kraterti pohybovala mezi 22—24 um. Parametr
piekryti byl nastaven na 16,36 %. Byly analyzovany nasledujici izotopy (doby zpozdéni): 3C
(0,0049 s), %*Mg (0,005 s), 3P (0,002 s), **S (0,0235 s), *°Fe (0,001 s), °*Cu (0,0032 s) a ®zn
(0,0131 s). Tyto izotopy byly vybrany na zakladé¢ jiz vydanych publikaci, kde se tyto izotopy
vyskytovaly ve spojitosti s malignitou tkan¢ [59,63,91].

45.2 Zpracovani LA-ICP-MS dat

Nejprve byla data zpracovany v programu Eolite 4, kde byla provedena korekce pozadi.
Z tohoto programu byla data vyexportovdna do programu Lightigo ImagelLab, kde byly
vytvofeny prostorové mapy distribuce prvka z hmotnostniho spektra.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Nastaveni optimalnich podminek méieni pro prostorové rozliSenou analyzu
Pro optimalizaci parametrti m&feni byly vybrany vzorky mysich ledvin (Akademie véd Ceské
republiky), jakozto modelové vzorky mekkych tkani. Ve vétsing ptipadl byly provadény SNR
(z anglického signal to noise ratio) analyzy neboli podil signal k sumu.

5.2 Femtosekundovy laser

Pro stanoveni nejvhodnéj$iho nastaveni byly nejprve méfeny vzorky mékkych tkani
v parafinu pomoci laseru se zékladni vinovou délkou 1 030 nm a poté byly stejné experimenty
provadény s druhou harmonickou vinovou délkou 515 nm.
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Obrézek 25: Zobrazeni analyzy SNR (podil signél/ sum) v zavislosti na parametru rozostieni (mm) pro
laser s vinovou délkou 515 nm a pro laser s vinovou délkou 1 030 nm vietné smérodatnych odchylek
(pro spektralni ¢aru Ca 11 393 nm).

Na Obrézku 25 je znazornéna SNR analyza (podil signal/Sum) v zavislosti na parametru
rozostieni, ktery se ménil od hodnoty -0,5mm do hodnoty 0,5mm s krokem 0,1 mm.
SNR analyza pro femtosekundovy laser byla provadéna ze spektralni Cary vapniku
(Ca Il 393nm) ztoho divodu, protoze se jednalo ve spektru o nejintenzivngjsi Caru
a z ostatnich spektralnich car pro jiné prvky (napt. hoi¢iku Mg Il 279 nm) by nebylo mozné
tuto analyzu provést z divodu nizkych intenzit.

Zelené jsou zobrazeny hodnoty pro laser svinovou délkou 515 nm. Tyto hodnoty maji
pomérné linearni zavislost pti klesajicich a zvySujicich se hodnotach rozosteni. Prokazuji,
ze nejvyssi hodnoty SNR maji hodnoty kolem rozostfeni od -0,1 mm, O mm (tedy zaostieni
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na povrch vzorku) a 0,1 mm. Smérodatné odchylky se se zvySujicim a klesajicim rozostfenim

vvvvv

Dalsim dilezitym parametrem jsou velikosti krateri u méfeni s rozdilnym rozostienim
(Tabulka 5, Obrazek 26). Kratery snejmenSim primérem byly zaznamenany u rozostieni
Omm (0,09 mm). Tudiz mohlo byt usouzeno ze vSech optimaliza¢nich parametrd,
ze rozostieni 0 mm je pro zeleny laser nejlepsi. Vypocitanym parametrem je plosna hustota
vykonu laseru (z anglického irradiance) neboli intenzita ozafovani, Kterd je uvadéna
v jednotkach GW/cm?. Opét Ize pozorovat (Tabulka 5), Ze i u tohoto parametru vysly hodnoty
nejlépe pro nulové rozostfeni. Tento parametr byl ziskan z nasledujicich vypocti:

Zativy tok (vykon pienaseny zaienim, které prochazi v ur¢itém misté danou plochou):

ot
t
1
Oe...zativy tok (W, J/s)
E...energie pulzniho laseru (J)
t...délka pulzu laseru (s)
Intenzita ozafovani (plosna hustota vykonu, iradiance):
)

le...intenzita ozafovani (W/cm?)

S...plocha krateru (cm?)

Tabulka 5: Velikosti kraterit a intenzity ozarovani pro laser s vinovou délkou 515 nm.

Rozostteni | Velikost krateru (mm) Intenzita ozafovani
(mm) laser 515 nm (GW/cm?)
-0,5 0,22 17 538
0.4 0.19 23 513
-0,3 0,17 29 371
-0,2 0,13 50226
-0,1 0,1 84 883
0 0,09 104 793
0,1 0,11 70 151
0.2 0,14 43 307
0,3 0,16 33 157
0.4 0,18 26 198
0.5 0,21 19 248

Obrazek 26: Ukdzka tvaru a velikosti krdteri pro hodnoty rozostreni na mekké tkani (mysi ledvina)
s vyuzitim laseru s vInovou délkou 515 nm. Kratery vyfoceny na mikroskopu (systém FireFly).

39



Cervené jsou v grafu (Obrazek 25) znazornény hodnoty SNR pro laser s vinovou délkou
1030 nm. Hodnoty maji opét pomérné linedrni zavislost pii klesajicich a zvySujicich
se hodnotach rozostieni. Nejvyssi hodnoty SNR maji hodnoty pro rozostteni -0,1 mm a 0 mm,
ovSem se znaénymi smérodatnymi odchylkami. Jak ale jiz bylo uvedeno, dilezité jsou
vysledky SNR spolu s velikostmi kraterti (Tabulka 6), které byly opét nejnizsi u rozostfeni
0 mm (0,12 mm). Plati, ze ¢im mensi velikosti kraterd, tim lepsi je rozliSeni pti mapovani
tkani. Vysledky tedy prokéazaly, ze optimalni nastaveni pro Cerveny laser je rozostieni 0 mm.
| vypocitané hodnoty intenzity ozafovani ukazuji, Ze nulové rozostieni je idedlni.

Tabulka 6: Velikost kraterii a intenzity ozarovani pro laser s vinovou délkou 1 030 nm.

Rozostteni | Velikost krateru (mm) Intenzita ozafovani
(mm) laser 1 030 nm (GW/cm?)
-0,5 0,21 19 248
-0.4 0,21 19 248
-0,3 0,18 26 198
-0,2 0,16 33 157
-0,1 0,14 43 307

0 0,12 58 946
0,1 0,14 43 307
0,2 0,17 29 371
0,3 0,18 26 198
0.4 0,21 19 248
0,5 0,21 19 248

Obréazek 27: Ukézka tvaru a velikosti krdterii pro hodnoty rozostreni na mékké tkani (mysi ledvina)
s vyuzitim laseru s vinovou délkou 1 030 nm. Kratery vyfoceny na mikroskopu (systém FireFly).
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Obréazek 28: Ukdzka rozdilnych intenzit spektralnich ¢ar na vinovych délkdach v zavislosti zmény
parametrii rozostreni (-0,5 mm;0 mm;0,2 mm) pro laser s vinovou délkou 1 030 nm.
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Ostatni parametry, jako doba zpozdéni sbéru signalu detektoru (GD), energie pulzniho laseru,
frekvence kontinualniho mapovani nebo Siika laserového pulzu, byly u obou vinovych délek
(515 nm, 1 030 nm) lasert konstantni. Energie byla nastavena na maximalni hodnotu z toho
davodu, jelikoZ pfi nizsich energiich by nebyla dostatecna energie pro ablaci a detekci zateni.
V nésledujici Tabulce 7 jsou shrnuty optimalni parametry pro analyzu mékkych tkani zalitych
v parafinu metodou kontinualniho mapovani.

Tabulka 7: Souhrn optimdlniho nastaveni pro analyzu mékkych tkani (Systém LabTrace 2) pro
femtosekundovy laser s vinovymi délkami 515 a 1 030 nm.

Parametry méFeni Femtosekundovy laser
(L1BS)
Laser 515+ 1030 nm
Energie laseru 1 mJ (max)
Doba zpozdéni sbéru signalu 0 us
Rozostieni 0 mm
Rozliseni 15x15 pm
Rychlé mapovani v
Frekvence 100 Hz
Czerny-Turner
Spektrometr Avantes (240-407 nm)

Po optimalizovani parametrii méfeni byly analyzovany mysi ledviny technikou LIBS pomoci
rychlého (kontinualniho) mapovani. Vysledky mapovani jsou zobrazeny na Obrazku 29. Byly
sestaveny mapy prostorové distribuce makrobiogennich a mikrobiogennich chemickych prvka
zastoupenych v mékké tkani. Mezi tyto prvky patii naptiklad vapnik (Ca Il 393,37 nm),
hotéik (Mg Il 279,55 nm) nebo uhlik (C 1 247,86 nm). Tyto zobrazené spektralni ¢ary nebylo
nutné normovat jinymi spektralnimi ¢arami. Na mapach je vzdy napravo zobrazena barevna
skala. Cervena barva symbolizuje nejvyssi zastoupeni prvku v mapé (nejvyssi koncentrace)
a barva tmavé modra zobrazuje nulové zastoupeni prvku (nulova koncentrace). Na Obrazku
29 a) jsou zobrazeny vysledky pro mapovani s pouzitim laseru s vinovou délkou 515 nm,
srozlisenim 15x15 pm v obou osach, velikosti map 621x438 =271 998 pixeli (mé&fitko
1 mm). Jak lze vidét na mapach, intenzita signdlu z mé&feni neni kontinudlni. K tomuto
problému doslo pravdépodobné nerovnym sefiznutim vzorku v parafinu. OvSem i na téchto
vysledcich je patrny ndznak anatomie mysich ledvin. Intenzity signalu pro vSechny zobrazené
prvky pro ledvinovou dienn jsou vysSi nez uledvinovych pyramid. To znamena vyssi
koncentraci zobrazenych prvka. Na Obrazku 29 b) jsou prvkové mapy s vyuzitim laseru
svinovou délkou 1030 nm, srozliSenim 15x15um v osach x a Yy, velikosti map
655x361 = 236 455 pixeld (méfitko 1 mm). Na mapé vapniku je zfejmé, Ze nejvyssi
koncentrace tohoto prvku je v ledvinové kuife. Naopak pro hoicik a uhlik je v oblasti kiry
znatelny pokles v signdlu. Na mapach pro vSechny prvky jsou patrné dieniové pyramidy, které
usti do ledvinové panvicky, kde je koncentrace pro uvedené chemické prvky téméf nulova.
| utéchto vysledkli je ovSem patrny nelpln€ rovny povrch vzorku, ktery je konkrétné
u femtosekundového laseru extrémné dilezity. Jak lze vidét na mapach distribuce prvki,
rozdily mezi vinovymi délkami laseru jsou témét nulové.
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Obréazek 29: Mapy prvkove distribuce prvkii, které jsou charakteristické pro mysi ledviny, vapnik
(Ca 1 393,37 nm), horcik (Mg II 279,55 nm) a uhlik (C | 247,86 nm). Ledviny jsou pouZity jako
modelové matrice mekké tkané. Vinova délka laseru a) 515 nm, b) 1 030 nm.

I kdyZ vysledky z mapovani meékkych tkani (mySich ledvin v parafinu) femtosekundovym
laserem vypadaji velice slibné, predev§im kviili velmi nizkému rozliSeni témét na bunécné
urovni a mensi velikosti kraterti nez u jinych typi laserti, pro dalsi analyzy byl zvolen laser
nanosekundovy. Divodem bylo i to, Ze nebylo mozné vyzkouset femtosekundovy laser nizsi
vlnové délky, ktery by mél byt pro mékké tkan¢ vhodnégjsi. Velkou vyhodou
U nanosekundového laseru je moZnost analyzy v nasi laboratofi se tfemi vlnovymi délkami
(1064 nm, 532 nm a 266 nm).

5.3 Nanosekundovy laser

Pro optimalizaci parametri na sestavé FireFly s nanosekundovym laserem byly opét pouzity
my$i ledviny, jakozto modelové matrice mékké tkan€. Optimaliza¢ni experimenty byly
sestaveny odliSnym zptisobem nez u piedchoziho typu laseru. Kladl se diraz piedevsim
na parametry doby zpozdéni sbéru signalu (us), energii laserového svazku a velikosti kraterd.
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Pii hledani idealniho nastaveni pro analyzu mekkych tkani byl kladen dtraz zejména
na Nd:YAG laser ¢tvrté harmonické frekvence svinovou délkou 266 nm z toho duavodu,
protoze tato vinova délka by méla byt nejvhodnéjsi pro laserovou ablaci biologickych tkéni
obecn¢, protoze by mélo dochéazet k nejvyssi absorpci laserové energie analyzovanym
materialem [61]. Jelikoz optimalizaci parametri LIBS méfeni s dal$imi vinovymi délkami
(1064 nm a 532 nm) nanosekundového laseru se zabyvaly dalsi vyzkumné tymy, které tyto
prace ipublikovali [58,86], bylo ztéchto praci pievzato optimalni nastaveni systému
a vyuzito pro porovnani s nasi optimalizaci pro laser s vinovou délkou 266 nm.
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Obrazek 30: Zobrazeni SNR analyzy (podil signal/sum) v zavislosti na parametru doby zpozdeéni sbéru
signalu (us) se zménou energie pro laser s vinovou délkou 266 nm (pro spektralni é¢aru Ca II 393 nm).

Pro nanosekundovy laser bylo nejprve nutné optimalizovat jak dobu zpoZzdéni sbéru signalu
laseru (us), tak i energii laserového pulzu. Namétené vysledky byly vyhodnocovany pomoci
SNR analyzy (podil signal/Sum) opét z vapnikové spektralni ¢ary (Ca Il 393 nm) z toho
diivodu, protoZe se jednalo ve spektru o nejintenzivngj$i ¢aru a z ostatnich spektralni ¢ar pro
jiné prvky (napf. hoi¢iku Mg II 279 nm) by nebylo mozné tuto analyzu kvalitné provest
z davodu nizkych intenzit (napt. u nizSich energii). Pro tyto experimenty byly vybrany
hodnoty doby zpozdéni sbéru signalu od O us do 1 pys s krokem 0,1 us a pro energii byly
vybrany hodnoty od 10 mJ do 5mJ s krokem 1 mJ. Vyssi hodnoty doby zpozdéni sbéru
signélu nebyly brany v uvahu, jelikoz podle experimentu dochézi se zvySujicim se Casem
sbéru k poklesu SNR. Jak lze vidét v grafu vySe (Obrazek 30), hodnoty ze SNR analyzy pro
energie 5 mJ, 6 mJ a 7 mJ jsou velmi nizké nebo i nulove, tudiz pro laserovou ablaci meékkych
tkani zcela nedostatecné. 1 diky tomuto vysledku nebyly testovany niZs$i energie, protoze
by to bylo bezptedmétné. U tohoto piipadu nebyly pocitany hodnoty pro intenzitu ozarovani,
jelikoz pro jednotlivé energie laseru nebyly prométfovany pramérné velikosti vzniklych
ablacnich kréter?i.
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Graf nize (Obrazek 31) se zaméfuje na vyssi energie emitované laserem, tedy na energie 8 mJ,
9 mJ a 10 mJ v¢etné smérodatnych odchylek. Jak lze vidét, nizsi energie (8 a 9 mJ) vykazuji
velmi podobné chovani, tedy Ze se pohybuji mezi podobnymi hodnotami SNR a maji
i podobné smérodatné odchylky. Co ale plati pro vSechny energie je to, ze dochazi k poklesu
SNR se zvySujici se dobou zpozdéni sbéru signalu. Niz§i hodnoty doby zpozdéni sbéru
signalu vychazeji z SNR analyzy 1épe pravdépodobné i kvuli faktu, protoze pii ablaci
materialu dochazi ke vzniku pouze malého arychle vyhasinajiciho plazmatu. Nejvyssich
a témer totoznych hodnot SNR bylo dosazeno pro energii 10 mJ s kratkou dobou zpozdéni
sbéru signalu, tedy od 0,1 ps do 0,4 ps. Od ¢asu 0,5 pus dochézelo ke skokovemu poklesu
SNR.
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Obrazek 31: Zobrazeni SNR analyzy (podil signdl/sum) v zavislosti na parametru doby zpozdeéni sbéru
signélu (us) pro energii 10 mJ, 9 mJ a 8 mJ véetné smérodatny odchylek pro laser s vinovou délkou
266 nm (pro spektralni ¢aru Ca I1 393 nm).

Je nutné ovsem brat zietel i na fakt, Ze energie laseru ma pfimy vliv na intenzitu signalu
a velikost vzniklych abla¢nich kraterti. Plati, Ze ¢im vySsi je energie laseru, tim je vySsi
ablatované mnozstvi materidlu a nésledné i vyssi intenzita signalu, ale je mensi prostorové
rozliseni (niZ$i pocet pixeld v chemické prvkové map¢) z duvodu vétsi velikosti krateri. Proto
je velmi dilezité najit kompromis mezi citlivosti detekce a prostorovym rozliSenim [58].
Nakonec byla jako optimalni energie vybrana pravé energie 10 mJ (protoze intenzita signalu
je siln€ zavisld na mnozstvi ablatovaného materialu) s dobou zpozdéni sbéru signalu 0,3 ps
i pres pomérné velkou odchylku z toho divodu, protoze s vyssi dobou zpozdéni sbéru signalu
doch&zi k vystoupeni atomovych ¢ar a klesa intenzita ¢ar iontovych. Iontové ¢ary potiebuji
obecn¢ vyssi teplotu plazmatu, proto vyhasinaji se zvySujici se dobou zpozdéni.

Optimalizované podminky pro LIBS analyzu Kkontinudlnim mapovanim s vyuzitim
nanosekundového pulzniho laseru s vinovou délkou 266 nm jsou uvedeny v Tabulce 8.
Rozostfeni bylo nastaveno na konstantni hodnotu (0 mm), kvali vétsi velikosti ablac¢nich
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kratert bylo rozliSeni 3030 um a frekvence byla na maximu, tudiz na 50 Hz. Déle byl zvolen
odtah vzniklych necistot z méfeni a ofuk vzacnym plynem (argonem). Ofuk argonu se pfi
LIBS analyze pfidava z divodu vyssi ucinnosti ablace mékké tkané a ke zvyseni vysledné
intenzity signalu. V neposledni fadé byl vyuzit spektrometr typu Czerny-Turner s detek¢nim
oknem od 240 nm do 407 nm.

Tabulka 8: Souhrn optimalniho nastaveni pro analyzu mekkych tkani (systém FireFly) pro

nanosekundovy laser s vinovou délkou 266 nm.

Parametry Nanose?tjréjg)vy laser
Laser 266 nm
Energie laseru 10 mJ
Doba zpozdéni sbéru signalu 0,3 ps
Rozostieni 0 mm
Rozliseni 30%30 pum
Rychlé mapovani v
Ofuk argonem v
Odtah zplodin v
Frekvence 50 Hz
Spektrometr Czerny-Turner
(240407 nm)

Pro srovnani optimalnich parametri mezi jednotlivymi nanosekundovymi lasery s vinovou
délkou 266 nm, 532 nm a 1 064 nm byla opét provedena SNR analyza. Parametry pro laser
svinovou délkou 266 nm jsou uvedeny vyse (Tabulka 8), parametry pro laser s vinovou
délkou 532 nm byly pievzaty ze studie od A. Sindelafové a kol. [58] a parametry pro laser
s vinovou délkou 1 064 nm byly pievzaty ze studie od Q. Lina a kol. [86].

Hodnoty parametrti pro laser s vinovou délkou 532 nm jsou nésledujici. Energie laserového
pulzu 22 mJ, doba zpozdéni sbéru signalu 0,5 us, rozliseni 100%100 um, ofuk argonem
a odtah vzniklych necistot z méfeni. Optimalizované hodnoty pro laser s vinovou délkou
1064 nm byly sestaveny nasledovné. Energie laseru 7 mJ, doba zpozdéni sbéru signalu
2,0 us, rozliseni 100100 um a ofuk argonem. Doba zpozdéni sbéru signalu detektorem byla
podle studie 2,0 us, ale po zvazeni vSech okolnosti byla hodnota nastavena na 0,5 ps, tedy
totozné jako pro laser s kratsi vinovou délkou.

Na grafu (Obrazek 32) lze pozorovat SNR analyzu pro tfi vlnové délky nanosekundového
laseru. Experimenty byly sestaveny a zopakovany podle jiz publikovanych védeckych praci
(pro laser s vinovou délkou 532 nm a 1 064 nm) pro moznost porovnani s optimalizaci z nasi
laboratote. Podle provedenych meéfeni a podle SNR analyzy bylo prokdzano, ze laser
s vinovou délkou 266 je opravdu pro mékké tkané nejvhodné&jsi (dochazi k nejvyssi absorpci
laserové energie analyzovanym materialem). I kdyZ u SNR analyzy je patrna pomérné velka
odchylka, ipfesto je vysledek vyrazné lepsi nez pro delsi vlnové délky. Tomuto faktu
nasveédCuji i velikosti kratert, které jsou sice s vinovou délkou 1 064 nm velmi podobné, ale
Cerveny laser ma zna¢né vyssi odchylku (Tabulka 9). Dal$im neméné dilezitym parametrem
je i tvar kratert a dusledky na okolni tkan po vystielu, ktery je uvinové délky 266 nm
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nejpriznivejsi ataké fakt, ze u nejkratSiho laseru mame moznost analyzy s nejvysSSim

rozliSenim.
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Obréazek 32: Srovnani optimalniho nastaveni pro jednotlive vinové délky u nanosekundového pulzniho
laseru v zavislosti SNR analyzy na energii. V grafu jsou zobrazeny i fotografie vzniklych kraterii.

Velikosti kraterti byly haméfeny pomoci systému LIBS FireFly s pouzitim mikroskopického
objektivu s pétinasobnym ptiblizenim (EO5x). VSechny kratery byly proméfovany opakované
(vZdy minimalné 5x).

Tabulka 9: Prumerné velikosti ablacnich krateru pro optimélni nastaveni riznych vinovych délek
nanosekundového laseru.

VInova délka laseru (nm) | Pramérna velikost krateri (mm) | Smérodatna odchylka (mm)
266 0,115 0,006
532 0,125 0,006
1064 0,110 0,010

Pro vSechny tfi vinové délky laseru (266 nm, 532 nm a 1064 nm) byly mapovany mysi
ledviny, jakozto modelové matrice m&kkych tkani, podle vyse zminénych parametri méfeni.
Vysledky analyzy jsou zobrazeny na prvkovych mapach (Obrdzek 33). Byly opét vybrany
nejvice zastoupené biogenni chemické prvky (Ca Il 393 nm a Mg Il 279 nm) v tkani. Pro
modry laser (Obrazek 33 a)) byla velikost mapy 333%247 =82 251 pixeld s prostorovym
rozliSenim 30%30 pum v osach x a y. Pro zeleny laser (Obrdzek 33 b)) je zobrazena mapa
0 velikosti 82x50 = 4 100 pixeld, ale s odlisSnym prostorovym rozliSenim. Ten byl na systému
nastaven na nejvyssi mozné rozliSeni, tedy na 100100 pm v obou osach. Opét 1ze pozorovat,
ze nejvyssi koncentrace vapniku je v klife ledvin a s prostupem do dfené a do ledvinovych
pyramid tato koncentrace rapidné klesa. Hoicik je nejvice zastoupen ve vnitinich ¢astech
ledviny, pfedev§im ve difeni. Pro Cerveny laser lze vidét nize mapu (Obrdzek 33 c))
o velikosti 86x70 = 6 020 pixeld s prostorovym rozlisenim opét 100x100 um v obou osach.
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Vsechny prvkové mapy jsou zobrazeny s métitkem 1 mm. | pfes mensi rozliSeni mapy jsou
viditelné podobné vysledky jako pro modry laser. Rozlozeni chemickych prvkia v ledviné
odpovida i s vlivem na rozmisténi nefronti v ledving, kde dochazi k tvorbé moci.

Ca Il 393 nm Mg 11 279 nm

Obréazek 33:Prvkové mapy distribuce vapniku (Ca Il 393 nm) a horciku (Mg Il 279 nm) po lasery
s vinovou délkou a) 266 nm, b) 532 nm a c)1 064 nm.

5.4 Prostorové rozliSena analyza zdravé kiiZe s vyuzitim LIBS

Nejprve byla studovéana lidska kuze zalitd v parafinu bez nadorového onemocnéni z divodu
mozného porovnani analyz s napadenou rakovinovou tkéani. U zdravé kize bylo hlavnim
ukolem zjistit, jestli se 1isi signdly z LIBS analyzy u tfech zakladnich c¢asti lidské klze
(epidermis, dermis a hypodermis), jelikoz maji odliSnou strukturu a pomérné odlisné
chemické zastoupeni prvki.
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Vsechny oblasti s procentualnim rozvrstvenim vapniku (Ca Il 393 nm) jsou znazornény
na nami méfeném vzorku lidské kiize pomoci techniky LIBS na Obrazku 34 a). Jednotlivé
oblasti byly ziskany po klastrovani dat v programu Epina ImageLab. Na Obrazku 34 b)
je rozdéleni kiize na histologickém snimku, ktery byl pofizen ve FNHK a popsan histology.
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Obréazek 34: a) Ukdzka jednotlivych vrstev kize s klastrovanymi oblastmi vapniku (Ca 11 393 nm),
ktery byl analyzovan metodou LIBS a sestaven v programu Epina ImageLab. b) histologicky snimek
Z FNHK. Epidermis znazornéna zelené, dermis cervené a hypodermis s parafinem modre.

Bylo prokézano, ze jednotlivé vrstvy kiize se od sebe chemickym zastoupenim patrné lisi.
To lze vidét v grafu (Obréazek 35), ktery zobrazuje spektra pro jednotlivé ¢asti ktize. V prvni
Casti (Obrazek 35 a)) lze vidét cela spektra i s velmi intenzivni spektralni Carou laseru
(266 nm). Tuto ¢aru vidime z divodu nedokonalého ukonéeni laserového pulzu - po skonceni
pulzu se Spickovym vykonem nedojde k poklesu intenzity laseru na 0, ale na nezanedbatelnou
nenulovou hodnotu, kterou je detektor schopny takto vyrazné zachytit. Proto byl sestaven
druhy graf (Obrézek 35 b)), u kterého byla vybrana oblast intenzit pouze do 3 000 (-), aby
bylo mozné 1épe pozorovat spektralni ¢ary pro makrobiogenni a mikrobiogenni chemické
prvky zastoupené v tkani, jelikoZz tyto spektralni ¢ary nejsou obecné moc intenzivni. Na tomto
grafu jsou znazornény prumérna spektra pro jednotlivé oblasti - epidermis (zeleng), dermis
(Cervené) a hypodermis spolu s parafinem (modie).

Ve spektru (Obrazek 35 b)) jsou vyznaceny vSechny detekovatelné spektralni ¢ary, které jsou
Vv biologické mékké tkéani Siroce zastoupené. Lze pozorovat, ze nejintenzivnéjSich signala
bylo dosazeno pii analyze epidermis (zobrazenou zelené), zejména u vapnikovych
spektralnich ¢ar (Ca IT 393 nm a Ca Il 396 nm), uhlikovych ¢ar (C I 247 nm) a hoi¢ikovych
Car (Mg I1 279 nm a Mg Il 280 nm). Tyto velmi vysoké intenzity ve spektru jsou zpisobeny
tim, ze epidermis je nejsvrchnéjs$i vrstva kize tvorena dlazdicovymi buiikami, které jsou
slozené¢ zejména z velkého mnozstvi keratinu a keranocytl, tudiz jsou velmi bohaté
na bilkoviny a dalsi biogenni prvky (napt. vapnik). Zaroven je epidermis i nejtvrdsi (zalezi
také na umisténi na téle), tudiz pro laserovou ablaci nejvhodnéjsi. Je ale také nejtenci
z jednotlivych vrstev kaze. Dermis (druhd vrstva kaze, $kara) je tvofena predev§im
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kolagenem typu 1., proto i zde je viditelna nemala koncentrace vapniku (zobrazena Cerven¢).
Ovsem ne v takovém mnozstvi jako na povrchu kiize. Z analyzy hypodermis neboli kozniho
vaziva (zobrazena modie) je odezva velmi mala, téméf nulova. To je zptisobeno tim, Ze tato
vrstva je tvofena velmi fidkym kolagennim vazivem
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Obréazek 35: Primérna spektra pro jednotlivé oblasti lidské kiize bez tumoru — epidermis (zelené),
dermis (Cervené) a hypodermis s parafinem (modre) s vyznacenymi makrobiogennimi
a mikrobiogennimi chemickymi prvky, které jsou charakteristické pro lidskou kiizi.

Po LIBS analyze s pouzitim optimalnich parametra (laser 266 nm) byly vysledky zpracovany
v programu Epina ImageLab a byly vytvofeny mapy prostorove distribuce prvku (Obrazek

49



36) pro vapnik (Ca Il 393 nm), hoi¢ik (Mg II 279 nm), atomove aiontové cary uhliku
(C 1247 nm a C Il 251 nm), fosfor (P | 255 nm) a CN piechod (388 nm). Velikost mapy byla

v

448%x747 = 334 656 pixeld s prostorovym rozlisenim 30x30 um a méfitkem 2 mm.
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Obrazek 36: Fotografie vzorku lidské kiize z mikroskopu, histologicky snimek porizeny ve FNK a mapy
prostorové distribuce prvkii pro vybrané spektralni éary spolu s podily téchto car.

50



Na Obrazku 36 lIze vidét fotografii vzorku z mikroskopu s jednonasobnym piiblizenim
a histologicky snimek vzorku obarveny hematoxylinem a eozinem. Z map prostorovych
distribuci prvkll je patrna silnd heterogenita prvka s tim, ze vapnik i hoic¢ik je nejvice
zastoupeny Vv epidermis, niz$i koncentrace je v dermis a téméf nulova koncentrace téchto
prvki je v hypodermis. Tyto vysledky piesné¢ odpovidaji morfologii a chemickému slozeni
lidské ktize. Dale byly sestaveny prvkové mapy pro atomovou a iontovou spektralni ¢aru
uhliku (C 1 247 nm; C Il 251 nm), fosforu (P I 255 nm) a CN piechodu (388 nm). Tyto
vysledky nam ukazaly, ze rozdil v zastoupeni téchto prvkd ve dvou vrchnich vrstvach ktze
neni nijak zésadni. OvSem v tukové tkani se tyto chemické prvky téméf nevyskytuji. Pro
zkoumani rozdila relativnich intenzit mezi jednotlivymi vrstvami kGize byly spektralni cary
vapniku a hoié¢iku normovany spektralnimi ¢arami uhliku (C | 247 nm) a CN piechodu
(388 nm) i z toho dtivodu, aby doslo k potlaceni matri¢niho jevu.

Ca Il 393/Ca 1 364

Obréazek 37:Prostorova distribuce prvkii pro indikaci tvrdosti lidské kiiZe.

Pro tento vzorek lidské kiize byla od sebe podélena iontovéa a atomova ¢ara vapniku z diivodu
indikace tvrdosti biologické matrice. Potvrzuje se tvrzeni, Ze nejsvrchnéjSi vrstva kize
epidermis (prava ¢ast prvkové mapy) je opravdu nejtvrdsi a nejspodnéjsi vrstva kuze je velice
mekka, jelikoz je tvofena tukovymi bunkami.

5.5 Prostorové rozliSena LIBS analyza nadorovych tkani

Byly analyzovany tfi nejCastéji se vyskytujici typy rakoviny ktze (maligni melanom,
spinaliom a bazaliom) zalité v parafinu. Probéhlo méfeni péti vzorkl maligniho melanomu,
peti vzorkll spinaliomu a Sest vzorkll bazaliomu. Kazdému vzorku bylo pfidano ciselné
oznaceni pro lepsi orientaci. U vSech analyz bylo provedeno totozné¢ vyhodnoceni. VSechny
vzorky byly méteny za stejnych podminek, které byly optimalizovany vyse (Tabulka 8).
Vysledky byly diskutovany s MUDr. Katetinou Kiss z Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.

Snimky LIBS umoziiuji vizualizovat strukturu tkan€ z chemického hlediska (napi. Ca, Fe,
Mg, Na, P a Zn) a zkoumat rozdily mezi nenadorovou a nadorovou lidskou tkani.
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5.5.1 Maligni melanom

Prvkova analyza u tumort kuaze, napiiklad melanomu, je mozna i z duvodu, protoze
melanomové 1éze maji oproti dermis vy$s$i suchost, rozdil v obsahu vody, v primarnich
slozkach tkani a v tuhosti. Také bylo potvrzeno, Ze melanomy maji hustsi strukturu obsahujici
pigment melanin ve srovnani s dermis, ktera je sloZzena piedevsim z kolagenu a dal$ich slozek
extracelularni matrice (glykosaminoglykany, fibroblasty) [87]. Moznosti pro urceni
patologického stavu tkan¢ pomoci LIBS obrazu prvkového mapovani je analyza vapnikové
(Ca) a hoic¢ikové (Mg) spektralni emisni ¢ary. Bylo prokazano, ze predevsim hot¢ik, oproti
jinym detekovatelnym prvkim z mékké tkan¢ (Na, H, K, O a Cl), vykazuje vyrazné vyssi
intenzity spektralnich ¢ar u napadené tkané nez u tkan¢ zdravé [87].
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Obrézek 38: Maximalni intenzity v zavislosti na vinovych délkach pro ndadorovou tkan.

Ve spektru (Obrazek 38) jsou zobrazeny nejvyrazn&jsi detekovatelné spektralni ¢ary pro
vzorky mékkych tkani zalitych v parafinu s nadorovym onemocnénim, mezi které patii
predevsim vapnik (Ca II 393 nm, Ca Il 396 nm), hoi¢ik (Mg IT 279 nm, Mg 1l 280 nm), uhlik
(C 1 247 nm, C Il 251 nm) a fosfor (P I 255 nm). Tyto chemické prvky jsou vykresleny
v mapach distribuce chemickych prvkt pro maligni melanom s oznaceni P57B. Velikost
mapy byla 548x541 = 296 468 pixeld, s prostorovym rozliSenim 30x30 pm a méfitkem 3 mm.

Z map distribuce prvka (Obrazek 39) pro vapnik (Ca Il 393 nm) a hoicik (Mg II 279 nm)
je patrné, ze se shoduji s oblasti nadoru vyznaceném na histologickém snimku (leva strana
vzorku znaci epidermis). Zejména vysledky pro hotc¢ikovou spektralni ¢aru jsou vynikajici
a velmi slibné do budoucna. Hodnoty intenzit této spektralni ¢ary jsou v oblasti nadoru velmi
vysoké. Pro sodik (Na | 589 nm) nejsou viditelné ziejmé zavislosti na malignité tkang.

Mezi dalsi detekované biogenni prvky patii atomova (C I 247 nm) a iontova (C 11 251 nm)
spektralni ¢ara uhliku, fosfor (P I 255 nm) a CN piechod (388 nm). Z map distribuce prvki
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zobrazenych na Obrazku 39 neni patrny zadny vyraznéjsi trend pro tyto prvky. Mapy ani
nedosahuji tak vysoké kvality jako pro vapnik a hoic¢ik. Toto je zplisobeno pravdépodobné
tim, Ze se u téchto prvka dostdvame velmi blizko k limitim detekce.

Call 393 nm Mg II 279 nm Na I 589 nm

C 1247 nm

Obrazek 39:Histologicky snimek maligniho melanomu P57B a mapy prostorovych distribuci pro
vapnik, horcik, sodik, atomovou a iontovou spektralni ¢aru uhliku, fosfor a CN prechod.

Pro zkoumani rozdild v relativnich intenzitich mezi chemickymi prvky v malignim
melanomu a dermis byly spektralni ¢ary hoiéiku a vapniku normovany hodnotami atomové
spektralni ¢ary uhliku (C 1 247 nm) a spektralni ¢arou CN piechodu (CN 388 nm). Na téchto
mapéach (Obrazek 40) prostorové distribuce prvki je viditelna i struktura biologické tkané
spolu s vysokou intenzitou vapniku na povrchu vzorku, tedy v epidermis. Déle je viditelna
velmi vysoka intenzita u spektralni ¢ary hoi¢iku. Toto je dal§i dukaz, ktery by mohl brat
na zfetel hotcik jakoZto dalsi indikator nddorového onemocnéni.

Call 393/C 1247 Ca II 393/CN prechod MglII279/C1247 Mgl 279/CN piechod

Obrazek 40:Mapy prostorové distribuce prvkii maligniho melanomu P57B pro vdpnik a horcik
normované atomovou spektralni ¢arou uhliku.
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Bylo méfeno nékolik vzorkti maligniho melanomu. Na Obrazku 41 jsou zobrazeny dalsi dva
vybrané melanomy s oznacenim P7B (velikost mapy 257x689 =177 073 pixeld, métitko
2mm) a P42B (velikost mapy 513x632 =324 216 pixelt, métitko 3 mm). Prvni vzorek
se ptivodné nachazel na temeni hlavy pacienta. Na map¢ jsou viditelné analyzované vlasové
folikuly a z nich rostouci vlasy. Druhy vzorek se pivodné nachazel na palci nohy pacienta.
Tyto mapy prostorové distribuce prvku pro vapnik (Ca II 393 nm), hoi¢ik (Mg Il 279 nm)
a jejich podily s uhlikem (C I 247 nm) nam ukazuji velmi podobné vysledky jako pro prvni
zminény piipad maligniho melanomu (P57B). Opét jsou zietelné viditelné maligni oblasti
nadoru, které se téméf shoduji s oblastmi vysokych intenzit pro hoté¢ikovou spektralni ¢aru,
ptedevsim pro podil Mg II/C 1.

5.5.2 Spinocelularni karcinom

Vysledky LIBS analyzy nékolika méfenych bazaliomii vypadaji velice slibné. Pro ukazku
byly do této prace vybrany dva vzorky z celkové péti doposud analyzovanych. Vzorek P56B
(velikost mapy 307x532 = 163 224 pixelt, méfitko 2 mm), ktery se nachazel na obliceji pod
nosem pacientky a vzorek P52B | (velikost mapy 468x521 = 243 828 pixelt, métitko 3 mm)
nachazejiciho se puvodné napazi pacienta. Z prvkovych map (Obrézek 41) jsou jasné
viditelné zavislosti malignity tkdné¢ na vysokych koncentracich zobrazenych prvki. Opét
si potvrzujeme, ze zejména hotc¢ik by mohl byt pro diagnostiku kiize pouzivam. Tento fakt
se nachazeji ve vné&jsi vrstvé kize. Proto jsou oblasti tumoru viditelné jak z histologickych
snimkt, tak i zmap distribuce prvka v oblastech epidermis, caste¢né muze zasahovat
i do dermis.

5.5.3 Bazocelularni karcinom

Tento typ rakoviny kiize je zastoupen v této praci dvéma vzorky (Obrazek 41). Prvnim z nich
je vzorek soznacenim P59B (velikost mapy 235x471 =118 221 pixell, métitko 2 mm)
ze $pi¢ky nosu pacientky. V mapé prostorové distribuce chemickych prvka pro tento vzorek
je zobrazena pomérné podrobna struktura lidské tkané. Jsou zde jasné viditelné cévy
v podkoznim vazivu. Tento vzorek zcela nekoreluje s histologickym oznacenim maligni
oblasti u vapniku, ani u hoi¢iku. Tento jev muze byt zptisoben naptiklad moznou zanétlivou
reakci v okoli nadoru. Proto tyto vysledky nejsou piesné. Druhym vzorkem je P60 (velikost
mapy 621x266 = 165 186 pixel, métitko 3 mm). U tohoto vzorku je mozné vidét zna¢nou
spojitost mezi distribuci hof¢iku a vapniku s nadorovou oblasti, zejména u podilu Mg I1/C I.
Jelikoz je bazaliom typ nadoru, ktery nejCastéji lemuje nejhlubsi vrstvu epidermis (lehce
i dermis), tedy nejsvrchnéjsi vrstvu kiize, a nesifi se obvykle do dalsich ¢asti téla, jsou oblasti
tumort u vzorki jen v této oblasti (Ieva ¢ast). Tento trend Ize pozorovat i z LIBS vysledk.

Nasledujici mapy prostorové distribuce prvki ukazuji pro vSechny tfi typy rakoviny ktze dva
zastupce (Obréazek 41). Nadorova oblast se vyskytuje na povrchu kize, vzdy je zobrazena
nalevé strané¢ snimkd. Byla pouzita stejna intenzitni $kala pro podily Ca IlI/C | u vSech
uvedenych vzorki, stejné jako bylo pouZito stejné Skalovani u podila Mg II/C 1 pro vSechny
zobrazené vzorky.

54



Melanom

(TR

£
=]
=
<
=
=
(="
wn

Spinaliom

Bazaliom

.

g e e

Bazaliom

Obrazek 41: Mapy prostorové distribuce prvkového slozeni pro 2 vzorky maligniho melanomu,
2 vzorky spinaliomu a 2 vzorky bazaliomu.
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5.6 Prostorové rozliSena LA-ICP-MS analyza nadorovych tkani

Tato metoda byla vybrana pro porovnani vysledki s LIBS analyzou diky vyssi citlivosti,
moznosti lepSiho rozliSeni vysledné mapy prostorové distribuce prvkl ataké kvili tomu,
7e je tato metoda v oblasti diagnostiky kiize vice zab¢hla nez technika LIBS. Ovsem i u této
metody nejsou dosavadni vysledky natolik stoprocentni, aby byla vyuzivana v bézné praxi pii
diagnostice nadoru.

Pomoci metody LA-ICP-MS byly studovany celkové tfi vzorky tumoru kiize, které mély
tloustku 10 um a byly analyzované piimo na laboratornim sklicku. Mezi tyto vzorky patfil
jeden vzorek maligniho melanomu (P42B), jeden vzorek spinaliomu (P56B) a jeden vzorek
bazaliomu (P59B). Vsechny tii vzorky byly pfedem analyzované metodou LIBS pro mozné
porovnavani vysledkii. Neprobihalo mapovani celych vzorki jako u techniky LIBS, ale pouze
mapovani oblasti s nadory z divodu velmi vysoké ¢asové naro¢nosti méteni. VSechna méfeni
byla provedena na Technické univerzité¢ ve Vidni v laboratofi profesora Andrease Limbecka.

Pro analyzu byly vybrany nésledujici izotopy: 3C, Mg, !P, **S, %°Fe, 83Cu a ®6Zn. Mezi tyto
izotopy patii pfedevSim ty, které je nemozné nebo velice problematické analyzovat pomoci
metody spektroskopie laserem buzeného plazmatu z divodu stopového mnozstvi téchto prvki
v lidské tkéni. Proto byla vyuzita jina technika s vyS$$i citlivosti. lzotopy byly vybrany
na zaklad¢ jiz vydanych publikaci na téma diagnostiky nadorovych onemocnéni v lidskych
tkani metodou LA-ICP-MS [59,72,91].

Bylo prokézano, ze koncentrace stopovych prvkil v naddorovych tkanich, jako napftiklad zinek,
méd’ a zelezo, mize byt zvySend oproti zdravé tkani. Tyto prvky jsou nezbytné pro fungovani
organismu a zodpovédné za biologické a metabolické procesy [59]. Zmény v zastoupeni
téchto stopovych prvki v nadorovych tkanich oproti zdravym tkanim by se daly pouzit
u biozobrazovacich analytickych technik k diagnostice nadora. lzotop uhliku byl vybran
S umyslem pro vyuziti jako vnitiniho standardu prvku pro zobrazeni distribuce prvki.
Nekovy, jakozto fosfor a sira, byly vybrany na zaklad¢ jiz publikovanych védeckych praci
[67,91,93]. Hoi¢ik a fosfor byly vybrany za uc¢elem porovnani téchto chemickych prvka mezi
metodami LIBS a LA-ICP-MS atakeé z divodu moznych biomarkerd pro diagnostiku
nadorové tkané [87].

Vsechny tii vzorky byly méfeny s nésledujicimi optimalizovanymi parametry systému: 1 %
z maximalni energie laseru 2,6 mJ (0,026 mJ), opakovaci frekvence na maximalni hodnoté
100 Hz, rychlost skenovani 1000 um/s. Po zkouseni rtuznych prostorovych rozliseni bylo
vybrano jako optimalni rozliSeni 20x20 um, kdy se primérna velikost krateri pohybovala
mezi 22—-24 um. Parametr piekryti byl nastaven na 16,36 %

5.6.1 Spinocelularni karcinom

Analyza byla provedena pouze v oblasti naddoru vyznaceného histology (Cervené oznacena
oblast), tedy ve svrchnich vrstvach kize (epidermis a dermis). Tento konkrétni typ nadoru byl
umistén na povrchu obliceje pacienta (s oznacenim P56B). Jedna se o spinaliom, tedy o nador,
ktery mize metastdzovat a dostavat se i do hlubsich vrstev kize, popfipadé miuze napadat
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i okolni uzliny. U tohoto konkrétniho piipadu se jednalo o dobie diferencovany spinaliom
neboli ne tolik agresivni typ nadoru.

V grafu (Obréazek 42) je viditelny Usek z analyzy v zavislosti intenzity na ¢asovém prub¢hu
méfeni pro izotopy, které byly vybrany k analyze mékkych tkani s nadorovym onemocnénim,
konkrétné pro ptipad spinaliomu. Celkovy ¢as analyzy byl pfiblizn¢ 144 minut (8 669 s).
Useky se signifikantnim poklesem intenzity nebo s nulovou intenzitou ukazuji dobu, kdy byl
laser v OFF médu. Lze pozorovat, Ze uhlik (**C) vykazuje pomémé konstantni signal po celou
dobu analyzy, tedy Ze je pravdépodobné homogenné rozlozen v celém vzorku. | diky tomuto
vysledku se potvrdilo, ze uhlik je idealni pro vyuziti jako vnitiniho standardu. OvSem v této
praci takto vyuzit nebyl, jelikoz to nebylo nutné pro naSi aplikaci. DalSim izotopem
se souvislym a také velmi nizkym signalem je sira (**S). Zelezo (**Fe) zde vykazuje velice
nerovnomérny Signdl s mnoha piky, jelikoz se nevyskytuje homogenné v celém vzorku
(cévy). Ostatni izotopy vykazuji také pomérné konstantni signaly, to je ale pravdépodobné
zpusobeno tim, Ze pro ukazku byl vybran pouze velmi kratky c¢asovy uUsek analyzy
(od 65100 sdo 66 100s), kde tyto izotopy byly snejvétsi pravdépodobnosti konstantné
rozloZzeny. I ztohoto divodu byly sestaveny prvkové mapy pro mozné pozorovani
jednotlivych izotopt v celé oblasti analyzovaného vzorku.
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Obrazek 42:Reprezentativné casové rozlisend LA-ICP-MS spektra ziskand béhem analyzy
spinocelularniho karcinomu (P56B) pro nasledujici izotopy: uhlik, horcik, fosfor, sira, zelezo, meéd’
a zinek.

Na Obrazku 43 je zobrazena prostorova distribuce prvkia pro spinaliom (mapovana oblast
velikosti 8,2x5,82 mm = 47,72 mm?, celkovy ¢as analyzy 144 minut, velikost prvkové mapy
410%291 =119 310 pixela, méfitko 2 mm, rozliSeni 20%20 um). Pro tuto techniku byly
vybrany barvy zobrazovaci $kaly od ¢erné pro nulovou intenzitu do zluté pro maximalni
intenzitu.
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Z prvkovych map pro jednotlivé prvky je mozné si potvrdit tvrzeni zminéné vyse, ze uhlik
(*3C) a sira (**S) jsou na tenkém fezu rozloZeny pomémé homogenné. Piesto se u téchto prvki
vyskytuji oblasti se zvySenym signalem. To je zptisobeno asi rozdilnou hustotou tkdn¢ nebo
odlisnou tloustkou fezu na laboratornim skle. Naproti tomu Zelezo (*°Fe) a méd’ (%3Cu)
vykazuji heterogenni rozlozeni v celé biologické matrici. Méd’ se podili na tvorbé elastinu
a kolagenu [1], proto mozna vyssi koncentrace médi ve vrchni ¢asti epidermis poukazuje
nato, ze tento tézky kov je nahromadény v jiz odumielé¢ a zcela zkeratinizované oblasti
nadoru. Vyssi koncentrace Zeleza ve vrchnich vrstvach kuze svédcit o malych odérkach, kde
zustala krev. OvSem prvkova mapa Zeleza poukazuje pomérné presné na oblast nadoru.
To miiZze byt zpuisobeno tim, Ze oblast nadoru by mohla byt vice prokrvena a také z duvodu
pfitomnosti cév v fezu, které jsou vyplnéné krvi (erytrocyty neboli ¢ervenymi krvinkami).
Dalsi prvky, jako hot¢ik (**Mg), fosfor (*!P) a zinek (%°zn), zcela vykresluji oblast
vyznacenou od histologti. Opét se potvrzuji jiz publikovand tvrzeni [20,59,72,91], ze tyto
chemické prvky jsou zastoupeny ve vysSich koncentracich v malignich tkénich, a Ze hraji
zasadni roli pti diagnostice nadorti U mékkych tkani.

Obréazek 43: Prvkové mapy pro vyznacenou oblast spinaliomu (P56B) s vyuzitim metody LA-1CP-MS.

5.6.2 Maligni melanom

Pro LA-ICP-MS analyzu akrolentign6zniho maligniho melanomu (s oznacenim P42B), tedy
nejcastéji se vyskytujiciho se melanomu na perifernich ¢astech lidského téla, byla vybréna
pouze oblast nadoru a jeho blizkého okoli z divodu velmi vysoké casové narocnosti
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experimentu. Tato oblast se nachazela opét ve vrchnich vrstvach kize. Je zndzornéna
na Obrazku 44 maligniho melanomu pomoci ¢ervené ohrani¢ené¢ho vyiezu z histologického
snimku pofizeného ve FNHK (mapovana oblast velikosti 13,42x2,78 mm = 37,3 mm?,
celkovy ¢as analyzy 113 minut, velikost prvkové mapy 235x471 = 118 221 pixelt, méfitko
1 mm, rozliseni 20%20 pm).

Obréazek 44: Prvkové mapy pro vyznacenou oblast maligniho melanomu (P42B) s vyuZitim metody
LA-ICP-MS.

U prvkove distribuce uhliku (Obrazek 44) je mozné pozorovat pomérné¢ homogenni rozlozeni
tohoto prvku. OvSem i presto né€které oblasti vykazuji vy$$i intenzitu. To je zplisobené
pravdépodobné vyss$i nebo niz8i hustotou tkdn€ nebo ne zcela rovnomérnou tloustkou
analyzovaného fezu na skle. Sira (**S) vykazuje opét homogenni rozprostieni v biologické
matrici, ale na vrcholu vzorku je znaéné zvySeny signal. Tuto skute¢nost 1ze okomentovat
stejnym zptisobem jako u uhliku. Méd (%3Cu) neprokazuje u tohoto vzorku souvislost
s malignitou tkang. Distribuce Zeleza (*°Fe) opét poukazuje na mozné vyssi prokrveni tumort
a na pritomnost cév ve vzorku, které obsahuji krev. Nadorové oblasti vSak byly pomérné
presvédcivé detekovany na prvkovych mapach hoi¢iku (**Mg) a fosforu (3'P). Opét bylo
u téchto prvki dokazano, Ze se mapy prostorove distribuce shoduji s histologickym snimkem.
Zinek (°%Zn) zcela nekoreluje s nadorovou oblasti.
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Nutno podoktnout, ze vysledky z LA-ICP-MS analyzy nejsou pro tento typ nadoru tak
prukazné, jako pro vySe zminény spinaliom. Za t€émito nepfesvédcivymi vysledky mohlo stat
to, ze analyzovany fez tkan¢ na skle nebyl v idedlnim stavu. Proto nebylo mozné analyzovat
vétsi plochu vzorku, kde by byla zahrnuta Sir$i oblast okolni tkané kolem nadoru pro
porovnani a moznosti zobrazeni pfechodu mezi témito tkinémi. Poskozeni vzorku mohlo byt
zpusobeno staiim vzorku, nevhodnou manipulaci se vzorkem nebo pievozem vzorku.

5.6.3 Bazocelularni karcinom

Jako posledni byla provedena LA-ICP-MS analyza bazaliomu (P59 1), ktery byl odebran
ze $pi¢ky nosu pacientky. Jednalo se 0 nemetastazujici, mistni typ nadoru. Bylo provedeno
méfeni pouze nejvrchnéjsi oblasti vzorku s vyskytujici se malignitou pro sedm vybranych
izotopti (mapovana oblast velikosti 2,1x8,72 mm = 18,3 mm?, celkovy &as analyzy 54 minut,
velikost prvkové mapy 105%x436 = 45 780 pixeld, méfitko 1 mm, rozliSeni 20%20 pum).

Obrazek 45: Prvkové mapy pro vyznacenou oblast bazaliomu (P59 1) s vyuzitim metody LA-1CP-MS.
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Velkou vyhodou u tohoto vzorku byla moznost mapovani vétsi plochy z divodu velmi malé
velikosti vzorku. Analyzou byly pokryty ¢astecné vSechny vrstvy kuze (epidermis, dermis
i hypodermis). Rozdily v prvkovém slozeni jednotlivych vrstev je mozné vidét na Obrazku 45.
Zde jsou zobrazeny snimky vytvofené pomoci metody LA-ICP-MS. Pokud se obecné
zaméiime na rozvrstveni prvki v jednotlivych vrstvach kiize, tak je mozné fict, ze ani jeden
z vybranych prvki se ve vétsim mnozstvi nevyskytuje v tukové tkéni. Tyto prvky se vyskytuji
predevsim ve dvou vrchnich vrstvach ktze.

U prvkovych map siry (**S) auhliku (*3C) je tentokrat mozné vidét silngj$i zastoupeni
ve vngjsich vrstvach kize. U médi (3Cu) jsou viditelné velmi vysoké signaly ve vrchni
epidermis. To by nam mohlo potvrdit pfedchozi tvrzeni, ze tento té€Zky kov se hromadi
na povrchu lidského t&la v jiz odumielych a zkeratinizovanych &astech kize. Zelezo (*6Fe)
je viditelné jak v oblastech nadoru, tak i u cév, kde dochazelo k analyze krve, ktera je bohata
na tento kov. Mapa prostorové distribuce fosforu (3'P) tentokrat nenasvédéuje na spojitost
s malignitou tkang. U hoi¢iku (**Mg) a zinku (%°Zn) je patrna korelace s nadorovou oblasti,
ktera je vyznacena na histologickém snimku.
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6 ZAVER

Diplomova prace se zabyvala prvkovou analyzou mékkych biologickych tkani zalitych
v parafinu pomoci metody spektroskopie laserem buzeneého plazmatu (LIBS). Pomoci této
metody byly sestavovany mapy prostorovych distribuci vybranych biogennich prvka pro
zdravou kuzi a pro tumory lidské kuze. Jako dopliiujici metoda byla vybrana hmotnostni
spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem s laserovou ablaci (LA-ICP-MS). Hlavnim
cilem této zavéreCné prace bylo predstavit metody, které by mohly v budoucnu zasadné
pomoct histologim pfi diagnostice nadorovych tkani.

Prvni ¢ast prace se zabyvala dikladnou optimalizaci méfeni zejména u LIBS systému, jakoZto
zvolené hlavni techniky v této préaci. Pro optimalizaci byly vybrany mys$i ledviny zalité
V parafinu jako modelové matrice mékkych tkdni. Mysi ledviny byly vybrané kvili
podobnosti struktury a tvrdosti jako lidska kuze, ale hlavné diky jejich pomérné snadné
dostupnosti. Byly stanoveny idealni parametry pro méfeni s vyuzitim femtosekundového
laseru, kde byly zkoumany vinové délky laseru 515 nm a 1 030 nm. V obou piipadech byly
optimalizovany parametry rozostfeni a velikosti kratert. Vysledky byly zpracovany SNR
analyzou (podil signal/Sum) a porovnany mezi sebou. Nejvhodnéjsi parametry byly vyuZity
pro analyzu (kontinualni mapovani) mysich ledvin s rozlisenim 15x15 um a pro nasledné
sestaveni map prostorovych distribuci vapniku a hof¢iku. Nasledné probéhla podrobna
optimalizace parametrd u nanosekundového laseru pro vinovou délku 266 nm, jelikoz tato
vinova délka by méla byt nejvhodnéjsi pro mékké biologické tkané [61]. Kladl se diraz
pfedevS§im na parametr energie laserového svazku a doby zpozdéni sbéru signdlu detektorem
(GD). Analyza probihala s nejvy$$im moznym rozlisenim (30%30 um). Vysledky byly opét
zpracovany s vyuzitim SNR analyzy. Dale bylo porovnavano optimalni nastaveni pro
nanosekundovy laser u jednotlivych vinovych délek (1 064 nm, 532 nm a 266 nm), kdy byly
u delsich vlnovych délek optimalni parametry pievzaty z jiz publikovanych védeckych praci
zabyvajicich se podobnym tématem. V neposledni fadé byly optimalizovany parametry
méfeni pro LA-ICP-MS analyzu na 10 um tlustych fezech mysich ledvin. Byly sledovany
parametry energie laseru, frekvence, prekryti signald, velikost kraterti a prostorové rozliseni,
které bylo nakonec nastaveno na 20x20 pm.

Druha ¢ast prace se zaobirala kontinualnim mapovanim vzorkt lidské kuze a sestavovanim
map prostorovych distribuci biogennich chemickych prvki. Nejprve byla dikladné rozebrana
struktura zdravé kiize podle vysledkii z LIBS analyzy. Hlavnim cilem bylo rozlisit tii zakladni
vrstvy lidské kuze (epidermis, dermis a hypodermis) od sebe podle prvkového slozeni.
Nasledné byly technikou LIBS mapovany vzorky tfi typi nejvice zastoupenych tumorti lidské
ktize v populaci (pét vzorki maligniho melanomu, pét vzorkli spinaliomu a Sest vzorki
bazaliomu). Pro tyto prvky byly sestaveny LIBS snimky, které umoziuji vizualizovat
strukturu lidské tkané z chemického hlediska a zkoumat rozdily v prvkovém slozeni mezi
nenddorovou a nadorovou tkani. Méteni probihalo s velmi vysokym prostorovym rozlisenim
30x30 um, které je doposud jedno z nejvyssich z celosvétové publikovanych praci v oblasti
LIBS. Byl kladen diraz pfedevs$im na hoi¢ik, ktery v malignich oblastech vykazoval vyrazné
vys§i intenzity spektralnich ¢ar nez v oblastech zdravych.
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Nakonec byla provedena dopliikova LA-ICP-MS analyza pro tii vzorky rakoviny kiize
(maligni melanom, bazaliom a spinaliom). Analyzy byly provadény na Technické univerzité
ve Vidni v laboratofi profesora Andrease Limbecka. Vzorky (tloustka 10 um) byly
analyzovany piimo na laboratornim skle. Bylo sledovano zastoupeni pfedevS§im stopovych
prvku (Zn, S, Cu, Fe, P, Mg a C) v nadorovych tkanich z davodu vyssi citlivosti oproti
metod¢ LIBS. Kladl se duraz ptedev$im na hoi¢ik pro porovnani vysledka s LIBS analyzou
a také na zinek, u kterého je jiz znamo, Ze se v nadorovych oblastech vyskytuje ve vysSich
koncentracich. Z dosazenych vysledku v diplomové praci bylo toto tvrzeni potvrzeno.

Po porovnani vysledki se prokazalo, ze i kdyz metoda LA-ICP-MS ma vyssi citlivost (ale
je pomalejsi), tak vysledky pravé pro hoi¢ik jsou mezi obéma metodami téméf totozné.
Jelikoz cilem této prace je predstavit novou techniku, kterd by mohla byt pouzivana pfi
diagnostice nadortt béhem chirurgického zdkroku, tak rychlost je signifikantni vyhodou,
kterou mize metoda LIBS nabidnout oproti jinym metodam. Vysledky ukazaly, ze techniky
LIBS a LA-ICP-MS by v klinickeé praxi mohly mit svoje pevné zastoupeni.

V diplomové praci bylo dosazeno vSech vytyCenych cili. Dal§i vyzkum se zamé&fi velmi
podrobné na jeden druh nadoru lidské kiize (maligni melanom) s cilem potvrdit korelaci mezi
distribucemi zvolenych biomarkertt (makroprvki) a histologickymi nélezy. Tato korelace
bude podpofena analyzou na statisticky vyznamném souboru vzorkl v rdmci kohortove
studie.
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8 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

AAS
ATP
AVCR
BBC
CCD

CGH

CMOS

DESI-MS

DNA
ECDL

FFPE

FNHK

H&E

GD

HIV

ICCD

ICP-OES

.

IC

LA-ICP-MS

LIBS

NIST

Atomova absorpéni spektrometrie, Atomic Absorption Spectroscopy
Adenosintrifosfat, Adenosine Triphosphate

Akademie véd Ceské republiky, Czech Academy of Sciences

Bazocelularni karcinom, Basal Cell Carcinoma

Zatizeni s vazanymi naboji, Charged Coupled Device

Komparativni genomové hybridizace, Comparative Genome Hybridization

Komplementarni polovodi¢ na bazi oxidu kovli, Complementary Metal Oxide
Semiconductor

Desorp¢ni elektrosprejova ionizaéni hmotnostni spektroskopie, Desorption
electrospray ionization Mass Spectrometry

Deoxyribonukleova kyselina
Diodovy laser s externi dutinou, External-cavity Diode Laser
Zaliti tkan¢€ do parafinu, Formalin-Fixed Paraffin-Embedded

Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, University Hospital in Hradec
Kralove

Hematoxylin a eozin

Cas zpozdéni detektoru, Gate Delay
Virus lidské imunitni nedostate¢nosti, Human Immunodeficiency Virus

Intenzifikované zafizeni s nabojovou vazbou, Intensified Charged Coupled
Device

Emisni spektrometrie s indukéné€ vazanym plazmatem, Inductively coupled
plasma optical emission spectrometry

Infracervené, Infrared

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem s laserovou
ablaci, Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu, Laser-induced Breakdown
Spectroscopy

Néarodni institut pro standardy a technologie, National Institute of Standards
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ns

OES
PCR
ppb

Ppm
SCC

SCLM

SEM-EDX

SNR
uv
VIS

XRF

and Technology

Nanosekundovy laser

Opticka emisni spektroskopie, Optical Emission Spectrometry
Polymerazova fetézova reakce, Polymerase Chain Reaction
Casti na bilion, Parts Per Billion

Casti na milion, Parts Per Million

Spinocelularni karcinom, Squamous Cell Carcinoma

Konfokalnim skenovacim laserovy mikroskop, Smart Computational Light
Microscope

Skenovaci elektronovd mikroskopie s energiové disperzni rentgenovou
spektroskopii, Scanning Electron Microscopy with Energy Dispersive X-Ray
Emission

Pomér signalu ku Sumu, Signal to Noise Ratio
Ultrafialové, Ultraviolet
Viditelné, Visible

Rentgenova fluorescenéni mikroskopie, X-ray fluorescence
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