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Abstrakt 

T a t o diplomová práce s e zabývá analýzou měkkých tkání zalitých v parafínu pomocí m e t o d y 
s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m buzeného p l a z m a t u ( L I B S ) a pomocí doplňkové t e c h n i k y hmotnostní 
s p e k t r o m e t r i e s indukčně vázaným p l a z m a t e m s l a s e r o v o u ablací ( L A - I C P - M S ) . Konkrétně 
s e práce zaměřuje n a o p t i m a l i z a c i parametrů měření měkkých tkání p r o femtosekundový 
a nanosekundový pulzní l a s e r s různými vlnovými délkami n a myších ledvinách, jakožto 
modelové m a t r i c e měkké tkáně. Následovala prvková analýza několika vzorků nejčastěji 
s e vyskytujících typů r a k o v i n y lidské kůže (maligní m e l a n o m , bazocelulární k a r c i n o m 
a spinocelulární k a r c i n o m ) pomocí výše zmíněných analytických m e t o d . Analýzou vzorků 
b y l y získány m a p y prostorových distribucí biogenních prvků. Cílem práce j e ukázat možnost 
využití nových analytických m e t o d , které b y neměly n a h r a d i t klasické histologické vyšetření, 
a l e být například využívány p r o předběžné vyšetření napadené tkáně n e b o čistě j a k o pomocné 
t e c h n i k y p r o h i s t o l o g y při d i a g n o s t i c e nádorů. Obě t y t o m e t o d y b y m o h l y d o b u d o u c n a 
nabídnout kompletně nový p o h l e d n a d i a g n o s t i k u r a k o v i n y u měkkých tkání. 

Abstract 

T h i s t h e s i s d e a l s w i t h t h e a n a l y s i s o f p a r a f f i n - e m b e d d e d s o f t t i s s u e s u s i n g l a s e r - i n d u c e d 
b r e a k d o w n s p e c t r o s c o p y ( L I B S ) a n d t h e c o m p l e m e n t a r y t e c h n i q u e o f l a s e r a b l a t i o n 
i n d u c t i v e l y c o u p l e d p l a s m a m a s s s p e c t r o m e t r y ( L A - I C P - M S ) . S p e c i f i c a l l y , t h e w o r k f o c u s e s 
o n o p t i m i z i n g s o f t t i s s u e L I B S m e a s u r e m e n t p a r a m e t e r s f o r f e m t o s e c o n d a n d n a n o s e c o n d 
p u l s e d l a s e r a b l a t i o n a t d i f f e r e n t w a v e l e n g t h s o n m o u s e k i d n e y s a s a s o f t t i s s u e m o d e l m a t r i x . 
I n a d d i t i o n , e l e m e n t a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d o n s e v e r a l s a m p l e s o f t h e m o s t c o m m o n l y 
o c c u r r i n g h u m a n s k i n c a n c e r s ( m a l i g n a n t m e l a n o m a , b a s a l c e l l c a r c i n o m a , a n d s q u a m o u s c e l l 
c a r c i n o m a ) u s i n g t h e a b o v e - m e n t i o n e d a n a l y t i c a l m e t h o d s . M a p s o f t h e s p a t i a l d i s t r i b u t i o n s 
o f b i o g e n i c e l e m e n t s w e r e o b t a i n e d . A i m o f t h i s w o r k i s t o s h o w a p o t e n t i a l o f n e w a n a l y t i c a l 
m e t h o d s t h a t a r e n o t i n t e n d e d t o r e p l a c e t h e c l a s s i c a l h i s t o l o g i c a l e x a m i n a t i o n c o m p l e t e l y . 
H o w e v e r , t h e s e t e c h n i q u e s c o u l d b e u s e d f o r p r e l i m i n a r y s c r e e n i n g o f t u m o r t i s s u e o r p u r e l y 
a s a c o m p l e m e n t a r y t e c h n i q u e f o r h i s t o l o g i s t s t o d i a g n o s e c a n c e r s . B o t h m e t h o d s c o u l d o f f e r 
a c o m p l e t e l y n e w p e r s p e c t i v e o n s o f t t i s s u e c a n c e r d i a g n o s i s i n t h e f u t u r e . 
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1 ÚVOD 

Kůže j e n e j větší orgán lidského těla, který slouží j a k o o c h r a n a před vnějšími v l i v y . T y t o 
nepříznivé v l i v y prostředí m o h o u být příčinou v z n i k u různých onemocnění kůže, například 
r a k o v i n y . Existují d v a t y p y nádorového onemocnění kůže. Prvním z n i c h j e nezhoubný nádor, 
který většinou není p r o člověka nebezpečný. Druhým t y p e m j e nádor zhoubný, který může 
v určitých případech metastázovat a v e l m i ohrožovat život j e d i n c e . R a k o v i n a kůže j e jedním 
z nejčastěji s e vyskytujících nádorových onemocnění obecně, p r o t o j e extrémně důležitá častá 
p r e v e n c e . 

Stále s e hledají nové m e t o d y , které b y p o m o h l y histologům při d i a g n o s t i c e a analýze 
rakovinových tkání. V dnešní době j e nejčastěji využívána k d i a g n o s t i c e štandartní e x c i z e 
n e b o M o h s o v a mikrografická c h i r u r g i e , t e d y chirurgické odstranění rakovinné tkáně včetně 
bezpečnostního l e m u zdravé kůže a následné mikroskopické vyšetření v z o r k u . Problémem 
t o h o t o p o s t u p u j e prodloužená d o b a o p e r a c e kvůli opakovanému histologickému vyšetření 
během zákroku, což zvyšuje r i z i k o komplikací, j a k o j e například i n f e k c e rány. Dalším 
problémem j e správné odhadnutí bezpečnostního l e m u při odstraňování nádorů, a t o zejména 
u starších pacientů, p r o které j e každý chirurgický zákrok navíc nebezpečný. P r o t o j e v e l m i 
žádoucí alternativní n e b o podpůrná t e c h n i k a , která b y přesně a r y c h l e určila o b l a s t r a k o v i n y 
a odpovídající bezpečnostní rozpětí zdravé kůže, a b y n e b y l o nutné provádět o p e r a c e 
opakovaně. 

Z t o h o t o důvodu s e diplomová práce zabývá přiblížením d v o u biozobrazovacích analytických 
t e c h n i k , jelikož stanovení k o n c e n t r a c e chemických prvků a j e j i c h d i s t r i b u c e j e nesmírně 
důležité v různých o b l a s t e c h biologického a lékařského výzkumu. Chemické změny v tkáni 
l z e p o z o r o v a t pomocí těchto analytických t e c h n i k , které b y b y l o možné v b u d o u c n o s t i 
používat právě k d i a g n o s t i c e nádorů, jelikož j e j i c h výstupy m o h o u p o s k y t n o u t jedinečné 
i n f o r m a c e o různých fyziologických a patofyziologických p r o c e s e c h v e zkoumaných tkáních. 
J e d n o u z těchto m e t o d j e s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m buzeného p l a z m a t u ( L I B S ) , 
jakožto kvazidestruktivní analytická m e t o d a , která j e schopná p o s k y t n o u t rozsáhlé i n f o r m a c e 
o rozložení biogenních chemických prvků v měkké tkáni zalité v parafínovém b l o k u , 
například vápníku ( C a ) a hořčíku ( M g ) , k d y zvýšená k o n c e n t r a c e právě hořčíku má p o d l e 
stávajících výzkumů s p o j i t o s t s m a l i g n i t o u tkáně. D r u h o u m e t o d o u j e hmotnostní 
s p e k t r o m e t r i e s indukčně vázaným p l a z m a t e m s l a s e r o v o u ablací ( L A - I C P - M S ) . V této práci 
b y l k l a d e n důraz především n a stanovení z i n k u ( Z n ) v měkké tkáni n a laboratorním s k l e , 
jakožto možného b i o m a r k e r u r a k o v i n y . Obě t y t o m e t o d y l z e využít p r o kontinuální mapování 
biologických tkání s možností v i z u a l i z a c e tkáně a sestavení m a p y prostorové d i s t r i b u c e 
chemických prvků. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Lidská kůže 

Kůže j e n e j větší orgán lidského těla tvořící přibližně 1 5 % celkové h m o t n o s t i dospělého 
člověka s plošným r o z s a h e m a s i 1 , 5 - 2 m 2 [ 1 ] . Slouží primárně k ochraně o r g a n i s m u před 
vnějšími fyzickými, chemickými a biologickými v l i v y n e b o například k ochraně p r o t i 
účinkům ultrafialového záření. Dále p o t o m k přijímání smyslových podmětů z vnějšího okolí 
díky nespočtu nervů, k udržování homeostázy n e b o k t e r m o r e g u l a c i . Nesmí s e a n i 
z a p o m e n o u t n a f u n k c i kůže, jakožto místa, k d e dochází k syntéze vitamínu D n e b o j a k o 
zásobárny v o d y [ 2 ] . Skládá s e z e tří v r s t e v : e p i d e r m i s , d e r m i s a h y p o d e r m i s (Obrázek 1 ) . T y t o 
v r s t v y j s o u orientované t a k , a b y s e jednotlivé v r s t v y strukturálně a funkčně doplňovaly. 
Specializované f u n k c e a tloušťka jednotlivých v r s t e v ( 1 - 4 m m ) s e liší p o d l e umístění 
n a lidském těle [ 3 ] . 

Obrázek 1: Anatomie kůže [4]. 

2.1.1 Epidermis 

Pokožka ( l a t i n s k y Epidermis) j e nejsvrchnější v r s t v a kůže tvořená vrstevnatým dlaždicovým 
e p i t e l e m [ 5 ] . Jedná s e o neustále s e obnovující s t r u k t u r u , která j e složená zejména 
z keranocytů (syntéza k e r a t i n u ) a z dendritických buněk, m e z i které patří m e l a n o c y t y , 
L a n g e r h a n s o v y buňky n e b o m e c h a n o r e c e p t o r y ( M e r k e l o v y buňky, M e i s s n e r o v a tělíska 
a V a t e r o v o - P a c i n i h o tělíska) [ 3 , 6 ] . Dělí s e n a další v r s t v y (Obrázek 2 ) p o d l e m o r f o l o g i e 
a p o l o h y keranocytů, které s e diferencují v rohovíte buňky. Spodní v r s t v y j s o u tvořeny živými 
buňkami a v r s t v a n e j svrchněj ší j s o u buňky převážně zrohovatělé [ 5 ] . 

Rohová vrstva ( l a t i n s k y stratum corneum) n e b o l i povrchová v r s t v a lidské kůže slouží 
především k mechanické ochraně. Dvěma hlavními složkami j s o u l i p i d y ( c e r a m i d y , 
c h o l e s t e r o l , mastné k y s e l i n y ) a k o r n e o c y t y . Jedná s e o velké a ploché rohovíte buňky 
polyedrického t v a r u , které j iž z t r a t i l y svá jádra v důsledku terminálni d i f e r e n c i a c e , a tudíž 
s e považují z a buňky mrtvé. T y t o mrtvé buňky j s o u v e l m i bohaté n a bílkoviny. Postupně 
s e odlupují z p o v r c h u kůže a nahrazují j e buňky z e spodnějších v r s t e v ( d e s k v a m a c e ) [ 1 , 6 ] . 
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Lesklá vrstva ( l a t i n s k y stratům lucidum) s e skládá z e zploštělých a n a s e b e navazujících 
buněk obsahujících eleidin ( p r e k u r z o r k e r a t i n u ) T a t o v r s t v a s e nachází p o u z e n a dlaních 
a c h o d i d l e c h , t e d y v nejtlustších o b l a s t e c h kůže [ 2 , 7 ] . 

Zrnitá vrstva ( l a t i n s k y stratům granulosum) s e skládá z j edná až čtyř řad zploštělých buněk 
obsahujících v e své cytoplazmě nepravidelné g r a n u l e k e r a t o h y a l i n u , které s e vyskytují 
v náhodných řadách n e b o mřížkách. J s o u zodpovědné z a další syntézu a m o d i f i k a c i proteinů 
podílejících s e n a k e r a t i n i z a c i [ 1 , 3 , 7 ] . 

Ostnitá vrstva ( l a t i n s k y stratům spinosum) j e n e j tlustší z e všech ( 5 - 1 0 v r s t e v buněk). Někdy 
s e t a t o v r s t v a také může nazývat M a l p i g h o v a v r s t v a n e b o dlaždicová v r s t v a , protože při 
m i g r a c i d o této v r s t v y ztrácejí sloupcovité k e r a n o c y t y v o d u a získávají polyedrický t v a r , a l e 
zachovávají s i svůj mezibuněčný k o n t a k t [ 1 , 7 ] . 

Bazálni vrstva ( l a t i n s k y stratům basale) j e nejhlubší a základní v r s t v a e p i d e r m i s složená 
z e sloupcovitých keranocytů, které s e připojují svojí delší s t r a n o u k d e r m i s . K e r a n o c y t y tvoří 
j e d n u v r s t v u a přiléhají k sobě i kos tn i té vrstvě pomocí desmosomálních spojů. M e z i další 
typický z n a k této v r s t v y patří tmavě zbarvená oválná jádra buněk a přítomnost melanocytů. 
Dochází z d e k dozrávání buněk [ 1 ] . M e l a n o c y t y j s o u dendritické buňky vycházející 
z nervového hřebene, které obsahují p i g m e n t m e l a n i n , j enž chrání před U V zářením. 
M e l a n o c y t y j s o u uspořádány vodorovně n a d d e r m i s [ 2 ] . 
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Bazálni v r s t v a 
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D e r m i s 

Mrtvé buňky s k e r a t i n e m 

L a m e l a m i g r a n u l e 

K e r a n o c y t y 

M e r k e l o v y buňky 

N e u r o n 

Obrázek 2: Stavba epidermis [4]. 

2.1.2 Dermis 

Skára ( l a t i n s k y dermis n e b o corium) tvoří většinu tloušťky kůže ( 1 - 3 m m ) a zajišťuje její 
pružnost, o d o l n o s t a p e v n o s t . O b s a h u j e smyslové r e c e p t o r y . Jedná s e o systém tuhé, vazivové, 
vláknité a pojivové tkáně, který v e své struktuře o b s a h u j e krevní cévy, n e r v y , f o l i k u l y vlasů 
a chlupů, mazové žlázy, potní žlázy n e b o lymfatické cévy [ 1 , 6 ] . Úzce s p o l u p r a c u j e 
s e p i d e r m i s zejména při opravě a přestavbě kůže při hojení r a n . Hlavní složkou d e r m i s 
j e vláknitý p r o t e i n k o l a g e n t y p u I . Jedná s e o hlavní strukturální bílkovinu těla, která 
s e nachází v e v a z e c h , šlachách, v e výstelce kostí a v neposlední řadě v d e r m i s . K o l a g e n 
představuje 7 0 % suché h m o t n o s t i kůže [ 1 ] . M e z i další složku d e r m i s patří například k y s e l i n a 
hyaluronová n e b o g l y k o s a m i n o g l y k a n y , které slouží k zadržování v o d y v těle [ 3 ] . D e r m i s 
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s e dělí s e n a dvě v r s t v y . Povrchová v r s t v a bradavková (stratům papilare) s e skládá z volné 
pojivové tkáně, volných elastických vláken a k o l a g e n u . D r u h o u v r s t v o u j e hluboká v r s t v a 
síťová (stratům reticulare), která j e hustší a o b s a h u j e především kolagenová aelas t inová 
vlákna, nervová zakončení, lymfatické cévy a s v a l y (např. napřimovače chlupů) [ 2 , 7 ] . 

2.1.3 Hypodermis 

Podkoží ( l a t i n s k y Hypodermis) s e skládá z různého množství podkožního t u k u , který slouží 
k t e r m o r e g u l a c i , j a k o zásobárna e n e r g i e , k tlumení nárazů n e b o k ukládání v o d y v těle [ 6 ] . 
J e t o v y s o c e prokrvená v r s t v a protkaná velkým množstvím cév tvořená řídkým kolagenním 
v a z i v e m . Rozložení podkožního t u k u j e ovlivněno řadou faktorů, m e z i které patří například 
výživa, věk, činnost žláz a v neposlední řadě pohlaví j e d i n c e , k d y u mužů s e p o h y b u j e k o l e m 
1 0 - 1 5 % a u žen k o l e m 2 0 % z celkové h m o t n o s t i j e d i n c e [ 2 , 7 ] . 

2.1.4 Nádorové onemocnění kůže 

Kůže pokrývá celé lidské tělo a chrání j i před vnějšími v l i v y . T y t o nepříznivé v l i v y okolí 
m o h o u způsobovat j a k lehké onemocnění kůže, t a k i například nádorové onemocnění. Nádor 
s e dá obecně označit j a k o onemocnění, při kterém dochází k nekontrolovatelnému dělení 
a růstu tělesných buněk a j e j i c h šíření d o dalších částí těla. R a k o v i n a j e onemocnění, které 
j e způsobeno změnami v g e n e c h , jež řídí naše buňky [ 8 ] . N a v z n i k u kožního nádoru 
s e nejčastěji podílí U V záření, a l e i genetická p r e d i s p o z i c e . Dalším p a r a m e t r e m j e i stáří 
člověka, k d y s e výskyt r a k o v i n y kůže výrazně zvyšuje s věkem. Existují d v a základní t y p y 
nádorů, zhoubné a nezhoubné [ 9 ] . 

Nezhoubné (benigní) nádory j s o u s h l u k y buněk, které nemají s c h o p n o s t n a p a d a t okolní tkáň 
n e b o s e šířit dále p o těle (metastázovat). Nejčastěji neohrožují život člověka. Jedná 
s e například o dysplastický névus, mateřské znaménko, l i p o m n e b o h e m a n g i o m [ 8 ] . 

Zhoubné (maligní) nádory kůže mají v některých případech s c h o p n o s t metastázovat, j s o u 
invazivní a r o s t o u m n o h e m r y c h l e j i než nádory benigní. J s o u v e l m i nebezpečné a poměrně 
v e l m i časté. Každý r o k přibývá několik milionů případů t o h o t o t y p u onemocnění především 
u bělošské p o p u l a c e . Jedná s e o n e j rozšířenější lidský t y p nádorů obecně [ 8 ] . 

Obrázek 3: Typy nádorového onemocnění kůže [10]. 
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Kožní nádory s e pojmenovávají a dělí p o d l e t y p u buňky, z e které vychází (výchozí tkáně) 
n e b o p o d l e svého chování. M e z i n e j známější t y p y patří bazocelulární k a r c i n o m ( b a z a l i o m , 
B C C ) , spinocelulární k a r c i n o m (dlaždicobuněčný k a r c i n o m , s p i n a l i o m , S C C ) a maligní 
m e l a n o m [ 9 ] . 

Nemelanomové kožní nádory 

M e z i t y t o nádory patří bazocelulární k a r c i n o m a dlaždicobuněčný k a r c i n o m . T y t o d v a d r u h y 
tumorů j s o u zapříčiněny především d o p a d e m U V záření n a místa, jež j s o u často vystavovaná 
S l u n c i (obličej, záda, končetiny). Jedná s e o nádory, které s e objevují v e l m i často, ovšem 
p o u z e s 1 % úmrtností [ 1 1 ] . 

Bazaliom ( z anglického Basal Cell Carcinoma, B C C ) j e t y p kožního nádoru, který p o m a l u 
r o s t e , j e lokální a u kterého s e vyskytují metastáze p o u z e výjimečně. Může ovšem způsobit 
v e l m i vážné problémy, p o k u d d o j d e k lokální d e s t r u k c i tkáně a k i n f i l t r a c i d o dalších orgánů 
[ 1 2 ] . Vzniká v bazálni vrstvě e p i d e r m i s při kumulativní m u t a c i D N A (nejčastěji g e n P T C H 1 ) 
kvůli e x p o z i c i kůže slunečnímu záření a následnému v z n i k u thyminových dimerů. Bazálni 
buňky produkují nové buňky, které vytlačují d o vyšších v r s t e v starší buňky. T e n t o p r o c e s 
t v o r b y nových buněk j e řízen D N A bazálnich buněk. Při m u t a c i D N A buňky dochází 
k rychlému množení, růstu a tvorbě rakovinného útvaru n a p o v r c h u kůže [ 1 0 ] . Další možností 
v z n i k u bazaliomů j s o u s y n d r o m bazocelulárního névu (Gorlinův s y n d r o m ) n e b o onemocnění 
Xeroderma pigmentosa & Albinismus. T e n t o t u m o r s e obecně p r o j e v u j e růžovými výrůstky, 
červenými s k v r n a m i n e b o otevřenými r a n k a m i . E x i s t u j e několik podtypů bazaliomů. Léči 
s e lokálně n e b o chirurgickým odstraněním [ 1 1 - 1 4 ] . 

Spinaliom ( z anglického Squamous Cell Carcinoma, S C C ) j e maligní epitelový t y p lokálního 
kožního nádoru vznikající abnormálně rychlým růstem dlaždicových buněk v e p i d e r m i s , který 
v 5 - 1 0 % případech metastázuje d o blízkých u z l i n . Opět z d e h r a j e významnou r o l i při v z n i k u 
nádoru U V záření, k d y dochází k poškození D N A ( m u t a c e g e n u p 5 3 ) , které vyvolá změny 
v chování dlaždicových buněk. Dochází k e x p a n z i mutovaných buněk n a úkor buněk 
normálních [ 1 5 ] . T e n t o nádor s e v y s k y t u j e při dlouhodobém až chronickém vystavováním 
S l u n c i . Další možností v z n i k u s p i n a l i o m u j e vystavování kůži průmyslovým karcinogenům 
(např. d e h e t , a r s e n ) , i n f e k c e H I V n e b o při poruchách i m u n i t y . R i z i k o v z n i k u nádoru zvyšují 
f a k t o r y j a k o nízké množství m e l a n i n u v kůži n e b o věk [ 1 1 , 1 6 ] . P r o j e v u j e s e v z n i k e m šupin 
n a p o v r c h u kůže, mírným zčervenáním n e b o otevřenými r a n k a m i , k d y může docházet 
k e krvácení. Existují dvě dědičná onemocnění, které rapidně zvyšují riziko spjaté 
s onemocněním nádoru s p i n a l i o m u . Jedná s e o onemocnění Xeroderma pigmentosa 
& Albinismus [ 1 5 ] . 

Kožní maligní melanom 

Jedná s e o n e j problémovější a n e j agresivnější kožní nádor. Tvoří p o u z e 4 % všech případů 
r a k o v i n y kůže, a l e j e příčinou až 7 5 % všech úmrtí obecně n a nádorové onemocnění kůže 
[ 1 7 ] . Vysoká úmrtnost j e spojená s tím, že m e l a n o m y postihují lymfatické u z l i n y n e b o 
metastázují a dostávají s e i k j iným orgánům, které napadají [ 1 8 ] . Nejčastěji vzniká 
z epidermálních melanocytů j a k o nové klasické znaménko n e b o popřípadě z j iž existujícího 
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znaménka, které mění s v o j i s t r u k t u r u . M e z i příznaky maligního m e l a n o m u patří změna 
v e l i k o s t i a t v a r u znaménka, výtok n e b o krvácení, popřípadě t v r d o s t či o t e k l o s t znaménka [ 1 3 ] . 

P o d l e stádia m e l a n o m u (Obrázek 4 ) s e rozdělují m e l a n o m y d o pěti stádií. Obecně platí, 
že čím vetší číslo, tím j e nádor agresivnější a onemocnění j e vážnější. U stádia 0 j e nádor 
n a vrchní vrstvě e p i d e r m i s . V prvním stádiu dochází k p r o s t u p u nádoru d o d e r m i s podobně 
j a k o v e stádiu I I . T y t o dvě stádia s e liší p o u z e tloušťkou nádoru. V e stádiu I I I j iž dochází 
k napadení lymfatických u z l i n . V posledním stádiu s e r a k o v i n a rozšiřuje i d o okolních tkání 
lidského těla (např. plíce, játra, střeva) [ 1 9 ] . 

Stádium 0 Stádium I Stádium I I Stádium I I I Stádium I V 

E p i d e r m i s 

D e n n i s 

Podkoží 

Obrázek 4: Stádia maligního melanomu [19]. 

U maligního m e l a n o m u j e nesmírně důležitá včasná diagnóza. Při podezření n a maligní 
m e l a n o m s e nejčastěji provádí kožní b i o p s i e , k d y dochází k histologickému vyšetření 
odebraného v z o r k u tkáně. T a t o m e t o d a s e v dnešní době považuje z a k l a s i c k o u a štandartní 
m e t o d u , ovšem j e poměrně časově náročná a v některých případech i neprůkazná [ 1 7 ] . 

2.1.5 Prvkové změny v nádorové tkáni 

Uspořádání a k o n c e n t r a c e chemických prvků v buněčném prostředí j s o u určujícím f a k t o r e m 
m o r f o l o g i e tkáně. T a s e mění v závislosti n a t o m , j a k s e buňky dělí a vyvíjejí. Při přeměně 
buňky z e zdravé n a t u m o r o v o u dochází k e kvantitativní i prostorové změně uspořádání prvků 
v tkání. T y t o p r o c e s y s e odehrávají před všemi morfologickými změnami n e b o před 
i m u n o a k t i v i t o u . T z v . Warburgův e f e k t j e společný p r o všechny t y p y r a k o v i n y . Spočívá 
v e zvýšené p r o d u k c i A T P , biosyntéze čtyř hlavních tříd m a k r o m o l e k u l ( p r o t e i n y , l i p i d y , 
s a c h a r i d y a nukleové k y s e l i n y ) a zpřísnění redoxní k o n t r o l y . T o t o slouží j a k o předstupeň 
nádorového růstu a d i f e r e n c i a c e , k d y následuje buněčné dělení, a n g i o g e n e z e , autoimunitní 
r e a k c e a případné metastázování. Dochází k e změnám v m e t a b o l i s m u , které j s o u s p o j e n y 
s j emnými rozdíly m e z i chemickým složením zdravých a zhoubných buněk. T y t o změny 
v d i s t r i b u c i chemických prvků b y s e m o h l y využít k d i a g n o s t i c e nádorových tkání s využitím 
zobrazovacích analytických t e c h n i k s dostatečným prostorovým rozlišením [ 2 0 , 2 1 ] . 

2.1.6 Diagnostika nádorového onemocnění kůže 

V dnešní době e x i s t u j e m n o h o možností, j a k r a k o v i n u kůže d i a g n o s t i k o v a t a posléze léčit, 
p o k u d s e zachytí v počátečním stádiu. Z t o h o t o důvodu j e p r o t o v e l m i důležitá častá p r e v e n c e 
u kožního lékaře a v případě pozitivního nálezu včasné a pečlivé odstranění nádoru [ 9 , 1 3 ] . 
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E x i s t u j e několik možností, j a k d i a g n o s t i k o v a t kožní nádory. Nejčastěji dochází k d i a g n o s t i c e 
všech druhů nádorů pomocí klasického histologického vyšetření s využitím barvení 
h e m a t o x y l i n e m a e o z i n e m ( M o h s o v a mikrografická c h i r u r g i e ) . Rozšířením klasické h i s t o l o g i e 
j e i m u n o h i s t o c h e m i e . Jedná s e o h i s t o l o g i c k o u t e c h n i k u barvení, která p r a c u j e n a p r i n c i p u 
d e t e k c e jednotlivých tkáňových antigénu pomocí specifických primárních protilátek. Další 
možností d i a g n o s t i k y j e d e r m a t o s k o p i e s využitím d e r m a t o s k o p u . T a t o m e t o d a umožňuje 
v i z u a l i z o v a t určité morfologické z n a k y kožních lézí, které j s o u p r o pouhé o k o v e l m i špatně 
viditelné. P r o d i a g n o s t i k u j e možné využít i vysokofrekvenční u l t r a z v u k , který j e s c h o p e n 
určit i tloušťku nádoru. V e výzkumu s e používá t e c h n i k a elektronové m i k r o s k o p i e , která 
dokáže o d h a l i t subcelulární s t r u k t u r u indikující d i f e r e n c i a c i . M e z i další konvenční m e t o d y 
patří i počítačová t o m o g r a f i e , magnetická r e z o n a n c e n e b o fluorodeoxyglukózová pozitronová 
emisní t o m o g r a f i e . Každá z těchto výše zmíněných m e t o d má své p l u s y i mínusy. P r o t o 
j e cílem t y t o m e t o d y z k o m b i n o v a t n e b o o b j e v i t m e t o d y nové [ 2 2 , 2 3 ] . 

V posledních l e t e c h s e začínají o b j e v o v a t nové t e c h n i k y , které b y p o m o h l y zpřesnit 
d i a g n o s t i k u kožních nádorů. M e z i t y t o m e t o d y patří například komparativní genomová 
h y b r i d i z a c e ( z anglického Comparative Genome Hybridization, C G H ) , t e c h n i k a P C R 
( z anglického Polymerase Chain Reaction), R a m a n o v a s p e k t r o s k o p i e n e b o vyšetření 
konfokálním skenovacím laserovým m i k r o s k o p e m ( S C L M ) . Poměrně populární a j iž v e l m i 
dobře prozkoumaná j e v dnešní době t e c h n i k a L A - I C P - M S v o b l a s t i d i a g n o s t i k y m a l i g n i t y 
tkáně. V neposlední řadě m e z i t y t o nové a slibné t e c h n i k y patří m e t o d a s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m 
buzeného p l a z m a t u ( L I B S ) [ 2 2 , 2 4 ] . 

M e z i možnosti léčby nádorového onemocnění kůže patří chirurgické odstranění nádoru, 
c h e m o t e r a p i e , k r y o c h i r u r g i e , rádioterapie, i m u n o t e r a p i e a cílená n e b o podpůrná léčba [ 2 4 ] . 

2.2 Uvod do spektroskopie 

S p e k t r o s k o p i e j e obecně charakterizována j a k o m e t o d a , při které dochází k i n t e r a k c i m e z i 
zářením a h m o t o u . Základy s p e k t r o s k o p i e položil f y z i k G . R . K i r c h h o f f , p o d l e kterého 
má každá čistá látka své charakteristické s p e k t r u m [ 2 5 ] . 

Spektroskopické t e c h n i k y j s o u hojně využívány v technických o b l a s t e c h vědy a t e c h n i k y , 
j a k o j s o u například c h e m i e , f y z i k a , m e c h a n i k a či b i o l o g i e . Využívají s e p r o s t u d i u m s t r u k t u r 
atomů a m o l e k u l . T y t o t e c h n i k y s e dají použít j a k p r o kvalitativní, t a k p r o kvantitativní 
analýzu. Vyznačují s e v e l m i v y s o k o u citlivostí [ 2 6 ] . 

Hlavní dělení spektroskopických m e t o d j e n a m e t o d y absorpční a emisní. M e z i základní 
m e t o d y s p e k t r o s k o p i e patří atomová s p e k t r o s k o p i e , rentgenová s p e k t r o s k o p i e , molekulová 
s p e k t r o s k o p i e a m n o h o dalších. T y t o m e t o d y s e o d s e b e odlišují nejčastěji p o d l e způsobu 
i n t e r a k c e záření s h m o t o u [ 2 5 ] . 

J e d n o u z n e j základnějších analytických m e t o d p r o p r v k o v o u analýzu j e optická emisní 
s p e k t r o s k o p i e - O E S n e b o j i n a k atomová emisní s p e k t r o s k o p i e - A E S ( z anglického Optical 
Emission Spectrometry a Atomic Emission Spectrometry). T a t o m e t o d a j e založená 
n a pozorování záření emitovaného excitovanými a t o m y a i o n t y prvků v plynném s t a v u . Při 
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dodání e n e r g i e d o systému (tepelná e n e r g i e , elektrická e n e r g i e ) dochází k a t o m i z a c i v z o r k u 
a následné e x c i t a c i valenčních elektronů a t o m u . V excitovaném s t a v u setrvává e l e k t r o n v e l m i 
krátkou d o b u . Při d e e x c i t a c i , přechodu n a základní e n e r g e t i c k o u h l a d i n u , dochází k e m i s i 
elektromagnetického polychromatického záření. T o t o záření c h a r a k t e r i z u j e zkoumaný systém. 
P r o kvalitativní analýzu s e využívá p o l o h a čar v e s p e k t r u (vlnová délka emitovaného záření) 
a p r o kvantitativní analýzu s e využívá i n t e n z i t a emitovaného záření. Výsledkem měření 
j e čárové s p e k t r u m . Spektrální o b l a s t p r o O E S s e p o h y b u j e v rozmezí 1 6 5 až 9 0 0 n m [ 2 6 ] . 

2.3 Spektroskopie laserem buzeného plazmatu 

S p e k t r o s k o p i e l a s e m buzeného p l a z m a t u L I B S , z anglického Laser-Induced Breakdown 
Spectroscopy, j e m e t o d o u optické emisní s p e k t r o s k o p i e . J e t o všestranná analytická 
mikro-destruktivní t e c h n i k a , která při i n t e r a k c i v z o r k u s laserovým p a p r s k e m tvoří 
plazmatický útvar. L a s e r e m buzené p l a z m a e m i t u j e elektromagnetické záření, které 
c h a r a k t e r i z u j e v l a s t n o s t i daného materiálu a umožňuje kvalitativní a kvantitativní analýzu 
prvků s citlivostí v řádech p p m ( z anglického Parts per Milion) [ 2 7 ] . 

2.3.1 Historie 

T a t o m e t o d a j e vyvíjena o d počátku 8 0 . l e t 2 0 . století, ačkoliv první práce zabývající 
s e m e t o d o u L I B S j s o u j iž z r o k u 1 9 6 0 [ 2 8 ] . Až v 8 0 . l e t e c h minulého století s e začala m e t o d a 
L I B S více rozvíjet společně s r o z v o j e m i n s t r u m e n t a c e , především laserových zdrojů, které 
b y l y kompaktnější, odolnější a levnější. Dalším i m p u l z e m p r o r o z v o j této m e t o d y b y l o 
vyvinutí spektrometrů s lepšími detekčními l i m i t y n e b o možnosti zpracovávat větší o b j e m y 
d a t a efektivně j e v y h o d n o c o v a t [ 2 9 ] . V posledních l e t e c h dochází k vývoji dalších typů L I B S 
p r o specifické a p l i k a c e . Pravděpodobně n e j známějším příkladem j e L I B S p r o dálkovou 
analýzu objektů [ 3 0 ] n e b o analýza biologických tkání v medicínských aplikacích [ 2 0 ] . 

2.3.2 Princip metody L I B S 

Při d o p a d u zaostřeného laserového p u l z u o vysokém špičkovém výkonu n a p o v r c h 
analyzovaného materiálu dochází k řadě reakcí, při kterých s e tvoří l a s e r e m buzené p l a z m a . 
Dochází k odpaření malého množství materiálu, k d e následně vzniká kráter. Ablatovaný 
materiál stlačuje atmosféru v okolí v z o r k u a dochází k e v z n i k u rázové v l n y . V t o m t o 
okamžiku dochází k řadě dalších jevů, j a k o například v e l m i rychlý lokální ohřev, tavení, 
odpařování materiálu, a t o m i z a c e , e x c i t a c e a i o n i z a c e v z o r k u [ 3 1 ] . Při přechodu zpět 
d o základního elektronového s t a v u částice vyzařují charakteristické elektromagnetické záření 
p r o daný materiál, díky kterému j s m e s c h o p n i určit jednotlivé p r v k y obsažené v m a t r i c i [ 2 7 ] . 

Obrázek 5: Princip metody LIBS [32]. 
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2.3.3 Laserem buzené plazma 

P l a z m a j e čtvrté skupenství h m o t y n e b o l i kvazineutrální ionizovaný p l y n , j ehož částice 
vykazují kolektivní chování [ 3 3 ] . 

L a s e r e m buzené p l a z m a j e z d r o j e m analytické i n f o r m a c e p r o t e c h n i k u L I B S . Vzniká 
p o d o p a d u vysokoenergetického laserového p u l z u n a p o v r c h materiálu. Skládá 
s e z neutrálních částic, kladně nabitých částic ( k a t i o n t y ) a záporně nabitých částic ( e l e k t r o n y , 
a n i o n t y ) . Vzniká dodáním dostatečného množství e n e r g i e molekulárnímu p l y n u , které j e vyšší 
než vazebné e n e r g i e jednotlivých stavů h m o t y . Dochází k e změně skupenství (fázovému 
přechodu) [ 3 4 ] . H u s t o t a výkonu potřebná p r o i n i c i a c i p l a z m a t u j e přibližně 1 G W / c m 2 p r o 
pevné látky. Vzniklé p l a z m a s e vyznačuje rychlým časovým vývojem a n e h o m o g e n i t o u [ 3 1 ] . 

Důležitým p a r a m e t r e m t e c h n i k y L I B S j e d o b a života p l a z m a t u . P o skončení laserového p u l z u 
s e p l a z m a rozptýlí d o atmosféry. T o t o p l a z m a s e nazývá přechodné. V momentě, k d y přestane 
d o p a d a t e n e r g i e z l a s e r u n a materiál, nastává ochlazení p l a z m a t u [ 3 5 ] . Při ochlazování 
p l a z m a t u začne být emitováno několik druhů záření. N a začátku j e brzdné záření tvořící 
a n a l y t i c k y bezvýznamné k o n t i n u u m . Následuje čárová e m i s e iontů, která j e j iž využitelná p r o 
s p e k t r o s k o p i i ( o k o l o 1 0 0 n s p o a b l a c i v z o r k u ) . Dále p a k dochází k vyzařování atomových čar 
a později při nižší teplotě k e m i s i signálů pocházejících z molekulových pásů [ 2 7 ] . 

lns 10 ns 100 as 1 jjs 10 us 
čas od počátku pul/u 

Obrázek 6: Časový průběh doby života plazmatu [27]. 

2.3.4 Instrumentace 

L I B S a p a r a t u r a s e skládá z e čtyř základních částí. Z pulzního l a s e r u , zaostřovací o p t i k y , 
sběrné o p t i k y a s p e k t r o s k o p u s d e t e k t o r e m synchronizovaným s laserovým p u l z e m (Obrázek 
7 ) . M o h o u být přidávány další p r v k y s o u s t a v y k e speciálním účelům [ 2 7 ] . 

Obrázek 7: Instrumentace LIBS [36]. 
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Laser 

L a s e r y ( z anglického Light Amplification by the Stimulated Emission of Radiation) produkují 
s t i m u l o v a n o u e m i s i fotonů. Skládají z e tří základních součástí ( z d r o j e n e r g i e , laserové 
médium, optický rezonátor) [ 3 7 ] . L a s e r y s e dělí p o d l e aktivního prostředí (pevnolátkové, 
kapalinové n e b o plynné), p o d l e pracovního režimu (kontinuálně pracující apulzn í ) a p o d l e 
s p e k t r a vyzařování n e b o l i vlnové délky ( U V , V I S , I C ) . Při používání j e nutné dbát n a o c h r a n u 
z r a k u kvůli možnému rozsáhlému poškození z r a k u [ 3 8 ] . 

Pulzní laser 

Jedná s e o l a s e r s krátkými světelnými p u l z y s vysokým výkonem, který p r a c u j e s n a v o l e n o u 
frekvencí buzení. K a b l a c i j s o u nejčastěji používány N d : Y A G n e b o excimerové l a s e r y 
[ 3 9 ] . Existují l a s e r y s nanosekundovými, pikosekundovými až femtosekundovými p u l z y 
[ 2 7 , 2 8 ] . 

Pevnolátkový N d : Y A G l a s e r j e n a bázi ytrito-hlinitého granátu dopovaného i o n t y n e o d y m u . 
U t o h o t o t y p u l a s e r u j e základní e m i t o v a n o u v l n o v o u délkou 1 0 6 4 n m . Používají s e ovšem 
i kratší vlnové délky při použití generátoru vyšších harmonických frekvencí, j a k o například 
druhá harmonická f r e k v e n c e 5 3 2 n m , třetí harmonická f r e k v e n c e 3 5 5 n m n e b o čtvrtá 
harmonická f r e k v e n c e 2 6 6 n m . J s o u oblíbené z důvodu poměrně nízké c e n y , jednoduché 
údržby n e b o možnosti s n a d n o j e z a b u d o v a t d o přenosných systémů [ 2 7 , 3 9 ] . 

Zaostřovací a snímací optika 

Zaostřování u nejjednodušších L I B S a p a r a t u r bývá zajištěno p o u z e j e d n o u čočkou s p e v n o u 
o h n i s k o v o u vzdáleností, k d y j e dopadající p a p r s e k kolmý n a p o v r c h v z o r k u . V e vyspělejších 
soustavách bývá zaostřování zprostředkováno pomocí systémů čoček n e b o různými o b j e k t i v y , 
které umožní h o m o g e n i z a c i d i s t r i b u c e e n e r g i e v p r o f i l u s v a z k u či možnost v o l b y průměru 
laserového s p o t u [ 2 7 , 4 0 , 4 1 ] . 

Elektromagnetické záření emitované z p l a z m a t u j e přiváděno pomocí optické fokusační 
s o u s t a v y n a optické vlákno, které t o t o světlo v e d e n a úzkou vstupní štěrbinu d o s p e k t r o m e t r u . 
Existují dvě g e o m e t r i e sběru světla. J e d n o u z n i c h j e koaxiální s dopadajícím laserovým 
p a p r s k e m . T o t o snímání e m i s e j e kompaktnější, a l e náchylnější k s a m o a b s o r p c i . Druhým 
j e sběr p o d úhlem 4 5 °, k d y použití sběru p o d úhlem zvyšuje c i t l i v o s t , a l e trpí větším 
r o z p t y l e m signálu [ 4 0 ] . Další možností může být sběr pomocí s v a z k u optických vláken, které 
j e n a svém k o n c i opatřeno o b j e k t i v e m p r o snímání e m i s e . Nejčastěji bývá používána sběrná 
o p t i k a s j e d n o u n e b o dvěma čočkami z o x i d u křemičitého [ 2 7 ] . 

Spektrometry 

S p e k t r o m e t r y slouží obecně k rozložení emisního záření pomocí disperzních prvků (optický 
h r a n o l n e b o mřížka) n a jednotlivé vlnové délky. V aparatuře L I B S s e využívají klasické 
s p e k t r o m e t r y t y p u C z e r n y - T u r n e r n e b o E c h e l l e (Obrázek 8 ) . Méně j iž bývá využívaný 
polychromátor t y p u P a s c h e n - R u n g e . Každý z těchto spektrometrů má s v o j e výhody 
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i nevýhody, které j e nutné v y h o d n o t i t před s a m o t n o u analýzou a v y b r a t n e j vhodnější 
s p e k t r o m e t r [ 4 2 , 4 3 ] . 

Hranol 

Obrázek 8: Uspořádání monochromátoru typu Czerny - Turner [42] a spektrometru typu Echelle 
[43]. 

Detektory 

D e t e k t o r y zaznamenávají i n t e n z i t u záření v závislosti n a vlnové délce. J s o u umístěny 
n a výstupní štěrbině s p e k t r o m e t r u . Dříve b y l y používány p r o d e t e k c i fotografické d e s k y , 
fotonásobiče n e b o fotodiódy [ 2 7 ] . 

V dnešní době j s o u často používanými d e t e k t o r y n a laboratorních soustavách L I B S 
polovodičové C C D d e t e k t o r y ( z anglického Chargé Coupled Devices). T y t o fotonové 
d e t e k t o r y j s o u v y s o c e citlivé n a e n e r g i i dopadajícího záření v U V , V I S a blízké I R o b l a s t i , 
k t e r o u přeměňují n a elektrický signál v e formě elektronů. Také j s o u v e l m i dobré při k o r e k c i 
pozadí. Dosahují m n o h e m větší c i t l i v o s t i než dříve využívané d e t e k t o r y . Jedním z hlavních 
požadavků p r o d e t e k t o r y s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m buzeného p l a z m a t u j e s y n c h r o n i z a c e 
s laserovými p u l z y a v e l m i vysoká opakovací f r e k v e n c e [ 2 7 , 4 0 , 4 4 ] . Speciálním případem 
C C D d e t e k t o r u j e I C C D d e t e k t o r ( z anglického Imaging Chargé Couple Device) n e b o 
E M C C D d e t e k t o r ( z anglického Electron Multiplying Charge-Coupled Device). T y t o v e r z e 
j s o u často využívány u m e t o d y L I B S z důvodu j e j i c h lepší c i t l i v o s t i [ 4 5 ] . 

Dalším t y p e m j s o u C M O S s e n z o r y ( z anglického Complementary Metal Oxide 
Semiconductor). J e j i c h výhoda spočívá v nižší pořizovací ceně, nižší spotřebě e n e r g i e , 
jednodušším použití e l e k t r o n i k y a menšími rozměry [ 4 4 ] . 

2.3.5 Výhody a nevýhody techniky L I B S 

V e l k o u výhodou této m e t o d y j e , že j i l z e použít p r o p r v k o v o u c h a r a k t e r i z a c i obrovského 
množství vzorků v e všech skupenstvích. Ať už s e jedná o n e r o s t y , r o s t l i n y , biologické 
materiály či p o l y m e r y umístěné v atmosférických podmínkách, v e v a k u u n e b o i p o d mořskou 
h l a d i n o u [ 2 7 , 2 8 ] . Výhodou j e také minimální d e s t r u k t i v i t a , mapování v z o r k u n a krátkou 
či v e l k o u vzdálenost, určitá možnost hloubkové analýzy díky možnosti opakované g e n e r a c e 
p l a z m a t u n a j e d n o m místě a v e l m i rychlá analýza, která j e omezená frekvencí d e t e k t o r u 
a frekvencí l a s e r u [ 3 1 ] . Další výhodou j e instrumentální j e d n o d u c h o s t samotné experimentální 
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s e s t a v y a také nízké pořizovací náklady. Zapotřebí j e p o u z e pulzní l a s e r , optické p r v k y 
a s p e k t r o m e t r s d e t e k t o r e m . P r o t o j e t a t o m e t o d a čím dál více oblíbená, protože s i j i dokáže 
vědecké pracoviště s e s t a v i t s a m o . V neposlední řadě patří m e z i výhody i možnost zlepšení 
k v a l i t y L I B S signálu, p o k u d t o dovolí analyzovaná m a t r i c e . T o l z e například přidáním 
druhého l a s e r u d o s e s t a v y n e b o l i dvoupulzní L I B S ( z anglického Double Pulse LIBS) n e b o 
d o k o n c e trojpulzní L I B S ( z anglického Triple Pulse LIBS) [ 2 7 ] . 

M e z i nevýhody může patřit například poměrně náročná kvantitativní analýza, především 
u biologických vzorků n e b o při nízkých koncentracích analyzovaného p r v k u . 

Většina odborných článků uvádí, že není potřeba předem připravovat měřené v z o r k y p r o 
L I B S . T y t o i n f o r m a c e j s o u ovšem zavádějící. P r o pokročilou analýzu pomocí m e t o d y L I B S 
j e potřeba důkladná příprava analyzovaných vzorků, zejména u těch biologických [ 4 5 ] . 

O p r o t i dalším metodám využívajících p l a z m a t u , j a k o například L A - I C P - M S (hmotnostní 
s p e k t r o s k o p i e s indukčně vázaným p l a z m a t e m ) d o s a h u j e L I B S horší c i t l i v o s t i , a l e n a d r u h o u 
s t r a n u v porovnáním s těmito m e t o d a m i d o s a h u j e vyšší opakovací f r e k v e n c e ( H z ) 
a podobného rozlišení ( u m ) . Srovnání s dalšími analytickými m e t o d a m i , j a k o j s o u u X R F 
n e b o S E M - E D X , s t e c h n i k o u L I B S j e možné vidět n a Obrázku 9 . 
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Obrázek 9:Srovnání metody LIBS s dalšími analytickými technikami [47]. 

2.3.6 Využití v praxi 

Jedním z důležitých využití této m e t o d y j e analýza archeologických nálezů. Nejčastěji j s o u 
analyzovány nálezy j a k o n e r o s t y , cenné k o v y , k e r a m i k a n e b o i umělecká díla. Příkladem 
může být využití L I B S při zkoumání m a l e b n a z d e c h v Pompejích. Využívá s e též p r o 
rozpoznávání pravých a padělaných archeologických nálezů. V dnešní době s e začínají 
o b j e v o v a t i vědecké práce, které s e zaměřují n a analýzu b i o archeologických materiálů, j a k o 
j s o u z u b y , k o s t i n e b o d o k o n c e kalcifikované tkáně [ 4 8 ] . M e z i další zajímavé využití t e c h n i k y 
L I B S j e S o n d a S u p e r C a m ( N A S A ) využívající dálkové optické t e c h n i k y včetně R a m a n o v y 
s p e k t r o s k o p i e a s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m buzeného p l a z m a t u [ 3 0 , 4 9 ] . 
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T e c h n i k a L I B S j e j iž hojně využívaná i v biologických aplikacích. Příkladem může být 
vícerozměrná k l a s i f i k a c e bakterií [ 5 0 ] , d e t e k c e zubních kazů [ 5 1 ] , r a k o v i n y psích j a t e r [ 5 2 ] , 
prsní tkáně [ 5 3 ] n e b o při analýze r o s t l i n [ 5 4 ] . V e l m i populární j e i využití této t e c h n i k y při 
analýzách zvířecích tkání [ 5 5 ] . 

2.4 Biozobrazování 

Rozsáhlé využití m e t o d y L I B S j e v kontinuálním mapování biologických tvrdých a měkkých 
tkání. Snímky L I B S umožňují v i z u a l i z o v a t s t r u k t u r u tkáně z chemického h l e d i s k a 
individuálních prvků (např. C a , F e , M g , N a , P a Z n ) a s e s t a v o v a t m a p y prostorové d i s t r i b u c e 
chemických prvků [ 2 0 ] . T o h o t o l z e využít například p r o použití j a k o doplňkové m e t o d y 
k h i s t o l o g i i při d i a g n o s t i c e nádorových měkkých tkání, k d y prostorová analýza může přinést 
důležité a nové i n f o r m a c e o tkáni. Prvková analýza u tumorů kůže, například m e l a n o m u , 
j e možná i z důvodu rozdílného chemického složení napadené a zdravé tkáně, a tudíž 
výsledné s p e k t r u m s emisními signály jednotlivých prvků b u d o u odlišné u zdravé a tumorové 
tkáně. E x i s t u j e celá řada m e t o d , které j s o u schopné t y t o p r v k y , například k o v y , a n a l y z o v a t 
(histochemické barvení n a k o v y , rentgenové m i k r o s o n d y , zobrazovací t e c h n i k y hmotnostní 
s p e k t r o s k o p i e ) , a l e každá z těchto t e c h n i k má určité problémy (nízká c i t l i v o s t n e b o 
specifičnost), které brání při rutinních analýzách [ 5 6 ] . Cílem j e p o c h o p i t r o l i těchto prvků 
v biologických m e c h a n i s m e c h ( j e j i c h t r a n s p o r t , d i s t r i b u c i a p o d . ) , i d e n t i f i k o v a t j e a ideálně 
j e k v a n t i f i k o v a t [ 5 7 ] . 

Biologické tkáně obsahují řadu stopových prvků, které j s o u nezbytné p r o fungování celého 
o r g a n i s m u a které hrají v e l m i důležitou r o l i v metabolických p r o c e s e c h . J e obecně známo, 
že změny v zastoupení u těchto prvků v e d o u k řadě patologickým procesů, včetně nádorového 
onemocnění kůže [ 5 8 ] . Jedním z těchto kovů j e například z i n e k , který j e absolutně nezbytný 
p r o fungování biologických procesů lidského těla. H r a j e důležitou r o l i v i n i c i a c i , p r o g r e s i 
n e b o zániku r a k o v i n y . I n t e r a k c e m e z i z i n k e m , expresí zinkových transportérů a funkcí 
imunitního systému s e úzce prolínají s buněčnými signálními d r a h a m i . P r o t o s e při 
biozobrazování nádorových tkání k l a d e n a z i n e k pravděpodobně největší důraz. Dalším 
důležitým k o v e m spojeným s karcinogénezí j e železo, jakožto základní p r v e k živých 
organismů n e b o měď. T e n t o k o v j e klíčovou součástí enzymů, které s e podílejí n a primární 
tvorbě nádorového mikroprostředí [ 5 9 ] . Všechny t y t o k o v y j s o u v e tkáni v e v e l m i malém 
zastoupení, p r o t o j e nutné p r o analýzu v o l i t t e c h n i k y , které dosahují o p r a v d u nízkých limitů 
d e t e k c e . M e z i t y t o m e t o d y můžeme například zařadit m e t o d u L A - I C P - M S . Existují ovšem 
i s t u d i e , které s e zaměřují n a analýzu spektrálních čar vápníku, hořčíku a f o s f o r u , 
jakožto možné b i o m a r k e r y p r o d i a g n o s t i k u nádorové tkáně. T y t o spektrální čáry j s m e s c h o p n i 
a n a l y z o v a t pomocí m e t o d y L I B S [ 6 0 ] . 

M e z i j e d e n z n e j důležitějších parametrů při mapování biologických tkání j e výběr vhodné 
vlnové délky pulzního l a s e r u k a b l a c i měkké tkáně. S c h o p n o s t tkáně dostatečně a b s o r b o v a t 
elektromagnetické záření j e zásadní. T a t o s c h o p n o s t závisí hlavně n a elektronové struktuře 
atomů a m o l e k u l , vlnové délce záření, tloušťce biologické tkáně a dalších p a r a m e t r e c h 
( t e p l o t a , k o n c e n t r a c e absorbujících prvků a p o d . ) . V biologické tkáni j e a b s o r p c e okrajově 
způsobena m a k r o m o l e k u l a m i ( p r o t e i n , p i g m e n t ) . Bílkoviny mají absorpční m a x i m a k o l e m 
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2 8 0 n m a m e l a n i n s h e m o g l o b i n e m v U V a blízké viditelné o b l a s t i s p e k t r a . A b s o r p c e j e a l e 
v lidské tkáni způsobena hlavně m o l e k u l a m i v o d y , které tvoří hlavní složku lidské tkáně. 
A b s o r p c e záření v e vodním prostředí t a k h r a j e signifikantní r o l i při přenosu záření d o tkáně. 
N e j vyšší a b s o r p c e j e dosažena v U V o b l a s t i a vzdálené I C o b l a s t i (např. 2 6 4 0 n m ) . P r o 
v i d i t e l n o u o b l a s t záření j e v o d a průhledná. P r o t o t y t o vlnové délky n e j s o u doporučovány 
n a analýzu měkkých tkání [ 6 1 ] . Závislost a b s o r p c e jednotlivých složek biologické tkáně 
n a vlnové délce l a s e r u j e z o b r a z e n a n a Obrázku 1 0 . 

0.1 1 10 

Vlnová délka ( u m ) 

Obrázek 10: Závislost absorpce složek biologické tkáně na vlnové délce [61 ] . 

2.5 LA-ICP-MS 

L A - I C P - M S n e b o l i laserová a b l a c e ( z anglického Laser Ablation, L A ) v k o m b i n a c i 
s hmotnostní spektroskopií indukčně vázaného p l a z m a t u ( z anglického Inductively Coupled 
Plasma, I C P aMass Spectrometry, M S ) j e výkonná analytická t e c h n i k a , která umožňuje 
provádět v y s o c e c i t l i v o u p r v k o v o u a i z o t o p o v o u analýzu pevných vzorků. Považuje 
s e z a j e d n u z nejvíce univerzálních analytických m e t o d . Pomocí této m e t o d y j e možné 
provádět j a k kvalitativní, t a k i kvantitativní analýzu, mikroanalýzu, h l o u b k o v o u p r o f i l o v o u 
analýzu n e b o dvourozměrné mapování chemických prvků [ 3 9 , 6 2 ] . 

2.5.1 Princip metody L A - I C P - M S 

Analýza t o u t o t e c h n i k o u začíná zaměřením laserového p a p r s k u n a p o v r c h v z o r k u 
v e vzduchotěsné ablační komoře, s možností využití např. h e l i a ( H e ) , k d e dochází p o výstřelu 
l a s e r u k laserové a b l a c i . Ablatované částice v e formě suchého a e r o s o l u s e vymývají během 
m i l i s e k u n d p r o u d e m nosného p l y n u , například a r g o n e m ( A r ) a j s o u přiváděny transportní 
trubicí k plazmovému z d r o j i , k d e dochází k a t o m i z a c i a i o n i z a c i částic. T y t o i o n t y j s o u 
přenášeny d o hmotnostního analyzátoru přes kužely rozhraní a o p t i k u , k d e dochází k dělení 
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p o d l e poměru m / z (hmotnost/náboj i o n t u ) . J a k o hmotnostní analyzátor může být použitý 
například kvadrupól, průletový analyzátor n e b o iontová p a s t [ 3 9 , 6 3 , 6 4 ] . Při správné 
s y n c h r o n i z a c i laserového ablačního systému a analyzátoru l z e zaznamenávat signály 
jednotlivých chemických prvků n a přesně daných místech a vytvářet t a k m a p y prostorové 
d i s t r i b u c e prvků. 

2.5.2 Výhody a nevýhody techniky 

M e z i největší výhodu této m e t o d y b e z e s p o r u patří v e l m i nízké l i m i t y d e t e k c e , až p p b 
( z anglického Parts Per Billion). J e možné přesně a n a l y z o v a t v z o r k y b e z větší přípravy, 
v z o r k y vodivé i nevodivé n e b o v e l m i malé. Analýza j e realizovatelná i n a v z d u c h u 
z a atmosférického t l a k u , k d y j s o u výsledky z analýzy dostupné d o několika vteřin [ 3 9 , 6 3 ] . 

Nevýhodou při použití této t e c h n i k y j e poměrně dlouhý čas analýzy, která s e u větších vzorků 
může p o h y b o v a t v řádech h o d i n . E x i s t u j e ovšem i několik omezení, které j s o u spojené s t o u t o 
m e t o d o u při použití. Jedním z těchto omezení j e například spektrální i n t e r f e r e n c e . 
J e způsobena i o n t y , které mají p o d o b n o u n e b o s t e j n o u h m o t n o s t j a k o a n a l y t . Dalším 
problémem j e nespektrální i n t e r f e r e n c e , která ovlivňuje signál například v l i v e m zmlžování 
a t r a n s p o r t e m v z o r k u , i o n i z a c e v p l a z m a t u a p o d . [ 6 3 ] . 

V p r a x i j e t a t o m e t o d a často využívána v g e o l o g i i , a r c h e o l o g i i , v o b l a s t e c h životního 
prostředí, b o t a n i c e [ 6 6 ] , v biologických aplikacích [ 6 7 ] n e b o v lékařských aplikacích. Již b y l o 
publikováno několik výzkumů, které s e zabývaly analýzami lidských biopsií, například 
prsního nádoru [ 6 8 ] . 
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3 SOUČASNÝ S T A V ŘEŠENÉ P R O B L E M A T I K Y 

Spektroskopické m e t o d y s e v posledních l e t e c h s t a l y jedním z nástrojů biomedicínských 
aplikací a z a z n a m e n a l y velký r o z v o j v o b l a s t i klinického výzkumu. A t o zejména v o b l a s t e c h 
d i a g n o s t i k y nádorových tkání u sledování v l i v u mikrobiogenních a makrobiogenních při 
p o h l e d u n a zdravotní stránku biologické tkáně. Následující o d s t a v c e představují n e j zásadnější 
vědecké práce, které s e t o u t o p r o b l e m a t i k o u zabývají. 

M e z i vědecké s k u p i n y , které s e zabývají analýzou měkkých tkání v parafínu m e t o d o u L I B S , 
patří i tým z e Středoevropského technologického i n s t i t u t u V U T ( C E I T E C B U T ) p o d vedením 
p r o f e s o r a J . K a i s e r a . M e z i vědecké výstupy t o h o t o týmu z posledních l e t patří i práce 
o d A . Šindelářové a k o l . [ 5 8 ] . T e n t o výzkum s e soustředil n a m e t o d i k u při analýze měkkých 
tkání, konkrétně myších l e d v i n , m e t o d o u s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m buzeného p l a z m a t u ( L I B S ) . 
Práce p o p i s u j e poměrně náročnou o p t i m a l i z a c i systému L I B S p r o měření měkkých tkání. 
Využitím m e t o d y standartního přídavku ( r o z t o k Z n , 1 0 u l ; 1 , 5 3 m m o l / 1 ) , jakožto vnitřního 
s t a n d a r d u n a p o v r c h u měkkých tkání. Následné zpracování d a t umožnilo srovnávat jednotlivé 
změny v experimentálním nastavení j a k o změnu S N R (signál/šum) p r o z v o l e n o u z i n k o v o u 
spektrální čáru. Z i n e k b y l vybrán z t o h o důvodu, protože j e v těle důležitým f a k t o r e m 
správného fungování o r g a n i s m u a slouží j a k o b i o m a r k e r při d i a g n o s t i c e r a k o v i n y . B y l o 
prokázáno, že k o n c e n t r a c e z i n k u v e zdravé tkáni s e liší o d k o n c e n t r a c e v nemocné tkáni [ 5 8 ] . 

Tabulka 1: Koncentrace vybraných prvků v myších ledvinách měřených pomocí ICP-OES [58]. 

Prvek Ac (mg/kg) Štandartní odchylka Relativní štandartní odchylka (RSD) 
P 3 3 4 6 3 7 8 1 1 % 
K 3 0 1 3 2 1 3 7 % 
S 2 6 2 1 2 6 7 1 0 % 

N a 1 6 4 4 1 6 1 1 0 % 
M g 2 2 9 2 5 1 1 % 
F e 1 3 5 3 2 2 4 % 
C a 7 5 9 1 1 % 
Z n 1 9 2 1 1 % 

Experimentální s e s t a v a s e skládala z N d : Y A G l a s e r u s v l n o v o u délkou 5 3 2 n m , 1 0 n s p u l z e m , 
frekvencí 2 0 H z , s prostorovým rozlišením 1 0 0 u m , p r o u d e m a r g o n u a velikostí kráteru 
5 0 u m . M e z i proměnné p a r a m e t r y při o p t i m a l i z a c i patřilo rozostření, t e d y míra f o k u s a c e 
l a s e r u ( - 3 0 0 u m až 3 0 0 u m , k r o k 1 5 0 u m ) , e n e r g i e l a s e r u ( 1 0 m J až 3 0 m J ) , d o b a zpoždění 
sběru signálu ( 0 , 2 5 u s až 3 u s ) , p r o p l a c h p l y n e m n e b o atmosféra. D e t e k c e probíhala 
s p e k t r o m e t r e m t y p u C z e r n y - T u r n e r ( 3 1 7 - 3 4 3 n m ) pomocí s C M O S d e t e k t o r u . P r o analýzu 
b y l a použita m e t o d a S N R ( z anglického signál to noise ratio) n e b o l i poměr signál/šum [ 5 8 ] . 

3.1 Analýza nádorů kůže metodou spektroskopie laserem buzeného plazmatu 

Využití s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m buzeného p l a z m a t u v biologických aplikacích s e v posledních 
2 0 l e t e c h dostává d o popředí výzkumné činnosti v L I B S komunitě. Jedná s e o v e l m i populární 
odvětví, které b y d o b u d o u c n a m o h l o přinést nové p o z n a t k y v e světě biomedicínských 
aplikací. Vědecké týmy s e snaží především představit t u t o t e c h n i k u j a k o m e t o d u p r o rutinní 
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d i a g n o s t i k u nádorových tkání, která b y b y l a využívaná přímo n a operačním sále p r o možné 
předběžné vyšetření napadené tkáně. 

M e z i pravděpodobně n e j známější vědce v o b l a s t i L I B S biozobrazování patří francouzský 
p r o f e s o r V i n c e n t M o t t o - R o s z u n i v e r z i t y C l a u d e B e r n a r d , L y o n . S e svým týmem v y d a l 
v posledních l e t e c h j iž několik článků n a t o t o téma. Například práce p o d vedením B . B u s s e r a 
z týmu V . M o t t o - R o s e [ 5 6 ] , která s e zabývá c h e m i c k o u analýzou exogenních kovů, jež 
s e nacházejí v tkáních s histologickými nálezy. Vědci h o d n o t i l i n o v o u a d o s t u p n o u m e t o d u 
L I B S p r o m u l t i p r v k o v o u analýzu in situ v patologických tkáních lymfatických u z l i n , kůže, 
kožních granulomů a psedolymfomů, které obsahují p i g m e n t y n e b o cizorodé látky. 

P r o s t u d i i b y l y vybrány v z o r k y nádorových tkání, u kterých b y l o možné s l e d o v a t chemické 
složení. P r o štandartní h i s t o l o g i c k o u analýzu b y l y připraveny řezy s tloušťkou 5 u m , které 
b y l y o b a r v e n y h e m a t o x y l i n e m a e o s i n e m . P r o pokročilejší m u l t i p r v k o v o u analýzu b y l a 
použita m e t o d a L I B S j a k o komplementární rozšíření štandartní histologické analýzy. 
V kožním g r a n u l o m u a p r e u d o l y m f o m u b y l n a l e z e n hliník. V lymfatických uzlinách a v kůži 
b y l identifikován t i t a n , měď, c h r o m a w o l f r a m . Všechny v z o r k y n a analýzu L I B S b y l y zalité 
v parafínových blocích. B y l použit l a s e r t y p u N d : Y A G s v l n o v o u délkou 1 0 6 4 n m 
s frekvencí 1 0 H z a energií 4 m J . Rozlišení b y l o n a s t a v e n o n a 6 6 u m . Analýza probíhala při 
laboratorní teplotě z a atmosférickém t l a k u . P r o zachycení signálu b y l použit s p e k t r o m e t r t y p u 
C z e r n y - T u r n e r ( A n d o r ) s e spektrálním r o z s a h e m 2 4 7 - 3 3 0 n m s I C C D k a m e r o u [ 5 6 ] . 

Konkrétním případem zmíněným v práci j e analýza lymfatické u z l i n y u p a c i e n t a s anamnézou 
maligního m e l a n o m u . Histologické vyšetření o d h a l i l o přítomnost černých granulovaných 
pigmentů, v e kterých s e neprokázala přítomnost melanomových buněk. Pravděpodobně 
s e j e d n a l o o důsledek m i g r a c e tetovacích pigmentů simulující regionální šíření metastatických 
buněk m e l a n o m u . Analýza L I B S v t o m t o případě o d h a l i l a zvýšenou k o n c e n t r a c i t i t a n u v tkáni 
n a místech, u kterých histologická analýza prokázala černý p i g m e n t . Dalším zobrazeným 
p r v k e m b y l f o s f o r , který sloužil p r o zobrazení a r c h i t e k t u r y lymfatických u z l i n [ 5 6 ] . 

Pomocí této m e t o d y b y l i vědci s c h o p n i s e s t a v i t v i z u a l i z a c i přítomnosti prvků, které b y l y 
obsaženy v e vzorcích. T y t o m a p y prvků b y l y následně porovnávány s histologickými 
analýzami. Prokázalo s e , že L I B S analýza j e univerzálním nástrojem p r o i d e n t i f i k a c i 
cizorodých látek v měkkých tkáních, která b y m o h l a být používaná při rutinních 
diagnostikách nádorových onemocnění [ 5 6 ] . 

* iái • 

Obrázek 12: a) zobrazení histologické morfologie lymfatické uzliny b) mapy prostorové akumulace 
titanu (Ti) a fosforu (P) v lymfatické uzlině pomocí analýzy LIBS [56]. 
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Další prací [ 5 7 ] z výzkumné s k u p i n y p r o f e s o r a M o t t o - R o s e j e výzkum p o d vedením 
S . M o n c a y a n a téma multiprvkové analýzy kožních nenádorových i nádorových tkání 
( m e l a n o m , k a r c i n o m , dlaždicobuněčný k a r c i n o m ) v parafínovém b l o k u , k d e b y l y 
prozkoumávány rozdíly v d i s t r i b u c i chemických prvků. M e t o d a s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m 
buzeného p l a z m a t u b y l a využita p r o analýzu kožní b i o p s i e , která b y l a doplněna o klasické 
mikroskopické histologické vyšetření. B y l y detekovány n e j významnější kovové ( C u , Z n , F e 
a A I ) i nekovové p r v k y ( P , M g , N a a S i ) v průtoku a r g o n u . Při L I B S analýze nemaligní tkáně 
b y l a pozorována silná h e t e r o g e n i t a obsažených chemických prvků. Komplexnější analýza 
rozložení prvků odlišila jednotlivé v r s t v y tkáně ( e p i d e r m i s , d e r m i s a h y p o d e r m i s ) . Cílem 
L I B S analýzy kožních biopsií b y l o z j i s t i t rozdíly v rozložení prvků v napadených tkáních. 
B y l o prokázáno, že prvkové složení s e liší u zdravé a nádorové tkáně. I n s t r u m e n t a c e 
s e skládala z l a s e r u N d : Y A G ( p u l z 5 n s ) , s v l n o v o u délkou 1 0 6 4 n m , energií 2 m J , frekvencí 
1 0 H z a prostorovým rozlišením 5 0 u m . D e t e k c e probíhala pomocí d v o u spektrometrů t y p u 
C z e r n y - T u r n e r ( o b l a s t 2 7 0 - 3 4 0 n m a 1 9 0 - 2 3 0 n m ) [ 5 7 ] . 

Tým z e Středoevropského technologického i n s t i t u t u V U T ( C E I T E C B U T ) s e nezabýval j e n 
analýzou měkkých tkání pomocí m e t o d y L I B S . V e spolupráci s F N v H r a d c i Králové 
a s 3 . lékařskou f a k u l t o u U n i v e r z i t y K a r l o v y b y l a publikována práce o d d o k t o r k y K . K i s s 
[ 2 0 ] . Výzkum s e zabýval k o m p l e m e n t a r i t o u s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m buzeného p l a z m a t u 
s histologií, který z a h r n u j e i p o z n a t k y o přípravě vzorků. P r o výzkum b y l y vybrány nejvíce 
zastoupené kožní nádory vyskytující s e v p o p u l a c i , a t o maligní m e l a n o m , s p i n a l i o m , 
b a z a l i o m a benigní h e m a n g i o m . Při L I B S analýze b y l y zobrazovány makrobiogenní 
a mikrobiogenní chemické p r v k y ( C a , M g , N a , K ) , které m o h o u p o s k y t n o u t i n f o r m a c e 
o strukturálních změnách nádorových vzorků z p o h l e d u prvkového složení. Zobrazení těchto 
prvků b y l o porovnáváno s progresí nádoru, s o k r a j i nádoru, s e z d r a v o u tkání a s nádorovou 
tkání. Při o p t i m a l i z a c i nastavení b y l o zjištěno, že v z o r k y nádorů, které b y l y připraveny 
n a laboratorních s k l e c h v tloušťce d o 1 0 u m , n e b y l y vhodné p r o L I B S analýzu z důvodu 
nedostatečného množství materiálu p r o a b l a c i . U řezů n a d 1 0 u m b y l problém s fixací, 
z d l o u h a v o u přípravou, zkreslenými výsledky analýzy, a hlavně s nežádoucími spektrálními 
i n t e r f e r e n c e m i z podložního s k l a . P r o t o b y l a vybrána m e t o d a zalití vzorků d o parafínu [ 2 0 ] . 

Obrázek 13: a) histologický snímek (H&E); mapy distribuce prvků pro vápník (Ca II393 nm), 
b) v parafínovém bloku, c) na laboratorním skle [20]. 

Velkým přínosem této práce b y l o , že u vzorků maligního m e l a n o m u a b a z a l i o m u s e prokázal 
gradientní nárůst nádorové h m o t y p r o hořčík, sodík a draslík v e srovnání s okolní z d r a v o u 
tkání, která v y k a z o v a l a p o u z e slabý signál těchto prvků. N a o p a k u benigního h e m a n g i o m u 
k t o m u t o j e v u nedocházelo. Dalším zjištěním b y l o , že vápník v y k a z o v a l silnější signál v okolí 
nádoru, což může z n a m e n a t k a l c i f i k a c i d e r m i s [ 2 0 ] . 
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Obrázek 14: Histologické snímky a mapy distribuce chemických prvků pro a) maligní melanom, 

b) bazaliom, c) hemangiom [20]. 

Přístrojové vybavení s e skládalo z N d : Y A G l a s e r u ( 5 3 2 n m , p u l z 1 0 n s , f r e k v e n c e 2 0 H z ) , 
s p e k t r o m e t r C z e r n y - T u r n e r , d e t e k t o r u s C M O S . V z o r k y b y l y analyzovány přímo 
v parafínových blocích a při vystavení ablatované části p r o u d u a r g o n u , s rozlišením 1 0 0 u m 
v o b o u směrech. Druhá část práce s e zabývala použitím strojového učení p r o zpracování L I B S 
d a t , k d e výsledkem shlukové analýzy b y l o rozlišení nádorové a zdravé tkáně [ 2 0 ] . 

Použitím m e t o d y s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m buzeného p l a z m a t u p r o biologické a p l i k a c e 
s e momentálně zabývá několik týmů p o celém světě. M o h l o b y s e zdát, že výzkum v t o m t o 
odvětví z a z n a m e n a l velký p r o g r e s . N u t n o a l e p o d o t k n o u t , že i když výsledky vypadají 
d o b u d o u c n a v e l m i slibně, j e nutné s e p o s u n o u t v e výzkumu o několik úrovní dále (vyšší 
c i t l i v o s t , vyšší r y c h l o s t , lepší prostorové rozlišení), a b y b y l o možné t u t o m e t o d u používat 
reálně n a každodenní bázi například při d i a g n o s t i c e nádorových tkání. I p r o t o s e t a t o 
diplomová práce zabývá hlouběji analýzou nádorových i nenádorových lidských tkání 
a přináší tím další a podrobnější p o h l e d n a d a n o u p r o b l e m a t i k u . 

Tabulka 2: Shrnutí nejdůležitějších vědeckých prací zabývajících se prostorovou distribucí chemických 
prvků v nádorových měkkých tkání zalitých v parafínu pomocí metody LIBS. 

Vzorek nádorové 
měkké tkáně 

Typ laseru 
(nm) 

Prostorové 
rozlišení (jun) Sledované prvky Ref. 

Lidská kůže n s , 5 3 2 1 0 0 x 1 0 0 C a , K , N a , M g [ 2 0 ] 
Myší tkáň n s , 1 0 6 4 1 0 0 x 1 0 0 C a , C u , M g , N a [ 9 4 ] 

Lidské plíce n s , 1 0 6 4 1 0 0 x 1 0 0 C a , M g , N a , C , C N , A I , F e , C u , S i [ 9 5 ] 
G l i o m (plicní t u m o r ) n s , 1 0 6 4 - C a , M g , N a , C , N , H , K , O [ 9 6 ] 

Lidská kůže n s , 1 0 6 4 5 0 x 5 0 C a , M g , N a , F e , A I , C u , S i [ 5 7 ] 
Lidská kůže n s , 1 0 6 4 6 6 x 6 6 T i , C u , P , W , C r [ 5 6 ] 

2 5 



3.2 Analýza kožních nádoru pomocí dalších analytických metod 

D i a g n o s t i k o u nádorových tkání s e zabývají i výzkumné týmy z j iných oblastí analytické 
c h e m i e , převážně z o b l a s t i s p e k t r o m e t r i e . M e z i t y t o diagnostické m e t o d y patří především 
hmotnostní s p e k t r o m e t r i e [ 6 9 ] , R a m a n o v a s p e k t r o m e t r i e [ 7 4 ] n e b o hmotnostní s p e k t r o s k o p i e 
s indukčně vázaným p l a z m a t e m s l a s e r o v o u ablací [ 5 9 , 8 3 , 9 3 ] . 

J e d n o u z oblastí j e využití hmotnostní s p e k t r o m e t r i e při d i a g n o s t i c e nádorů kůže. T e n t o 
výzkum J . Z h a n g a z u n i v e r z i t y v T e x a s u ( U S A ) s e zabývá nedestruktivní in vivo a ex vivo 
analýzou pomocí t z v . M a s S p e c p e r a [ 6 9 ] . Jedná s e o automatizované a biokompatibilní ruční 
zařízení hmotnostní s p e k t r o m e t r i e p r o v e l m i r y c h l o u analýzu nádorových tkání, která 
b y m o h l a být p r o v e d e n a přímo n a operačním sále b e z n u t n o s t i vyjmutí nádoru. P r o 
molekulární analýzu b y l o použito 2 0 tenkých řezů lidské nádorové kůže ( 1 6 u m ) 
a 2 5 3 vzorků nádorové tkáně p l i c , p r s u , štítné žlázy a vaječníku. Získaná hmotnostní s p e k t r a 
p o s k y t o v a l a molekulární p r o f i l y , které b y l y charakteristické p r o řadu potenciálních 
rakovinových biomarkerů ( m e t a b o l i t y , l i p i d y , p r o t e i n y ) . Statistická analýza ( L a s s o ) b y l a 
použita p r o předpovězení o b l a s t i s nádorem [ 6 9 ] . 

přívod vody 3D hrot pera 

\ _ _ _ 
/ ^ odvod vody + mctabolitů v ' / w w 

čas 0 2 sekundy 3 sekundy 

Obrázek 15: Princip analýzy pomocí MaSpec pera [69]. 

V p r i n c i p u s e jedná o molekulární analýzu nádorových tkání v reálném čase, k d y s e analyzují 
b i o m a r k e r y , které j s o u specifické p r o nádorové onemocnění. Jedná s e o ruční s o n d u 
v e v e l i k o s t i p e r a , která vypouští kapičky v o d y ( 1 0 u l ) n a p o v r c h tkáně. T a t o kapička přitahuje 
a e x t r a h u j e b i o m o l e k u l y z tkáně ( p o d o b u 3 s ) a vrací s e zpět d o p e r a (Obrázek 1 5 ) . 
M e t a b o l i t y j s o u v e d e n y t e f l o n o v o u hadičkou d o hmotnostního s p e k t r o m e t r u ( E S I , o r b i t r a p ) , 
k d e j e p r o v e d e n a rychlá molekulární analýza těchto metabolitů. Dochází k vyhodnocení, j e s t l i 
s e jedná o r a k o v i n n o u část či n i k o l i . Celý t e n t o p r o c e s trvá p o u z e pár s e k u n d . U některých 
přístrojů j e d o k o n c e možné o d h a l i t i t y p nádorového onemocnění [ 6 9 ] . 

Výsledky ukázaly, že M a s S p e c p e r o j e vhodné p r o in vivo analýzu rakovinových tkání během 
chirurgického zákroku (prováděných n a myších), aniž b y došlo k většímu poškození tkáně. 
D e t e k c e r a k o v i n y pomocí této m e t o d y s e ukázala j a k o v e l i c e vysoká, a t o s 9 6 , 3 % úspěšností. 
Dalším velkým přínosem j e poměrně přesná d i a g n o s t i k a r a k o v i n y v okrajových o b l a s t e c h 
nádorů, k d e může být histologická analýza nepřesná. D o p o s u d b y l t e n t o přístroj testován 
především v laboratoři. K testování n a operačních sálech v e větším měřítku ještě nedošlo [ 6 9 ] . 

M a s S p e c p e r o není jediný přístroj v o b l a s t i hmotnostní s p e k t r o s k o p i e , který s e zabývá 
d i a g n o s t i k o u nádorových tkání. Existují i další t e c h n i k y , j a k o například desorpční 
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elektrosprejová ionizační hmotnostní s p e k t r o s k o p i e ( D E S I - M S ) [ 7 0 ] n e b o rychlá odpařovací 
ionizační hmotnostní s p e k t r o s k o p i e ( i K n i f e ) , která ovšem v e d e k poškození analyzované 
tkáně [ 7 1 ] . Všechny t y t o t e c h n i k y pracují n a p r i n c i p u analýzy molekulárních iontů. 

Další možnou m e t o d o u p r o d i a g n o s t i k u nádorů měkkých tkání j e i hmotnostní s p e k t r o s k o p i e 
s indukčně vázaným p l a z m a t e m s l a s e r o v o u ablací ( L A - I C P - M S ) p r o analýzu stopových 
prvků. V e l k o u výhodou této t e c h n i k y j e možnost provádět analýzu tenkých řezů, stejně j a k o 
při h i s t o l o g i i , př ímo n a laboratorním s k l e . 

J e d n o u z výzkumných s k u p i n zabývající s e t o u t o p r o b l e m a t i k o u j e i s k u p i n a z U n i v e r z i t y 
O v i e d o , Španělsko. A u t o r k a článku [ 5 9 ] , R . González d e V e g a , s e zaobírá kvantitativním 
zobrazováním biogenních prvků v prsních nádorech m e t o d o u L A - I C P - M S . V e své práci 
uvádí, že k o n c e n t r a c e základních stopových prvků přirozeně s e vyskytujících v prsní tkáni 
j e při rakovině p r s u výrazně vyšší než u zdravé tkáně ( F e , C a , C u , Z n ) , protože j s o u t y t o 
p r v k y zodpovědné z a množství biologických a metabolických procesů. M e t o d a L A - I C P - M S 
z d e b y l a využita p r o zkoumání d i s t r i b u c e základních biogenních prvků a kovů v prsní tkáni. 
Všechny tenké řezy nádorových tkání b y l y p o k r y t y z l a t e m v tloušťce přibližně 9 n m , jakožto 
vnitřním s t a n d a r d e m . Jakožto s t a n d a r d y p r o kalibrační křivky (Obrázek 1 6 ) b y l y použity 
v z o r k y homogenních hovězích prsních tkání s e známou koncentrací sledovaných prvků 
( 1 , 5 a 1 0 u g / g p r o F e a C u ; 5 , 1 0 a 1 5 u g / g p r o Z n ; 1 5 0 , 3 0 0 a 5 0 0 u g / g p r o C a ) . 

4 3 C a 5 7 F e 

Obrázek 16:Kalibrační křivky pro izotopy 43Ca a 57Fe získané pomocí metody LA-ICP-MS [59]. 

V práci s e autoři zabývají také rozdílem při měření vzorků tkání zalitých v parafínových 
blocích n e b o vzorků kryořezů. Z d e s e prokázalo, že výsledky měření z o b o u příprav b y l y 
podobné. Dále b y l y zkoumány různé tloušťky kryořezů ( 5 , 8 a 1 0 u m ) p r o optimální a b l a c i . 
P r o analýzu L A - I C P - M S b y l y n a k o n e c vybrány k r y ořezy v tloušťce 5 u m z důvodu zachování 
m o r f o l o g i e nádoru. I n s t r u m e n t a c e přístroje s e skládala z l a s e r u s v l n o v o u délkou 1 9 3 n m , 
energií 1 , 4 m J a frekvencí 2 0 H z . V e l i k o s t kráterů b y l a 1 0 u m . J a k o nosný p l y n b y l o vybráno 
hélium, před v s t u p e m d o I C P b y l přidáván a r g o n . S l e d o v a l y s e i z o t o p y 4 3 C a , 5 7 F e , 6 5 C u , 6 6 Z n 
[ 5 9 ] . 

Výsledkem výzkumu b y l o , že k o n c e n t r a c e vápníku b y l a vyšší u nádorových tkání než u tkání 
zdravých. Podobných výsledků b y l o dosaženo i p r o z i n e k , měď a železo. Prokázalo 
s e , že u těchto 3 kovů s e k o n c e n t r a c e zvýšila až čtyřikrát. Přesné výsledky j s o u popsány 
v T a b u l c e 3 [ 5 9 ] . 
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Tabulka 3: Průměrná koncentrace jednotlivých prvků v nádorové a nenádorové prsní tkáni [59]. 

Prvek Nenádorová oblast Nádorová oblast Prvek 
(ng/g) (ng/g) 

4 3 C a 9 5 , 1 ± 1 2 , 8 1 6 9 , 1 + 2 7 , 1 
5 7 F e 3 , 6 ± 1,4 1 6 , 3 ± 2 , 7 

6 5 C u 3 , 8 ± 1,8 1 5 , 9 + 2 , 9 
6 6 Z n 4 , 7 ± 1,2 1 7 , 8 + 3 , 4 

Další z týmů, které s e zabývají t o u t o p r o b l e m a t i k o u , j e s k u p i n a p o d vedením A . L i m b e c k a 
z Technické u n i v e r z i t y v e Vídni. V e své práci [ 7 2 ] p o p i s o v a l i t a n d e m o v o u t e c h n i k u 
hmotnostní s p e k t r o s k o p i e s indukčně vázaným p l a z m a t e m s l a s e r o v o u ablací a s p e k t r o s k o p i e 
l a s e r e m buzeného p l a z m a t u p r o prvkové mapování biologických tkání. V práci b y l použit 
přístroj, který j e schopný provádět obě analýzy zároveň. Měření probíhalo n a tenkém 
kryořezu lidského nádoru o d j e d i n c e ( 2 0 u m ) , který b y l dříve léčen p r o t i nádorovým léčivem 
( c i s p l a t i n a ) . V z o r k y b y l y měřeny n a křemíkových podložkách. M e t o d a L A - I C P - M S 
j e vhodná p r o analýzu stopových prvků ( F e , C u , Z n , P t ) a m e t o d a L I B S p r o další p r v k y ( N a , 
K , C a a M g ) . I n s t r u m e n t a c e L I B S s e skládala z l a s e r u N d : Y A G s v l n o v o u délkou 2 6 6 n m 
( e n e r g i e 2 1 , 5 m J , f r e k v e n c e 2 H z , rozlišení 4 0 u m ) , s p e k t r o m e t r e m C z e r n y - T u r n e r ( r o z s a h 
vlnových délek 1 9 0 - 1 0 4 0 n m ) a d e t e k t o r e m C C D . 

R a m a n o v a s p e k t r o s k o p i e j e j e d n o u z dalších m e t o d , která má velký potenciál n e j e n při 
d i a g n o s t i c e rakovinových tkání, a l e i v pochopení p r o g r e s e t o h o t o onemocnění. R a m a n o v a 
s p e k t r o s k o p i e j e nedestruktivní analytická t e c h n i k a založená n a r o z p t y l u světla, která 
p o s k y t u j e i n f o r m a c e o vibračních s t a v e c h m o l e k u l y ( i n f o r m a c e n a molekulární úrovni). T a t o 
t e c h n i k a j e schopná z a z n a m e n a t nepatrné biochemické změny, které m o h o u být spojené 
s maligní transformací, což může být v e l m i nápomocné při d i a g n o s t i c e těchto tkání. Obecně 
j s o u ramanovské vibrační t e c h n i k y poměrně jednoduché, reprodukovatelné, neinvazivní a p r o 
a n a l y z u j e potřeba j e n malé množství tkáně [ 7 3 , 7 4 ] . 

Detekcí r a k o v i n y kůže pomocí R a m a n o v y s p e k t r o s k o p i e in vitro s e zabýval i výzkum C h . A . 
L i e b e r a a k o l . z U S A [ 7 4 ] . Zabývali s e obecně možným přínosem R a m a n o v y 
m i k r o s p e k t r o s k o p i e v blízké infračervené o b l a s t i při d i a g n o s t i c e nádorů kůže. C e l k e m b y l o 
analyzováno 3 9 vzorků nádorové ( b a z a l i o m , s p i n a l i o m , maligní m e l a n o m ) i zdravé kůže. 
Charakteristická s p e k t r a b y l a zaznamenávána n a různých místech z p o v r c h u vzorků 
a v krocích p o 2 0 u m p o d p o v r c h d o h l o u b k y 1 0 0 u m . B y l použit diodový l a s e r s externí 
d u t i n o u ( E C D L ) s v l n o v o u délkou 8 2 5 n m , třiceti sekundová integrační d o b a , budící výkon 
4 0 m W a d e t e k t o r C C D . Při t o m t o výzkumu b y l o dosaženo axiálního rozlišení 2 2 u m 
a laterálního rozlišení 2 , 4 a 6 , 6 u m v o s e x a y . P r o každý v z o r e k b y l a zprůměrovaná daná 
s p e k t r a z e všech míst. P r o každou h l o u b k u b y l o vypočteno průměrné s p e k t r u m . N a k l a s i f i k a c i 
Ramanovských s p e k t e r v z h l e d e m k h i s t o l o g i i b y l y použity a l g o r i t m y r e d u k c e d a t . Výsledky 
prokázaly, že j e rozdíl m e z i s p e k t r y m e l a n o m u a ostatních nádorů kůže. T o j e způsobeno 
pravděpodobně rozdíly v buněčném původu nádorů. Také s e ukázalo, že t a t o t e c h n i k a 
j e citlivější n a o d c h y l k y týkající s e p i g m e n t u nádorového onemocnění než n a biochemické 
rozdíly v tkáni. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 P o u ž i t é c h e m i k á l i e 

• A r g o n , E C 2 3 1 - 1 7 4 - 0 , S I A D , P r a h a , Česká r e p u b l i k a 
• I s o p r o p a n o l K o n t a k t I P A , K O N T A K T C H E M I E , Německo 

4.2 P ř í p r a v a v z o r k ů 

M n o h o vědeckých článků uvádí, že příprava vzorků p r o L I B S analýzu není důležitá. P o k u d 
s e ovšem jedná o analýzu biologických tkání, precizní příprava vzorků j e nezbytná, jelikož při 
L I B S analýze j e zásadní optická e m i s e p l a z m a t u vzniklého interakcí l a s e r u právě s p o v r c h e m 
v z o r k u . P r o biologické v z o r k y j e v e l m i důležitá f i x a c e v z o r k u , j e d n a k p r o snadnější 
m a n i p u l a c i , přepravu, skladování, a l e i p r o n u t n o s t rovného p o v r c h u v z o r k u . Důležitá j e také 
h o m o g e n i z a c e biologického preparátu. Nejčastěji s e biologické v z o r k y fixují (zalévají) 
d o epoxidové pryskyřice n e b o d o p a r a f i n u . O b r o v s k o u výhodou zalití vzorků d o parafínu 
j e t e n , že p o k u d j e v z o r e k v dostatečné šířce, j e možné p o L I B S analýze aodkrojení 
poškozené části v z o r k u pomocí m i k r o t o m u v z o r e k opakovaně a n a l y z o v a t [ 4 6 ] . 

4.2.1 Vzorky zalité v parafínu 

P r o o p t i m a l i z a c i parametrů měření p r o měkké tkáně b y l y vybrány j a k o modelové m a t r i c e 
myší l e d v i n y z t o h o důvodu, protože s e jedná o b i o l o g i c k o u tkáň, která má strukturně 
podobný c h a r a k t e r j a k o lidská kůže. Další v e l k o u výhodou j e , že myší l e d v i n y j s o u poměrně 
jednoduše dostupné i v e větším množství. 

L e d v i n y patří d o vylučovací s o u s t a v y s p o l u s dalšími orgány j a k o močovod, močový měchýř 
a močová t r u b i c e . T e n t o systém zodpovídá z a o s m o r e g u l a c i , udržení acidobazické rovnováhy, 
r e g u l a c i krevního t l a k u a o b j e m u t e k u t i n , t v o r b y červených k r v i n e k , z a odpadní p r o d u k t y 
m e t a b o l i s m u a vylučování těchto z p l o d i n (např. moč, h o r m o n y ) . L e d v i n y u savců j s o u 
fazolovitý párový orgán. J s o u uloženy v horní části břicha p o stranách páteře. J s o u o b a l e n y 
vazivovým p o u z d r e m a t u k o v o u tkání, která j e udržuje n a místě [ 7 5 - 7 7 ] . 

Obrázek 17: Anatomie myší ledviny [78]. 

Myší l e d v i n a j e složená z kůry (cortex), která s e nachází n a p o v r c h u l e d v i n y a dřeně 
(medulla), která vyplňuje vnitřní p r o s t o r . Dřeň má pruhovitý v z h l e d a dělí s e n a vnější 
a vnitřní zónu. V průřezu l e d v i n y j s o u patrné dřeňové p y r a m i d y , které ústí d o pánvičky 
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l e d v i n y . T a t o ledvinová pánvička j e vystlaná buněčným e p i t e l e m a j e napojená n a močovod 
[ 7 9 , 8 0 ] . L e d v i n a s e skládá z nefronů (funkční j e d n o t k y l e d v i n ) , které j s o u s p o j e n y 
vazivovými vlákny a uzavřeny v tenkém vazivovém pouzdře [ 7 6 , 8 0 ] . 

Vzorky myších ledvin b y l y připravovány v e spolupráci s Akademií věd České r e p u b l i k y . 
Laboratorní myši b y l y u s m r c e n y krční dislokací a b y l y j i m následně odebrány l e d v i n y s p o l u 
s dalšími orgány, které s e využily p r o další analýzy. Všechny úkony b y l y p r o v e d e n y p o d l e 
protokolů a p r a v i d e l stanovených Společností p r o vědu o laboratorních zvířatech a Ústavu 
živočišné f y z i o l o g i e a g e n e t i k y ( U Z F G ) . 

P o odebrání s e tkáně fixují v e 4 % f o r m a l d e h y d u p o d o b u minimálně 2 4 h o d i n . Následně 
s e tkáň promývá d e s t i l o v a n o u v o d o u (přibližně 1 2 h o d i n ) kvůli vymytí f o r m a l d e h y d u . 
Využívá s e p r i n c i p u zalévání prosycením odvodněné tkáně rozehřátým parafínem při 5 6 °C 
až 5 8 °C, který s e skládá z e 4 kroků. N e j p r v e s e tkáně odvodňují e t a n o l o v o u řadou 
( 3 0 % e t a n o l 3 h o d . , 5 0 % e t a n o l 3 h o d . , 7 0 % e t a n o l 1 2 h o d . , 8 0 % e t a n o l 1 h o d . , 9 5 % e t a n o l 
1 h o d . , 1 0 0 % e t a n o l 1 h o d . ) . Druhým k r o k e m j e prosycení tkáně t e k u t i n o u rozpouštějící 
parafín ( x y l e n I 1 h o d . , x y l e n I I 1 h o d . , x y l e n I I I 1 h o d . ) . Lázeň x y l e n u I I I j e nejčistší. Třetím 
k r o k e m j e prosycení tkáně parafínem (parafín I 1 h o d . , parafín I I 1 2 h o d . , parafín I I I 1 h o d . , 
parafín I V 1 h o d . ) . Posledním k r o k e m j e vlastní zalití a o r i e n t a c e tkáně d o parafínu 
( H I S T O W A X ) a následné zatuhnutí. Další d e n s e parafínový b l o k j iž s e v z o r k e m umístí 
d o ledničky a odstraní s e z nerezové f o r m y , v e které docházelo k zalití. Posledním k r o k e m 
j e nakrájení v z o r k u pomocí posuvného m i k r o t o m u ( H M 4 3 0 , T h e r m o S c i e n t f i c , U K ) 
d o požadované r o v i n y p r o s a m o s t a t n o u analýzu L I B S (Obrázek 1 8 ) . 

Obrázek 18: Ledvina zalitá v parafínovém bloku připravená na finální skrajování. 

Vzorky lidských nádorů j s o u připravovány v e spolupráci s Fakultní nemocnicí v H r a d c i 
Králové. Všechny v z o r k y j s o u odebírány pacientům chirurgickým zákrokem (biopsií) 
n a základě doporučení kožního lékaře. B y l a prováděna široká lokální e x c i z e s bezpečnostním 
l e m e m zdravé kůže. Všichni p a c i e n t i p o d e p s a l i informovaný s o u h l a s s výzkumem. S t u d i e 
b y l a schválena e t i c k o u komisí Fakultní n e m o c n i c e v H r a d c i Králové ( r e f . číslo 2 0 1 8 0 5 S 0 8 P ) . 

Kožní nádory b y l y p o vyjmutí ponořeny p o f o r m a l d e h y d u a předány n a histologické oddělení, 
k d e b y l a klasickým způsobem s t a n o v e n a diagnóza. Dalším k r o k e m b y l o zalití tkáně 
d o roztaveného parafínu ( F F P E , z anglického Formalin-Fixed Paraffin-Embedded). 
Posledním k r o k e m b y l o sřezávání bloků d o požadované r o v i n y pomocí m i k r o t o m u ( S M 2 0 1 0 
R , L e i c a , Německo) p r o analýzu L I B S . 
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4.2.2 Řezy na laboratorním skle 

Z parafínových bloků kožních nádorů b y l y nařezány pomocí m i k r o t o m u ( S M 2 0 1 0 R , L e i c a , 
Německo) řezy 1 m m p r o histologické vyšetření. T y t o řezy b y l y o b a r v e n y h e m a t o x y l i n e m 
a e o z i n e m ( H & E ) p r o v i z u a l i z a c i s t r u k t u r y buněk. Řezy 1 0 u m b e z obarvení b y l y připraveny 
p r o analýzu L A - I C P - M S . Řezy b y l y připevněny n a laboratorní sklíčka (adhezivní p o v r c h 
T O M - 1 4 , M a t s u n a m i , J a p o n s k o ) . 

Obrázek 19: Ukázka tenkého řezu (10 fim) nádoru na laboratorním skle pro analýzu LA-ICP-MS. 

4.3 Použité přístroje a software 

• F i r e F l y L I B S systém, L i g h t i g o B r n o , Česká r e p u b l i k a 
• L a b T r a c e 2 , C E I T E C V U T , Česká r e p u b l i k a 
• L a s e r A b l a t i o n S y s t e m N W R 1 9 3 , N e w W a v e R e s e a r c h , I n c . , U S A 
• I C P - M S systém i C A P Q , T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , U S A 
• Posuvný m i k r o t o m H M 4 3 0 , T h e r m o S c i e n t f i c , U K 
• Posuvný m i k r o t o m S M 2 0 1 0 R , L e i c a , Německo 
• Digitální m i k r o s k o p O L Y M P U S D S X 1 1 0 , O l y m p u s , J a p o n s k o 
• M i k r o s k o p V M 1 2 x V i d e o , I m a g e O p t i c s , U K 
• M i k r o s k o p M Z 1 6 , L e i c a M i c r o s y s t e m s , Německo 
• L I B S A n a l y z e r , C E I T E C V U T , B r n o , Česká r e p u b l i k a 
• I o l i t e 4 p r o g r a m , U n i v e r s i t y o f M e l b o u r n e , Austrália 
• E p i n a I m a g e L a b , L i g h t i g o B r n o , Česká r e p u b l i k a 

• M S O F F I C E 

4.4 Analýza pomocí metody LIBS 

4.4.1 Popis aparatury 
Všechny L I B S analýzy b y l y prováděny v laboratořích Středoevropského technologického 
i n s t i t u t u ( C E I T E C B U T ) a v laboratořích F a k u l t y strojního inženýrství V U T . B y l y využily 
následující měřící s e s t a v y : 
FireFly 

P r o analýzy b y l použit přístroj F i r e F l y L I B S systém ( L i g h t i g o , B r n o , Česká r e p u b l i k a ) . Jedná 
s e o s o u s t a v u s motorizovaným pohyblivým s t o l k e m ( 3 o s y ) s úchyty n a v z o r k y (Obrázek 2 0 ) 
s možností o f u k u p l y n e m (např. A r , H e , v z d u c h ) a o d t a h e m vzniklých nečistot z průběhu 
analýzy. P r o a b l a c i j e využívaný diodově čerpaný pulzní nanosekundový N d : Y A G l a s e r 

3 1 



( 5 n s p u l z y , r y c h l o s t 5 0 H z ) s možností výběru tří vlnových délek l a s e r u ( 1 0 6 4 n m 
s maximální energií 6 0 m J , 5 3 2 n m s m a x . energií 3 0 m J , 2 6 6 n m s m a x . energií 1 2 m J ) . 
O b s a h u j e také o b j e k t i v s v e l k o u h l o u b k o u o s t r o s t i (f= 7 5 m m ) n e b o asférický o b j e k t i v 
s m i k r o o h n i s k e m (f= 2 0 m m ) . Dále j e součástí přístroje sběrná o p t i k a ( p r o sběr 
charakteristického záření p l a z m a t u ) , s p e k t r o m e t r t y p u C z e r n y - T u r n e r n e b o s p e k t r o m e t r 
E c h e l l e s oblastí sběru o d 1 8 0 d o 1 1 0 0 n m (rozlišení < 0 , 0 5 n m ) a d e t e k t o r t y p u C C D / C M O S . 
U t o h o t o přístroje s e uvádí l i m i t y d e t e k c e o d 1 d o 1 0 0 p p m , možné rozlišení 1 0 až 1 5 0 u m , 
v e l i k o s t skenovací o b l a s t i až 1 0 0 x 1 0 0 m m [ 8 1 ] . 

Obrázek 20: a) měřící sestava FireFly, b) oblační komora se stolkem pro upevnění vzorků [81 ]. 

LabTrace 2 

S e s t a v a L a b T r a c e 2 (Obrázek 2 1 ) b y l a využívaná p r o e x p e r i m e n t y s diodově čerpaným 
N d : Y A G femtosekundovým l a s e r e m ( P H A R O S , L I G H T C O N V E R S I O N , L i t v a ) s délkou 
trvání p u l z u o k o l o 1 5 0 f s , opakovací frekvencí 1 0 k H z , energií p u l z u až 1 m J a průměrným 
výkonem až 2 0 W [ 8 2 ] . Jedná s e o otevřenou ablační c e l u s motorizovaným s t o l k e m p r o 
uchycení vzorků, b e z možnosti o f u k u p l y n e m či o d t a h u . Dále j e součástí s e s t a v y sběrná 
o p t i k a , s p e k t r o m e t r t y p u C z e r n y - T u r n e r ( A v a S p e c U L S 2 0 4 8 C L - E V O , A v a n t e s , N i z o z e m s k o ) 
s r o z s a h e m 2 4 0 až 4 0 7 n m a d e t e k t o r C C D / C M O S . 

Obrázek 21: Otevřená sestava LabTrace 2. 

3 2 



4.4.2 Metodika měření 

Analýza m e t o d o u L I B S l z e dvěma způsoby. Prvním z n i c h j e bodová analýza. Jedná 
s e o mód, k d y s e a n a l y z u j e konkrétní b o d n a p o v r c h u v z o r k u , následně dochází k posunutí 
v z o r k u a k opětovné analýze dalšího přesně určeného b o d u . Jedná s e o poměrně časově 
náročný t y p analýzy, který s e hodí p r o a k u m u l a c i signálu n e b o například p r o hloubkové 
profilování. Druhým t y p e m j e kontinuální t y p analýzy (Obrázek 2 2 ) , t z v . rychlé mapování, 
který p r a c u j e n a p r i n c i p u plynulého p o h y b u v z o r k u n a motorizovaném s t o l k u v o b o u osách, 
k d y j e t e n t o p o h y b synchronizovaný s laserovými p u l z y . Přesná vzdálenost jednotl ivých pulzů 
( k r o k ) nám určuje prostorové rozlišení, k d y s e každému p u l z u ( k r o k u ) přiřazují 
charakteristické souřadnice p r o t v o r b u prvkových m a p . P a r a m e t r prvkového rozlišení 
j e limitován poškozením v z o r k u v l i v e m a b l a c e . V o b o u případech dochází k p o h y b u v z o r k u 
díky motorizovanému posuvnému s t o l k u [ 8 3 ] . 
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v e l i k o s t kráteru 

•+• I laserový p u l / 

Obrázek 22: Schéma principu kontinuálního (rychlého) mapování na rakovinové tkáni. 

4.4.3 Nastavení optimálních podmínek měření pro L I B S analýzu 

V l a s t n o s t i měření j s o u silně závislé n a c h a r a k t e r i s t i c e a t y p u pulzního l a s e r u . Těmito v e l m i 
časově krátkými p u l z y j e zajištěn vysoký výkon. Díky vysokému příkonu a plošné hustotě 
výkonu ( i r a d i a n c e ) j e možné a b l a t o v a t téměř všechny d r u h y materiálů, včetně měkkých tkání. 
Dochází k roztrhnutí v a z e b m e z i a t o m y kvůli multifotonovým procesům a b s o r p c e 
a lavinovým ionizacím. J e v roztrhnutí v a z e b j e pojmenován j a k o optický průraz ( b r e a k d o w n ) 
[ 2 7 , 2 8 ] . 

C h a r a k t e r a v l a s t n o s t i l a s e r e m indukovaného p l a z m a t u j s o u ovlivněny několika provozními 
podmínkami l a s e r u . J e d n o u z n i c h j e vlnová délka l a s e r u (Á). M e z i další ovlivňující podmínky 
patří délka p u l z u ( r ) a e n e r g i e (E), která j e nutná p r o samotné vytvoření a udržení p l a z m a t u 
n e b o p r o vyrovnávání ztrát t e p l a vyzařováním a vedením [ 2 7 ] . Další důležitou r o l i h r a j e 
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okolní atmosféra k o l e m l a s e r u při v z n i k u p l a z m a t u . A t o j a k atmosférický t l a k ( p ) , t a k 
i složení atmosféry [ 4 8 , 8 4 ] . M e z i další p a r a m e t r y patří nastavení detekčního o k n a n e b o l i čas 
zpoždění sběru signálu ( z anglického gate delay - G D ) n e b o a k u m u l a c e laserových pulzů 
v j e d n o m výstřelu. Dalším p a r a m e t r e m j e fokusační rozostření ( z anglického defocus), k d y 
záporné rozostření znamená zaostření fokusační o p t i k y n a d p o v r c h v z o r k u a kladné rozostření 
znamená zaostření o p t i k y p o d p o v r c h v z o r k u , rozostření 0 m m znamená zaostření n a p o v r c h u 
v z o r k u [ 5 8 ] . Posledním důležitým p a r a m e t r e m j e v e l i k o s t kráterů ( z anglického spot size). 
V e l i k o s t kráterů j e v e l m i důležitý p a r a m e t r , protože čím j s o u menší ablační krátery, tím 
j e možnost dosažení menšího rozlišení n e b o l i většího počtu pixelů. Jelikož j e cílem 
v biologických aplikacích d o s t a t s e s rozlišením n a buněčnou úroveň (průměrná v e l i k o s t 
buňky j e přibližně o d 5 u m d o 3 0 u m [ 8 5 ] ) , j e t e n t o p a r a m e t r o p r a v d u signifikantní. Ovšem 
i n t e n z i t a spektrální čáry j e závislá n a množství ablatovaného materiálu, který j e závislý 
n a e n e r g i i laserového s v a z k u . P r o t o j e důležité najít odpovídající rovnováhu m e z i 
prostorovým rozlišením a citlivostí d e t e k c e [ 8 6 ] . 

Všechny t y t o p a r a m e t r y m o h o u o v l i v n i t pozitivně analytický signál n e b o výslednou i n t e n z i t u 
emisních signálů. P o k u d s e ovšem zvolí výše zmíněné p a r a m e t r y nevhodně, může dojít 
k e znehodnocení analýzy. Cílem o p t i m a l i z a c e měření j e obecně m i n i m a l i z o v a t šum (pozadí), 
m a x i m a l i z o v a t signál v e s p e k t r u , v y h n o u t s e s a m o a b s o r b c i spektrálních čar a p o k u s i t 
s e maximálně potlačit matriční e f e k t . 

Femtosekundový laser 

Všechny e x p e r i m e n t y p r o dosažení optimálního nastavení b y l y prováděny pomocí bodové 
analýzy v e v e l i k o s t e c h m a p 3 x 3 ( 9 výstřelů b e z a k u m u l a c e ) v o s e x a y s rozlišením 0 , 2 m m 
v o b o u osách. P r o femtosekundový l a s e r b y l y optimalizovány p a r a m e t r y rozostření 
( o d - 0 , 5 m m d o 0 , 5 m m s k r o k e m 0 , 1 m m ) . V závislosti n a předchozím p a r a m e t r u b y l y 
studovány i v e l i k o s t i kráterů, které b y l y následně studovány pomocí m i k r o s k o p u v systému 
L I B S F i r e F l y . Ostatní p a r a m e t r y j a k o e n e r g i e , d o b a zpoždění sběru signálu ( G D ) a šířka 
laserového p u l z u b y l y konstantní. E n e r g i e b y l a nastavována n a m a x i m u m , t e d y 1 m J . Nižší 
e n e r g i e n e b y l y v případě měkkých tkání dostatečné p r o získání kvalitního signálu (ověřeno 
pomocí S N R analýzy). D o b a zpoždění sběru signálu ( G D ) b y l a pevně n a s t a v e n a n a 0 s díky 
provázanosti s akumulací, která b y l a n a s t a v e n a n a 1 0 pulzů. T y t o e x p e r i m e n t y b y l y prvně 
prováděny femtosekundovým l a s e r e m o vlnové délce 1 0 3 0 n m a následně b y l y prováděny 
totožné e x p e r i m e n t y s j e h o d r u h o u h a r m o n i c k o u frekvencí 5 1 5 n m . Výsledky b y l y 
porovnávány. P r o t u t o s o u s t a v u ( L a b T r a c e 2 ) n e b y l o možné používat o f u k p l y n e m n e b o 
napuštění k o m o r y p l y n e m z a určitého t l a k u . P r o t o n e b y l n a t e n t o p a r a m e t r brán zřetel. 

P r o rychlé mapování b y l o převzato optimální nastavení z výše popsaných experimentů p r o 
klasické mapování. Jediným rozdílem b y l a změna v a k u m u l a c i signálu, k d e b y l každý výstřel 
l a s e r u reprezentovaný jedním laserovým p u l z e m . T a t o změna n a s t a l a z t o h o důvodu, že pulzní 
l a s e r y j s o u stavěné p r o použití v e své nativní f r e k v e n c i pulzů a při klasickém mapování 
nedosahují takového výkonu j a k o při rychlém (kontinuálním) mapování. J i n a k řečeno, p r o f i l 
a výkon laserového s v a z k u n e d o s a h u j e při bodovém mapování optimálních parametrů. 
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Jelikož n e b y l o možné a n a l y z o v a t v z o r k y s využitím femtosekundového l a s e r u s kratšími 
vlnovými délkami, které j s o u p r o biologické tkáně vhodnější [ 6 1 ] b y l a p r o v e d e n a důkladnější 
o p t i m a l i z a c e parametrů p r o l a s e r nanosekundový. 

Nanosekundový laser 

P r o t e n t o t y p l a s e r u b y l a prováděna podrobnější analýza p r o stanovení ideálních parametrů 
měření. N e j p r v e b y l a prováděna o p t i m a l i z a c e p r o l a s e r s v l n o v o u délkou 2 6 6 n m . T a t o vlnová 
délka b y l a vybrána z důvodu p u b l i k a c e o d H . Jelínkové, která s e soustředí n a využití laserů 
p r o medicínské a p l i k a c e . V e své práci uvádí, že biologické tkáně absorbují vlnové délky 
hlavně v blízké U V o b l a s t i , k d y absorpční e f e k t monotónně klesá napříč s p e k t r e m přes 
v i d i t e l n o u o b l a s t až k I R o b l a s t i [ 6 1 ] . 

O p t i m a l i z a c e probíhala pomocí bodové analýzy při v e l i k o s t e c h m a p 3 x 3 ( 9 výstřelů b e z 
a k u m u l a c e ) v o s e x a y s rozlišením 0 , 2 m m v o b o u osách. P a r a m e t r rozostření b y l konstantní, 
protože předchozí s t u d i e uvádějí f a k t , že t e n t o p a r a m e t r j e optimální při 0 m m . M e z i 
proměnné p a r a m e t r y patřila e n e r g i e a d o b a zpoždění sběru signálu ( G D ) . P a r a m e t r e n e r g i e 
s e p o h y b o v a l o d 1 0 m J d o 5 m J s k r o k e m 1 m J . Nižší e n e r g i e n e b y l y dostatečné p r o dosažení 
požadované o d e z v y , t e d y použitelného L I B S s p e k t r a . D o b a zpoždění sběru signálu ( G D ) 
s e m e n i l a o d 0 u s d o 1 u s s k r o k e m 0 , 1 u s . Opět b y l studován i v l i v těchto parametrů 
n a v e l i k o s t i kráterů. P r o vlnové délky 5 3 2 n m a 1 0 6 4 n m n e b y l y t y t o optimalizační 
e x p e r i m e n t y prováděny z t o h o důvodu, jelikož s e podobnými e x p e r i m e n t y zabývali j iž dříve 
n a j iných pracovištích. Tudíž j s o u známá optimální nastavení p r o t y t o vlnové délky pulzního 
l a s e r u [ 5 8 , 8 6 ] . 

P r o rychlé mapování b y l z v o l e n p a r a m e t r f r e k v e n c e 5 0 H z , o d t a h nečistot z analýzy a průtok 
a r g o n u , který zvyšuje i n t e n z i t u sbíraného signálu. Ostatní p a r a m e t r y vycházely z výsledků p r o 
bodové mapování. 

4.4.4 Zpracování L I B S dat 

Všechna naměřená L I B S s p e k t r a b y l a n e j p r v e nahrána d o p r o g r a m u L I B S A n a l y z e r , k d e b y l y 
přiřazeny každému jednotl ivému s p e k t r u souřadnice n a o s e x a y p r o další pokročilejší 
zpracování a v hlavním případě p r o možnost sestavení prvkové m a p y . T y t o m a p y odpovídaly 
analyzovanému p o v r c h u v z o r k u , k d y p r o každou spektrální čáru b y l a z o b r a z e n a její i n t e n z i t a 
a následně b y l a vytvořena m a p a i n t e n z i t y signálu v závislosti n a přidělených souřadnicích p r o 
každý výstřel l a s e r u . Dále b y l y v y k r e s l e n y i podíly jednotlivých spektrálních čar, a b y došlo 
k potlačení matričního e f e k t u n e b o i kvůli t o m u , že předchozí výzkumy ukázaly, že poměr 
iontových a atomových spektrálních čar u j e d n o h o p r v k u např. vápníku ( C a I I / C a I ) n e b o 
hořčíku ( M g I I / M g I ) může i n d i k o v a t t v r d o s t biologické m a t r i c e [ 8 7 ] . V p r o g r a m u L I B S 
A n a l y z e r b y l y také zpracovávány všechny analýzy poměru šumu k signálu ( S N R ) . 

Prvkové m a p y p r o jednotlivé p r v k y b y l y v y k r e s l e n y v p r o g r a m u L i g h t i g o I m a g e L a b [ 8 8 ] . Při 
zpracování s p e k t e r v t o m t o p r o g r a m u b y l y testovány různé t y p y zpracování, ovšem 
n e j vhodnějším vyhodnocením s e s t a l a k o r e l a c e trojúhelníkové f u n k c e s e spektrální čarou 
váhovaná i n t e n z i t o u b e z n u t n o s t i odečtení pozadí (Obrázek 2 3 ) . Proložení spektrálních čar 
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například V o i g t o v o u n e b o L o r e n z o v o u funkcí s e n e j e v i l o j a k o vhodné z důvodu malého počtu 
jednotlivých bodů v e spektrálních čarách a také z t o h o důvodu, že p r o s p e k t r a s nižším S N R 
b y m o h l o dojít k razantnímu zkreslení výsledků. 

3 9 0 3 9 1 3 9 2 3 9 3 3 9 4 3 9 5 3 9 6 
Vlnová délka ( n m ) 

Obrázek 23: Ukázka korelace trojúhelníkové funkce se spektrální čarou váhovaná intenzitou 
v programu Epina ImageLab. 

P r o rozpoznávání jednotlivých spektrálních emisních čar v e s p e k t r u b y l a využita webová 
databáze spektrálních čar N I S T . Přehled spektrálních emisních čar i s dalšími p a r a m e t r y 
j s o u z o b r a z e n y v T a b u l c e 4 [ 8 9 ] . 

Tabulka 4: Přehled sledovaných spektrálních čar (X - vlnová délka, Au - Einsteinův koeficient, 
Ei a Ek- spodní a horní hranice ionizační energie) [89]. 

Prvek X (nm) Aiä (S"1) Ei (eV) Ek (eV) 
C l 2 4 7 , 8 6 2 , 8 0 - 1 0 8 2 , 6 8 7 , 6 8 
P I 2 5 5 , 3 3 7 , 1 0 - 1 0 7 2 , 3 2 7 , 1 8 

M g I I 2 7 9 , 5 5 2 , 6 0 - 1 0 8 0 , 0 0 4 , 4 3 
C a l 3 6 4 , 4 4 3 , 5 5 - 1 0 7 1 , 9 0 5 , 3 0 

M g l 2 8 5 , 2 1 4 , 9 1 - 1 0 8 0 , 0 0 4 , 3 5 
C a I I 3 9 3 , 3 7 1 , 4 1 - 1 0 8 0 , 0 0 3 , 1 5 
N a l 5 8 9 , 0 0 6 , 1 6 - 1 0 7 0 , 0 0 2 , 1 0 

4.5 Analýza pomocí LA-ICP-MS 

Všechny v z o r k y myších l e d v i n a r a k o v i n kůže ( 1 0 u m tlusté řezy n a s k l e ) b y l y analyzovány 
pomocí m e t o d y L A - I C P - M S n a I n s t i t u t u chemických technologií a analytické c h e m i e 
n a Technické univerzitě v e Vídni. 

Přístroj s e skládal z e vzduchotěsné ablační k o m o r y ( L a s e r A b l a t i o n S y s t e m N W R 1 9 3 , U S A ) 
napuštěné h e l i e m ( H e ) s vysokoenergetickým U V excimerovým pulzním l a s e r e m o vlnové 
délce 1 9 3 n m , s délkou trvání p u l z u < 2 0 n s , možnou frekvencí 1 - 2 0 H z , h u s t o t a e n e r g i e 
( f l u e n c e ) > 5 0 J / c m 2 n a p o v r c h u v z o r k u , možnou velikostí kráterů o d 1 d o 3 0 0 u m a možností 
p o h y b u l a s e r u d o o s y x i y (štandartne 1 0 0 x 1 0 0 m m ) . V e l k o u výhodou t o h o t o systému b y l a 
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možnost z v o l i t s i čtvercový p r o f i l laserového s v a z k u dopadajícího n a p o v r c h v z o r k u [ 9 0 ] . 
Další částí j e přístroje j e kvadrupólový I C P - M S systém ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , U S A ) . 

Obrázek 24:Měřící sestava LA-ICP-MS na Technické univerzitě ve Vídni. 

4.5.1 Nastavení optimálních podmínek měření pro L A - I C P - M S analýzu 

U této t e c h n i k y b y l y optimalizovány následující p a r a m e t r y n a 1 0 u m tlustých řezech myších 
l e d v i n : e n e r g i e pulzního excimerového l a s e r u , f r e k v e n c e , t v a r laserového s v a z k u , h u s t o t a 
e n e r g i e l a s e r u ( f l u e n c e ) , p a r a m e t r překrytí signálů ( z anglického Overlap), v e l i k o s t kráterů 
a prostorové rozlišení. Všechny t y t o p a r a m e t r y m o h o u opět o v l i v n i t analytický signál n e b o 
výslednou i n t e n z i t u signálů. 

Všechny e x p e r i m e n t y b y l y prováděny v ablační komoře napuštěné h e l i e m , s l a s e r e m 
s v l n o v o u délkou 1 9 3 n m při kontinuálním mapování při v e l i k o s t i m a p 1 x 4 0 v o s e x a y . B y l y 
studovány různé e n e r g i e čtvercového laserového s v a z k u o d 1 0 0 % d o 0 , 1 %, k d y m a x i m u m 
b y l o 2 , 6 m J . Optimální e n e r g i e b y l a s t a n o v e n a n a 1 % z maximální e n e r g i e 2 , 6 m J z t o h o 
důvodu, že při vyšších energiích docházelo k výraznému poškození v z o r k u a a b l a c i 
podložního s k l a a při nižších energiích n e b y l dostatečný signál. Opakovací f r e k v e n c e b y l a 
n a s t a v e n a n a maximální h o d n o t u 1 0 0 H z z důvodu úspory času a r y c h l o s t skenování 
n a 1 0 0 0 u m / s . P o zkoušení různých prostorových rozlišení b y l o vybráno j a k o optimální 
rozlišení 2 0 x 2 0 u m , k d y s e průměrná v e l i k o s t kráterů p o h y b o v a l a m e z i 2 2 - 2 4 u m . P a r a m e t r 
překrytí b y l n a s t a v e n n a 1 6 , 3 6 %. B y l y analyzovány následující i z o t o p y ( d o b y zpoždění): 1 3 C 
( 0 , 0 0 4 9 s ) , 2 4 M g ( 0 , 0 0 5 s ) , 3 1 P ( 0 , 0 0 2 s ) , 3 4 S ( 0 , 0 2 3 5 s ) , 5 6 F e ( 0 , 0 0 1 s ) , 6 3 C u ( 0 , 0 0 3 2 s ) a 6 6 Z n 
( 0 , 0 1 3 1 s ) . T y t o i z o t o p y b y l y vybrány n a základě j iž vydaných publikací, k d e s e t y t o i z o t o p y 
v y s k y t o v a l y v e s p o j i t o s t i s m a l i g n i t o u tkáně [ 5 9 , 6 3 , 9 1 ] . 

4.5.2 Zpracování L A - I C P - M S dat 

N e j p r v e b y l a d a t a zpracovány v p r o g r a m u E o l i t e 4 , k d e b y l a p r o v e d e n a k o r e k c e pozadí. 
Z t o h o t o p r o g r a m u b y l a d a t a vyexportována d o p r o g r a m u L i g h t i g o I m a g e L a b , k d e b y l y 
vytvořeny prostorové m a p y d i s t r i b u c e prvků z hmotnostního s p e k t r a . 
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5 VÝSLEDKY A D I S K U Z E 

5.1 Nastavení optimálních podmínek měření pro prostorově rozlišenou analýzu 

P r o o p t i m a l i z a c i parametrů měření b y l y vybrány v z o r k y myších l e d v i n ( A k a d e m i e věd České 
r e p u b l i k y ) , jakožto modelové v z o r k y měkkých tkání. V e většině případů b y l y prováděny S N R 
( z anglického signál to noise ratio) analýzy n e b o l i podíl signál k šumu. 

5.2 Femtosekundový laser 

P r o stanovení n e j vhodnějšího nastavení b y l y n e j p r v e měřeny v z o r k y měkkých tkání 
v parafínu pomocí l a s e r u s e základní v l n o v o u délkou 1 0 3 0 n m a poté b y l y stejné e x p e r i m e n t y 
prováděny s d r u h o u h a r m o n i c k o u v l n o v o u délkou 5 1 5 n m . 

1 8 0 

1 6 0 

1 4 0 

1 2 0 

1 0 0 

£ 8 0 

6 0 

4 0 

2 0 

0 

8 

x 

X 

+ — + -+-

X 5 1 5 n m 

X 1 0 3 0 n m 

- 0 , 6 - 0 , 5 - 0 , 4 - 0 , 3 - 0 , 2 - 0 , 1 0 0 , 1 0 , 2 0 ,3 
Rozostření ( m m ) 

0 , 4 0 ,5 0 , 6 

Obrázek 25: Zobrazení analýzy SNR (podíl signál/ šum) v závislosti na parametru rozostření (mm) pro 
laser s vlnovou délkou 515 nm a pro laser s vlnovou délkou 1 030 nm včetně směrodatných odchylek 

(pro spektrální čáru Ca II393 nm). 

N a Obrázku 2 5 j e znázorněná S N R analýza (podíl signál/šum) v závislosti n a p a r a m e t r u 
rozostření, který s e měnil o d h o d n o t y - 0 , 5 m m d o h o d n o t y 0 , 5 m m s k r o k e m 0 , 1 m m . 
S N R analýza p r o femtosekundový l a s e r b y l a prováděna z e spektrální čáry vápníku 
( C a I I 3 9 3 n m ) z t o h o důvodu, protože s e j e d n a l o v e s p e k t r u o n e j intenzivnější čáru 
a z ostatních spektrálních čar p r o j iné p r v k y (např. hořčíku M g I I 2 7 9 n m ) b y n e b y l o možné 
t u t o analýzu provést z důvodu nízkých i n t e n z i t . 

Zeleně j s o u z o b r a z e n y h o d n o t y p r o l a s e r s v l n o v o u délkou 5 1 5 n m . T y t o h o d n o t y mají 
poměrně lineární závislost při klesajících a zvyšujících s e hodnotách rozostření. Prokazují, 
ženejvyšší h o d n o t y S N R mají h o d n o t y k o l e m rozostření o d - 0 , 1 m m , 0 m m ( t e d y zaostření 
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n a p o v r c h v z o r k u ) a 0 , 1 m m . Směrodatné o d c h y l k y s e s e zvyšujícím a klesajícím rozostřením 
zmenšují, ovšem v t o m t o d r u h u analýzy j s o u n e j důležitější c o nejvyšší h o d n o t y S N R analýzy. 

Dalším důležitým p a r a m e t r e m j s o u v e l i k o s t i kráterů u měření s rozdílným rozostřením 
( T a b u l k a 5 , Obrázek 2 6 ) . Krátery s nejmenším průměrem b y l y zaznamenány u rozostření 
0 m m ( 0 , 0 9 m m ) . Tudíž m o h l o být u s o u z e n o z e všech optimalizačních parametrů, 
že rozostření 0 m m j e p r o zelený l a s e r n e j lepší. Vypočítaným p a r a m e t r e m j e plošná h u s t o t a 
výkonu l a s e r u ( z anglického irradiance) n e b o l i i n t e n z i t a ozařování, která j e uváděna 
v jednotkách G W / c m 2 . Opět l z e p o z o r o v a t ( T a b u l k a 5 ) , že i u t o h o t o p a r a m e t r u vyšly h o d n o t y 
nejlépe p r o nulové rozostření. T e n t o p a r a m e t r b y l získán z následujících výpočtů: 

Zářivý t o k (výkon přenášený zářením, které prochází v určitém místě d a n o u p l o c h o u ) : 

E 

6e.. .zářivý t o k ( W , J / s ) 

E... e n e r g i e pulzního l a s e r u ( J ) 

t... délka p u l z u l a s e r u ( s ) 

I n t e n z i t a ozařování (plošná h u s t o t a výkonu, i r a d i a n c e ) : 

le.. . i n t e n z i t a ozařování ( W / c m 2 ) 

S.. . p l o c h a kráteru ( c m 2 ) 

Tabulka 5: Velikosti kráterů a intenzity ozařování pro laser s vlnovou délkou 515 nm. 

Obrázek 26: Ukázka tvaru a velikosti kráterů pro hodnoty rozostření na měkké tkáni (myší ledvina) 
s využitím laseru s vlnovou délkou 515 nm. Krátery vyfoceny na mikroskopu (systém FireFly). 
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Červeně j s o u v g r a f u (Obrázek 2 5 ) znázorněny h o d n o t y S N R p r o l a s e r s v l n o v o u délkou 
1 0 3 0 n m . H o d n o t y mají opět poměrně lineární závislost při klesajících a zvyšujících 
s e hodnotách rozostření. N e j vyšší h o d n o t y S N R mají h o d n o t y p r o rozostření - 0 , 1 m m a 0 m m , 
ovšem s e značnými směrodatnými o d c h y l k a m i . J a k a l e j iž b y l o u v e d e n o , důležité j s o u 
výsledky S N R s p o l u s v e l i k o s t m i kráterů ( T a b u l k a 6 ) , které b y l y opět n e j nižší u rozostření 
O m m ( 0 , 1 2 m m ) . Platí, že čím menší v e l i k o s t i kráterů, tím lepší j e rozlišení při mapování 
tkání. Výsledky t e d y prokázaly, že optimální nastavení p r o červený l a s e r j e rozostření 0 m m . 
I vypočítané h o d n o t y i n t e n z i t y ozařování ukazují, že nulové rozostření j e ideální. 

Tabulka 6: Velikost kráterů a intenzity ozařování pro laser s vlnovou délkou 1 030 nm. 

Rozostření V e l i k o s t kráteru ( m m ) I n t e n z i t a ozařování 
( m m ) l a s e r 1 0 3 0 n m ( G W / c m 2 ) 
- 0 , 5 0 , 2 1 1 9 2 4 8 

- 0 , 4 0 , 2 1 1 9 2 4 8 

- 0 , 3 0 , 1 8 2 6 1 9 8 

- 0 . 2 0 , 1 6 3 3 1 5 7 

- 0 , 1 0 , 1 4 4 3 3 0 7 

0 0 , 1 2 5 8 9 4 6 

0 , 1 0 , 1 4 4 3 3 0 7 

0 , 2 0 , 1 7 2 9 3 7 1 

0 , 3 0 , 1 8 2 6 1 9 8 

0 . 4 0 , 2 1 1 9 2 4 8 

0 , 5 0 , 2 1 1 9 2 4 8 0 mm -0.5 nim 

Obrázek 27: Ukázka tvaru a velikosti kráterů pro hodnoty rozostření na měkké tkáni (myší ledvina) 
s využitím laseru s vlnovou délkou 1 030 nm. Krátery vyfoceny na mikroskopu (systém FireFly). 
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Obrázek 28: Ukázka rozdílných intenzit spektrálních čar na vlnových délkách v závislosti změny 
parametrů rozostření (-0,5 mm;0 mm;0,2 mm) pro laser s vlnovou délkou 1 030 nm. 
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Ostatní p a r a m e t r y , j a k o d o b a zpoždění sběru signálu d e t e k t o r u ( G D ) , e n e r g i e pulzního l a s e r u , 
f r e k v e n c e kontinuálního mapování n e b o šířka laserového p u l z u , b y l y u o b o u vlnových délek 
( 5 1 5 n m , 1 0 3 0 n m ) laserů konstantní. E n e r g i e b y l a n a s t a v e n a n a maximální h o d n o t u z t o h o 
důvodu, jelikož při nižších energiích b y n e b y l a dostatečná e n e r g i e p r o a b l a c i a d e t e k c i záření. 
V následující T a b u l c e 7 j s o u s h r n u t y optimální p a r a m e t r y p r o analýzu měkkých tkání zalitých 
v parafínu m e t o d o u kontinuálního mapování. 

Tabulka 7: Souhrn optimálního nastavení pro analýzu měkkých tkání (systém LabTrace 2) pro 
femtosekundový laser s vlnovými délkami 515 a 1 030 nm. 

Parametry měření Femtosekundový laser 
(LIBS) 

L a s e r 5 1 5 + 1 0 3 0 n m 
E n e r g i e l a s e r u 1 m J ( m a x ) 
D o b a zpoždění sběru signálu O u s 
Rozostření 0 m m 
Rozlišení 1 5 x 1 5 \XVCÍ 

Rychlé mapování V 
F r e k v e n c e 1 0 0 H z 

S p e k t r o m e t r 
C z e r n y - T u r n e r 

A v a n t e s ( 2 4 0 - 4 0 7 n m ) 

P o optimalizování parametrů měření b y l y analyzovány myší l e d v i n y t e c h n i k o u L I B S pomocí 
rychlého (kontinuálního) mapování. Výsledky mapování j s o u z o b r a z e n y n a Obrázku 2 9 . B y l y 
s e s t a v e n y m a p y prostorové d i s t r i b u c e makrobiogenních a mikrobiogenních chemických prvků 
zastoupených v měkké tkáni. M e z i t y t o p r v k y patří například vápník ( C a I I 3 9 3 , 3 7 n m ) , 
hořčík ( M g I I 2 7 9 , 5 5 n m ) n e b o uhlík ( C I 2 4 7 , 8 6 n m ) . T y t o zobrazené spektrální čáry n e b y l o 
nutné n o r m o v a t j inými spektrálními čarami. N a mapách j e vždy n a p r a v o z o b r a z e n a barevná 
škála. Červená b a r v a s y m b o l i z u j e nejvyšší zastoupení p r v k u v mapě (nejvyšší k o n c e n t r a c e ) 
a b a r v a tmavě modrá z o b r a z u j e nulové zastoupení p r v k u (nulová k o n c e n t r a c e ) . N a Obrázku 
2 9 a ) j s o u z o b r a z e n y výsledky p r o mapování s použitím l a s e r u s v l n o v o u délkou 5 1 5 n m , 
s rozlišením 1 5 x 1 5 u m v o b o u osách, velikostí m a p 6 2 1 x 4 3 8 = 2 7 1 9 9 8 pixelů (měřítko 
1 m m ) . J a k l z e vidět n a mapách, i n t e n z i t a signálu z měření není kontinuální. K t o m u t o 
problému došlo pravděpodobně nerovným seříznutím v z o r k u v parafínu. Ovšem i n a těchto 
výsledcích j e patrný náznak a n a t o m i e myších l e d v i n . I n t e n z i t y signálu p r o všechny zobrazené 
p r v k y p r o l e d v i n o v o u dřeň j s o u vyšší než u ledvinových p y r a m i d . T o znamená vyšší 
k o n c e n t r a c i zobrazených prvků. N a Obrázku 2 9 b ) j s o u prvkové m a p y s využitím l a s e r u 
s v l n o v o u délkou 1 0 3 0 n m , s rozlišením 1 5 x 1 5 u m v osách x a y , velikostí m a p 
6 5 5 x 3 6 1 = 2 3 6 4 5 5 pixelů (měřítko 1 m m ) . N a mapě vápníku j e zřejmé, že nejvyšší 
k o n c e n t r a c e t o h o t o p r v k u j e v ledvinové kůře. N a o p a k p r o hořčík a uhlík j e v o b l a s t i kůry 
znatelný p o k l e s v signálu. N a mapách p r o všechny p r v k y j s o u patrné dřeňové p y r a m i d y , které 
ústí d o ledvinové pánvičky, k d e j e k o n c e n t r a c e p r o uvedené chemické p r v k y téměř nulová. 
I u těchto výsledků j e ovšem patrný neúplně rovný p o v r c h v z o r k u , který j e konkrétně 
u femtosekundového l a s e r u extrémně důležitý. J a k l z e vidět n a mapách d i s t r i b u c e prvků, 
rozdíly m e z i vlnovými délkami l a s e r u j s o u téměř nulové. 
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Obrázek 29: Mapy prvkové distribuce prvků, které jsou charakteristické pro myší ledviny, vápník 
(Ca II 393,37 nm), hořčík (Mg II 279,55 nm) a uhlík (Cl 247,86 nm). Ledviny jsou použity jako 

modelové matrice měkké tkáně. Vlnová délka laseru a) 515 nm, b) 1 030 nm. 

I když výsledky z mapování měkkých tkání (myších l e d v i n v p a r a f i n u ) femtosekundovým 
l a s e r e m vypadají v e l i c e slibně, především kvůli v e l m i nízkému rozlišení téměř n a buněčné 
úrovni a menší v e l i k o s t i kráterů než u j iných typů laserů, p r o další analýzy b y l z v o l e n l a s e r 
nanosekundový. Důvodem b y l o i t o , že n e b y l o možné vyzkoušet femtosekundový l a s e r nižší 
vlnové délky, který b y měl být p r o měkké tkáně vhodnější. V e l k o u výhodou 
u nanosekundového l a s e r u j e možnost analýzy v n á š í laboratoři s e třemi vlnovými délkami 
( 1 0 6 4 n m , 5 3 2 n m a 2 6 6 n m ) . 

5.3 Nanosekundový laser 

P r o o p t i m a l i z a c i parametrů n a sestavě F i r e F l y s nanosekundovým l a s e r e m b y l y opět použity 
myší l e d v i n y , jakožto modelové m a t r i c e měkké tkáně. Optimalizační e x p e r i m e n t y b y l y 
s e s t a v e n y odlišným způsobem než u předchozího t y p u l a s e r u . K l a d l s e důraz především 
n a p a r a m e t r y d o b y zpoždění sběru signálu ( u s ) , e n e r g i i laserového s v a z k u a v e l i k o s t i kráterů. 
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Při hledání ideálního nastavení p r o analýzu měkkých tkání b y l k l a d e n důraz zejména 
n a N d : Y A G l a s e r čtvrté harmonické f r e k v e n c e s v l n o v o u délkou 2 6 6 n m z t o h o důvodu, 
protože t a t o vlnová délka b y měla být nejvhodnější p r o l a s e r o v o u a b l a c i biologických tkání 
obecně, protože b y mělo docházet k nejvyšší a b s o r p c i laserové e n e r g i e analyzovaným 
materiálem [ 6 1 ] . Jelikož optimalizací parametrů L I B S měření s dalšími vlnovými délkami 
( 1 0 6 4 n m a 5 3 2 n m ) nanosekundového l a s e r u s e zabývaly další výzkumné týmy, které t y t o 
práce i p u b l i k o v a l i [ 5 8 , 8 6 ] , b y l o z těchto prací převzato optimální nastavení systému 
a využito p r o porovnání s naší optimalizací p r o l a s e r s v l n o v o u délkou 2 6 6 n m . 
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Obrázek 30: Zobrazení SNR analýzy (podíl signál/šum) v závislosti na parametru doby zpoždění sběru 
signálu (fis) se změnou energie pro laser s vlnovou délkou 266 nm (pro spektrální čáru Ca II393 nm). 

P r o nanosekundový l a s e r b y l o n e j p r v e nutné o p t i m a l i z o v a t j a k d o b u zpoždění sběru signálu 
l a s e r u ( u s ) , t a k i e n e r g i i laserového p u l z u . Naměřené výsledky b y l y vyhodnocovány pomocí 
S N R analýzy (podíl signál/šum) opět z vápníkové spektrální čáry ( C a I I 3 9 3 n m ) z t o h o 
důvodu, protože s e j e d n a l o v e s p e k t r u o n e j intenzivnější čáru a z ostatních spektrální čar p r o 
j iné p r v k y (např. hořčíku M g I I 2 7 9 n m ) b y n e b y l o možné t u t o analýzu kvalitně provést 
z důvodu nízkých i n t e n z i t (např. u nižších energií). P r o t y t o e x p e r i m e n t y b y l y vybrány 
h o d n o t y d o b y zpoždění sběru signálu o d 0 u s d o 1 u s s k r o k e m 0 , 1 u s a p r o e n e r g i i b y l y 
vybrány h o d n o t y o d 1 0 m j d o 5 m j s k r o k e m 1 m j . Vyšší h o d n o t y d o b y zpoždění sběru 
signálu n e b y l y brány v úvahu, jelikož p o d l e e x p e r i m e n t u dochází s e zvyšujícím s e časem 
sběru k p o k l e s u S N R . J a k l z e vidět v g r a f u výše (Obrázek 3 0 ) , h o d n o t y z e S N R analýzy p r o 
e n e r g i e 5 m j , 6 m j a 7 m j j s o u v e l m i nízké n e b o i nulové, tudíž p r o l a s e r o v o u a b l a c i měkkých 
tkání z c e l a nedostatečné. I díky t o m u t o výsledku n e b y l y testovány nižší e n e r g i e , protože 
b y t o b y l o bezpředmětné. U t o h o t o případu n e b y l y počítány h o d n o t y p r o i n t e n z i t u ozařování, 
jelikož p r o jednotlivé e n e r g i e l a s e r u n e b y l y proměřovány průměrné v e l i k o s t i vzniklých 
ablačních kráterů. 
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G r a f níže (Obrázek 3 1 ) s e zaměřuje n a vyšší e n e r g i e emitované l a s e r e m , t e d y n a e n e r g i e 8 m J , 
9 m J a 1 0 m J včetně směrodatných o d c h y l e k . J a k l z e vidět, nižší e n e r g i e ( 8 a 9 m J ) vykazují 
v e l m i podobné chování, t e d y že s e pohybují m e z i podobnými h o d n o t a m i S N R a mají 
i podobné směrodatné o d c h y l k y . C o a l e platí p r o všechny e n e r g i e j e t o , že dochází k p o k l e s u 
S N R s e zvyšující s e d o b o u zpoždění sběru signálu. Nižší h o d n o t y d o b y zpoždění sběru 
signálu vycházejí z S N R analýzy lépe pravděpodobně i kvůli f a k t u , protože při a b l a c i 
materiálu dochází k e v z n i k u p o u z e malého a r y c h l e vyhasínajícího p l a z m a t u . Nejvyšších 
a téměř totožných h o d n o t S N R b y l o dosaženo p r o e n e r g i i 1 0 m J s krátkou d o b o u zpoždění 
sběru signálu, t e d y o d 0 , 1 u s d o 0 , 4 u s . O d času 0 , 5 u s docházelo k e skokovému p o k l e s u 
S N R . 
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Obrázek 31: Zobrazení SNR analýzy (podíl signál/šum) v závislosti na parametru doby zpoždění sběru 
signálu (/us) pro energii 10 mJ, 9 mJ a 8 mJ včetně směrodatný odchylek pro laser s vlnovou délkou 

266 nm (pro spektrální čáru Ca II393 nm). 

J e nutné ovšem brát zřetel i n a f a k t , že e n e r g i e l a s e r u má přímý v l i v n a i n t e n z i t u signálu 
a v e l i k o s t vzniklých ablačních kráterů. Platí, že čím vyšší j e e n e r g i e l a s e r u , tím j e vyšší 
ablatované množství materiálu a následně i vyšší i n t e n z i t a signálu, a l e j e menší prostorové 
rozlišení (nižší počet pixelů v chemické prvkové mapě) z důvodu větší v e l i k o s t i kráterů. P r o t o 
j e v e l m i důležité najít k o m p r o m i s m e z i citlivostí d e t e k c e a prostorovým rozlišením [ 5 8 ] . 
N a k o n e c b y l a j a k o optimální e n e r g i e vybrána právě e n e r g i e 1 0 m J (protože i n t e n z i t a signálu 
j e silně závislá n a množství ablatovaného materiálu) s d o b o u zpoždění sběru signálu 0 , 3 u s 
i přes poměrně v e l k o u o d c h y l k u z t o h o důvodu, protože s vyšší d o b o u zpoždění sběru signálu 
dochází k vystoupení atomových čar a klesá i n t e n z i t a čar iontových. Iontové čáry potřebují 
obecně vyšší t e p l o t u p l a z m a t u , p r o t o vyhasínají s e zvyšující s e d o b o u zpoždění. 

Optimalizované podmínky p r o L I B S analýzu kontinuálním mapováním s využitím 
nanosekundového pulzního l a s e r u s v l n o v o u délkou 2 6 6 n m j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 8 . 
Rozostření b y l o n a s t a v e n o n a konstantní h o d n o t u ( 0 m m ) , kvůli větší v e l i k o s t i ablačních 
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kráteru b y l o rozlišení 3 0 x 3 0 u m a f r e k v e n c e b y l a n a m a x i m u , tudíž n a 5 0 H z . Dále b y l z v o l e n 
o d t a h vzniklých nečistot z měření a o f u k vzácným p l y n e m ( a r g o n e m ) . O f u k a r g o n u s e při 
L I B S analýze přidává z důvodu vyšší účinnosti a b l a c e měkké tkáně a k e zvýšení výsledné 
i n t e n z i t y signálu. V neposlední řadě b y l využit s p e k t r o m e t r t y p u C z e r n y - T u r n e r s detekčním 
o k n e m o d 2 4 0 n m d o 4 0 7 n m . 

Tabulka 8: Souhrn optimálního nastavení pro analýzu měkkých tkání (systém FireFly) pro 
nanosekundový laser s vlnovou délkou 266 nm. 

Parametry Nanosekundový laser 
(LIBS) 

L a s e r 2 6 6 n m 
E n e r g i e l a s e r u 1 0 m J 
D o b a zpoždění sběru signálu 0 , 3 [as 
Rozostření 0 m m 
Rozlišení 3 0 x 3 0 \XVCÍ 

Rychlé mapování 
O f u k a r g o n e m 
O d t a h z p l o d i n 
F r e k v e n c e 5 0 H z 

S p e k t r o m e t r 
C z e r n y - T u r n e r 
( 2 4 0 - 4 0 7 n m ) 

P r o srovnání optimálních parametrů m e z i jednotlivými nanosekundovými l a s e r y s v l n o v o u 
délkou 2 6 6 n m , 5 3 2 n m a 1 0 6 4 n m b y l a opět p r o v e d e n a S N R analýza. P a r a m e t r y p r o l a s e r 
s v l n o v o u délkou 2 6 6 n m j s o u u v e d e n y výše ( T a b u l k a 8 ) , p a r a m e t r y p r o l a s e r s v l n o v o u 
délkou 5 3 2 n m b y l y převzaty z e s t u d i e o d A . Šindelářové a k o l . [ 5 8 ] a p a r a m e t r y p r o l a s e r 
s v l n o v o u délkou 1 0 6 4 n m b y l y převzaty z e s t u d i e o d Q . L i n a a k o l . [ 8 6 ] . 

H o d n o t y parametrů p r o l a s e r s v l n o v o u délkou 5 3 2 n m j s o u následující. E n e r g i e laserového 
p u l z u 2 2 m J , d o b a zpoždění sběru signálu 0 , 5 u s , rozlišení 1 0 0 x 1 0 0 u m , o f u k a r g o n e m 
a o d t a h vzniklých nečistot z měření. Optimalizované h o d n o t y p r o l a s e r s v l n o v o u délkou 
1 0 6 4 n m b y l y s e s t a v e n y následovně. E n e r g i e l a s e r u 7 m J , d o b a zpoždění sběru signálu 
2 , 0 u s , rozlišení 1 0 0 x 1 0 0 u m a o f u k a r g o n e m . D o b a zpoždění sběru signálu d e t e k t o r e m b y l a 
p o d l e s t u d i e 2 , 0 u s , a l e p o zvážení všech okolností b y l a h o d n o t a n a s t a v e n a n a 0 , 5 u s , t e d y 
totožně j a k o p r o l a s e r s kratší v l n o v o u délkou. 

N a g r a f u (Obrázek 3 2 ) l z e p o z o r o v a t S N R analýzu p r o tři vlnové délky nanosekundového 
l a s e r u . E x p e r i m e n t y b y l y s e s t a v e n y a zopakovány p o d l e j iž publikovaných vědeckých prací 
( p r o l a s e r s v l n o v o u délkou 5 3 2 n m a 1 0 6 4 n m ) p r o možnost porovnání s optimalizací z naší 
laboratoře. P o d l e provedených měření a p o d l e S N R analýzy b y l o prokázáno, že l a s e r 
s v l n o v o u délkou 2 6 6 j e o p r a v d u p r o měkké tkáně n e j vhodnější (dochází k n e j vyšší a b s o r p c i 
laserové e n e r g i e analyzovaným materiálem). I když u S N R analýzy j e patrná poměrně velká 
o d c h y l k a , i přesto j e výsledek výrazně lepší než p r o delší vlnové délky. T o m u t o f a k t u 
nasvědčují i v e l i k o s t i kráterů, které j s o u s i c e s v l n o v o u délkou 1 0 6 4 n m v e l m i podobné, a l e 
červený l a s e r má značně vyšší o d c h y l k u ( T a b u l k a 9 ) . Dalším neméně důležitým p a r a m e t r e m 
j e i t v a r kráterů a důsledky n a okolní tkáň p o výstřelu, který j e u vlnové délky 2 6 6 n m 
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n e j příznivější a také f a k t , že u nejkratšího l a s e r u máme možnost analýzy s nejvyšším 
rozlišením. 

2 1 0 

1 8 0 

1 5 0 

^ 1 2 0 + 
tí 
Z 
OT 9 0 + 

6 0 + 

3 0 

0 

X 2 6 6 n m 

X 5 3 2 n m 
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J I I — I I l _ l I 1 1 1 I — I I l—l 1 1 l—i i i i i \_\ | | L _ | | i | | 1 — | |_ 
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E n e r g i e ( m J ) 

2 0 2 2 2 4 

Obrázek 32: Srovnání optimálního nastavení pro jednotlivé vlnové délky u nanosekundového pulzního 
laseru v závislosti SNR analýzy na energii. V grafu jsou zobrazeny i fotografie vzniklých kráteru. 

V e l i k o s t i kráteru b y l y naměřeny pomocí systému L I B S F i r e F l y s použitím mikroskopického 
objektívu s pětinásobným přiblížením ( E 0 5 x ) . Všechny krátery b y l y proměřovány opakovaně 
(vždy minimálně 5 x ) . 

Tabulka 9: Průměrné velikosti oblačních kráterů pro optimální nastavení různých vlnových délek 
nanosekundového laseru. 

Vlnová délka laseru (nm) Průměrná velikost kráterů (mm) Směrodatná odchylka (mm) 
2 6 6 0 , 1 1 5 0 , 0 0 6 
5 3 2 0 , 1 2 5 0 , 0 0 6 

1 0 6 4 0 , 1 1 0 0 , 0 1 0 

P r o všechny tři vlnové délky l a s e r u ( 2 6 6 n m , 5 3 2 n m a 1 0 6 4 n m ) b y l y mapovány myší 
l e d v i n y , jakožto modelové m a t r i c e měkkých tkání, p o d l e výše zmíněných parametrů měření. 
Výsledky analýzy j s o u z o b r a z e n y n a prvkových mapách (Obrázek 3 3 ) . B y l y opět vybrány 
nejvíce zastoupené biogenní chemické p r v k y ( C a I I 3 9 3 n m a M g I I 2 7 9 n m ) v tkáni. P r o 
modrý l a s e r (Obrázek 3 3 a ) ) b y l a v e l i k o s t m a p y 3 3 3 x 2 4 7 = 8 2 2 5 1 pixelů s prostorovým 
rozlišením 3 0 x 3 0 u m v osách x a y . P r o zelený l a s e r (Obrázek 3 3 b ) ) j e z o b r a z e n a m a p a 
o v e l i k o s t i 8 2 x 5 0 = 4 1 0 0 pixelů, a l e s odlišným prostorovým rozlišením. T e n b y l n a systému 
n a s t a v e n n a nejvyšší možné rozlišení, t e d y n a 1 0 0 x 1 0 0 u m v o b o u osách. Opět l z e p o z o r o v a t , 
že nejvyšší k o n c e n t r a c e vápníku j e v kůře l e d v i n a s p r o s t u p e m d o dřeně a d o ledvinových 
p y r a m i d t a t o k o n c e n t r a c e rapidně klesá. Hořčík j e nejvíce z a s t o u p e n v e vnitřních částech 
l e d v i n y , především v e dřeni. P r o červený l a s e r l z e vidět níže m a p u (Obrázek 3 3 c ) ) 
o v e l i k o s t i 8 6 x 7 0 = 6 0 2 0 pixelů s prostorovým rozlišením opět 1 0 0 x 1 0 0 u m v o b o u osách. 
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Všechny prvkové m a p y j s o u z o b r a z e n y s měřítkem 1 m m . I přes menší rozlišení m a p y j s o u 
viditelné podobné výsledky j a k o p r o modrý l a s e r . Rozložení chemických prvků v ledvině 
odpovídá i s v l i v e m n a rozmístění nefronů v ledvině, k d e dochází k tvorbě moči. 

Obrázek 33.-Prvkové mapy distribuce vápníku (Ca II393 nm) a hořčíku (Mg 11279 nm) po lasery 
s vlnovou délkou a) 266 nm, b) 532 nm a c)l 064 nm. 

5.4 Prostorově rozlišená analýza zdravé kůže s využitím LIBS 

N e j p r v e b y l a studována lidská kůže zalitá v parafínu b e z nádorového onemocnění z důvodů 
možného porovnání analýz s n a p a d e n o u r a k o v i n o v o u tkání. U zdravé kůže b y l o hlavním 
úkolem z j i s t i t , j e s t l i s e liší signály z L I B S analýzy u třech základních částí lidské kůže 
(epidermis, dermis a hypodermis), jelikož mají odlišnou s t r u k t u r u a poměrně odlišné 
chemické zastoupení prvků. 
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Všechny o b l a s t i s procentuálním rozvrstvením vápníku ( C a I I 3 9 3 n m ) j s o u znázorněny 
n a námi měřeném v z o r k u lidské kůže pomocí t e c h n i k y L I B S n a Obrázku 3 4 a ) . Jednotlivé 
o b l a s t i b y l y získány p o klastrování d a t v p r o g r a m u E p i n a I m a g e L a b . N a Obrázku 3 4 b ) 
j e rozdělení kůže n a histologickém snímku, který b y l pořízen v e F N H K a popsán h i s t o l o g y . 

Obrázek 34: a) Ukázka jednotlivých vrstev kůže s klastrovánými oblastmi vápníku (Ca II393 nm), 
který byl analyzován metodou LIBS a sestaven v programu Epina ImageLab. b) histologický snímek 

z FNHK. Epidermis znázorněna zeleně, dermis červeně a hypodermis s parafinem modře. 

B y l o prokázáno, že jednotlivé v r s t v y kůže s e o d s e b e chemickým zastoupením patrně liší. 
T o l z e vidět v g r a f u (Obrázek 3 5 ) , který z o b r a z u j e s p e k t r a p r o jednotlivé části kůže. V první 
části (Obrázek 3 5 a ) ) l z e vidět celá s p e k t r a i s v e l m i intenzivní spektrální čarou l a s e r u 
( 2 6 6 n m ) . T u t o čáru vidíme z důvodu nedokonalého ukončení laserového p u l z u - p o skončení 
p u l z u s e špičkovým výkonem n e d o j d e k p o k l e s u i n t e n z i t y l a s e r u n a 0 , a l e n a n e z a n e d b a t e l n o u 
n e n u l o v o u h o d n o t u , k t e r o u j e d e t e k t o r schopný t a k t o výrazně z a c h y t i t . P r o t o b y l s e s t a v e n 
druhý g r a f (Obrázek 3 5 b ) ) , u kterého b y l a vybrána o b l a s t i n t e n z i t p o u z e d o 3 0 0 0 ( - ) , a b y 
b y l o možné lépe p o z o r o v a t spektrální čáry p r o makrobiogenní a mikrobiogenní chemické 
p r v k y zastoupené v tkáni, jelikož t y t o spektrální čáry n e j s o u obecně m o c intenzivní. N a t o m t o 
g r a f u j s o u znázorněny průměrná s p e k t r a p r o jednotlivé o b l a s t i - epidermis (zeleně), dermis 
(červeně) a hypodermis s p o l u s parafínem (modře). 

V e s p e k t r u (Obrázek 3 5 b ) ) j s o u vyznačeny všechny detekovatelné spektrální čáry, které j s o u 
v biologické měkké tkáni široce zastoupené. L z e p o z o r o v a t , že nejintenzivnějších signálů 
b y l o dosaženo při analýze epidermis ( z o b r a z e n o u zeleně), zejména u vápníkových 
spektrálních čar ( C a I I 3 9 3 n m a C a I I 3 9 6 n m ) , uhlíkových čar ( C I 2 4 7 n m ) a hořčíkových 
čar ( M g I I 2 7 9 n m a M g I I 2 8 0 n m ) . T y t o v e l m i vysoké i n t e n z i t y v e s p e k t r u j s o u způsobeny 
tím, že epidermis j e n e j svrchnější v r s t v a kůže tvořená dlaždicovými buňkami, které j s o u 
složené zejména z velkého množství k e r a t i n u a keranocytů, tudíž j s o u v e l m i bohaté 
n a bílkoviny a další biogenní p r v k y (např. vápník). Zároveň j e epidermis i nejtvrdší (záleží 
také n a umístění n a těle), tudíž p r o l a s e r o v o u a b l a c i n e j vhodnější. J e a l e také nejtenčí 
z jednotlivých v r s t e v kůže. Dermis (druhá v r s t v a kůže, škára) j e tvořena především 

ěnidermis 
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k o l a g e n e m t y p u L , p r o t o i z d e j e viditelná nemalá k o n c e n t r a c e vápníku ( z o b r a z e n a červeně). 
Ovšem n e v takovém množství j a k o n a p o v r c h u kůže. Z analýzy hypodermis n e b o l i kožního 
v a z i v a ( z o b r a z e n a modře) j e o d e z v a v e l m i malá, téměř nulová. T o j e způsobeno tím, že t a t o 
v r s t v a j e tvořena v e l m i ř ídkým kolagenním v a z i v e m 
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— 
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Obrázek 35: Průměrná spektra pro jednotlivé oblasti lidské kůže bez tumoru - epidermis (zeleně), 
dermis (červeně) a hypodermis s parafinem (modře) s vyznačenými makrobiogenními 

a mikrobiogenními chemickými prvky, které jsou charakteristické pro lidskou kůži. 

P o L I B S analýze s použitím optimálních parametrů ( l a s e r 2 6 6 n m ) b y l y výsledky zpracovány 
v p r o g r a m u E p i n a I m a g e L a b a b y l y vytvořeny m a p y prostorové d i s t r i b u c e prvků (Obrázek 
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3 6 ) p r o vápník ( C a I I 3 9 3 n m ) , hořčík ( M g I I 2 7 9 n m ) , atomové a iontové čáry uhlíku 
( C I 2 4 7 n m a C I I 2 5 1 n m ) , f o s f o r ( P I 2 5 5 n m ) a C N přechod ( 3 8 8 n m ) . V e l i k o s t m a p y b y l a 
4 4 8 x 7 4 7 = 3 3 4 6 5 6 pixelů s prostorovým rozlišením 3 0 x 3 0 u m a měřítkem 2 m m . 

Obrázek 36: Fotografie vzorku lidské kůže z mikroskopu, histologický snímek pořízený ve FNK a mapy 
prostorové distribuce prvků pro vybrané spektrální čáry spolu s podíly těchto čar. 
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N a Obrázku 3 6 l z e vidět f o t o g r a f i i v z o r k u z m i k r o s k o p u s jednonásobným přiblížením 
a histologický snímek v z o r k u obarvený h e m a t o x y l i n e m a e o z i n e m . Z m a p prostorových 
distribucí prvků j e patrná silná h e t e r o g e n i t a prvků s tím, že vápník i hořčík j e nejvíce 
zastoupený v epidermis, nižší k o n c e n t r a c e j e v dermis a téměř nulová k o n c e n t r a c e těchto 
prvků j e vhypodermis. T y t o výsledky přesně odpovídají m o r f o l o g i i a chemickému složení 
lidské kůže. Dále b y l y s e s t a v e n y prvkové m a p y p r o a t o m o v o u a i o n t o v o u spektrální čáru 
uhlíku ( C I 2 4 7 n m ; C I I 2 5 1 n m ) , f o s f o r u ( P I 2 5 5 n m ) a C N přechodu ( 3 8 8 n m ) . T y t o 
výsledky nám ukázaly, že rozdíl v zastoupení těchto prvků v e d v o u vrchních vrstvách kůže 
není n i j a k zásadní. Ovšem v tukové tkáni s e t y t o chemické p r v k y téměř nevyskytují. P r o 
zkoumání rozdílů relativních i n t e n z i t m e z i jednotlivými v r s t v a m i kůže b y l y spektrální čáry 
vápníku a hořčíku normovány spektrálními čarami uhlíku ( C I 2 4 7 n m ) a C N přechodu 
( 3 8 8 n m ) i z t o h o důvodu, a b y došlo k potlačení matričního j e v u . 

Obrázek 37:Prostorová distribuce prvků pro indikaci tvrdosti lidské kůže. 

P r o t e n t o v z o r e k lidské kůže b y l a o d s e b e podělena iontová a atomová čára vápníku z důvodu 
i n d i k a c e t v r d o s t i biologické m a t r i c e . P o t v r z u j e s e tvrzení, že n e j svrchněj ší v r s t v a kůže 
epidermis (pravá část prvkové m a p y ) j e o p r a v d u nejtvrdší a n e j spodnější v r s t v a kůže j e v e l i c e 
měkká, jelikož j e tvořena tukovými buňkami. 

5.5 Prostorově rozlišená LIBS analýza nádorových tkání 

B y l y analyzovány tři nejčastěji s e vyskytující t y p y r a k o v i n y kůže (maligní m e l a n o m , 
s p i n a l i o m a b a z a l i o m ) zalité v parafínu. Proběhlo měření pěti vzorků maligního m e l a n o m u , 
pěti vzorků s p i n a l i o m u a šest vzorků b a z a l i o m u . Každému v z o r k u b y l o přidáno číselné 
označení p r o lepší o r i e n t a c i . U všech analýz b y l o p r o v e d e n o totožné vyhodnocení. Všechny 
v z o r k y b y l y měřeny z a stejných podmínek, které b y l y optimalizovány výše ( T a b u l k a 8 ) . 
Výsledky b y l y diskutovány s M U D r . Kateřinou K i s s z Fakultní n e m o c n i c e v H r a d c i Králové. 

Snímky L I B S umožňují v i z u a l i z o v a t s t r u k t u r u tkáně z chemického h l e d i s k a (např. C a , F e , 
M g , N a , P a Z n ) a z k o u m a t rozdíly m e z i nenádorovou a nádorovou l i d s k o u tkání. 
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5.5.1 Maligní melanom 

Prvková analýza u tumorů kůže, například m e l a n o m u , j e možná i z důvodu, protože 
melanomové léze mají o p r o t i d e r m i s vyšší s u c h o s t , rozdíl v o b s a h u v o d y , v primárních 
složkách tkáni a v t u h o s t i . Také b y l o p o t v r z e n o , že m e l a n o m y mají hustší s t r u k t u r u obsahující 
p i g m e n t m e l a n i n v e srovnání s d e r m i s , která j e složená především z k o l a g e n u a dalších složek 
extracelulární m a t r i c e ( g l y k o s a m i n o g l y k a n y , f i b r o b l a s t y ) [ 8 7 ] . Možností p r o určení 
patologického s t a v u tkáně pomocí L I B S o b r a z u prvkového mapování j e analýza vápníkové 
( C a ) a hořčíkové ( M g ) spektrální emisní čáry. B y l o prokázáno, že především hořčík, o p r o t i 
j iným detekovatelným prvkům z měkké tkáně ( N a , H , K , O a C l ) , v y k a z u j e výrazně vyšší 
i n t e n z i t y spektrálních čar u napadené tkáně než u tkáně zdravé [ 8 7 ] . 

2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 3 8 0 4 0 0 
Vlnová délka ( n m ) 

Obrázek 38: Maximální intenzity v závislosti na vlnových délkách pro nádorovou tkáň. 

V e s p e k t r u (Obrázek 3 8 ) j s o u z o b r a z e n y n e j výraznější detekovatelné spektrální čáry p r o 
v z o r k y měkkých tkání zalitých v parafínu s nádorovým onemocněním, m e z i které patří 
především vápník ( C a I I 3 9 3 n m , C a I I 3 9 6 n m ) , hořčík ( M g I I 2 7 9 n m , M g I I 2 8 0 n m ) , uhlík 
( C I 2 4 7 n m , C I I 2 5 1 n m ) a f o s f o r ( P I 2 5 5 n m ) . T y t o chemické p r v k y j s o u v y k r e s l e n y 
v mapách d i s t r i b u c e chemických prvků p r o maligní m e l a n o m s označení P 5 7 B . V e l i k o s t 
m a p y b y l a 5 4 8 x 5 4 1 = 2 9 6 4 6 8 pixelů, s prostorovým rozlišením 3 0 x 3 0 u m a měřítkem 3 m m . 

Z m a p d i s t r i b u c e prvků (Obrázek 3 9 ) p r o vápník ( C a I I 3 9 3 n m ) a hořčík ( M g I I 2 7 9 n m ) 
j e patrné, že s e shodují s oblastí nádoru vyznačeném n a histologickém snímku (levá s t r a n a 
v z o r k u značí epidermis). Zejména výsledky p r o hořčíkovou spektrální čáru j s o u vynikající 
a v e l m i slibné d o b u d o u c n a . H o d n o t y i n t e n z i t této spektrální čáry j s o u v o b l a s t i nádoru v e l m i 
vysoké. P r o sodík ( N a 1 5 8 9 n m ) n e j s o u viditelné zřejmé závislosti n a malignitě tkáně. 

M e z i další detekované biogenní p r v k y patří atomová ( C I 2 4 7 n m ) a iontová ( C I I 2 5 1 n m ) 
spektrální čára uhlíku, f o s f o r ( P I 2 5 5 n m ) a C N přechod ( 3 8 8 n m ) . Z m a p d i s t r i b u c e prvků 
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zobrazených n a Obrázku 3 9 není patrný žádný výraznejší t r e n d p r o t y t o p r v k y . M a p y a n i 
nedosahují t a k vysoké k v a l i t y j a k o p r o vápník a hořčík. T o t o j e způsobeno pravdepodobné 
tím, že s e u těchto prvků dostáváme v e l m i blízko k limitům d e t e k c e . 

C 1 247 nm C I I 251 nm P I 255 nm CN 388 nm 

Obrázek 39: Histologický snímek maligního melanomu P57B a mapy prostorových distribucí pro 
vápník, hořčík, sodík, atomovou a iontovou spektrální čáru uhlíku, fosfor a CN přechod. 

P r o zkoumání rozdílů v relativních intenzitách m e z i chemickými p r v k y v maligním 
m e l a n o m u a d e r m i s b y l y spektrální čáry hořčíku a vápníku normovány h o d n o t a m i atomové 
spektrální čáry uhlíku ( C I 2 4 7 n m ) a spektrální čarou C N přechodu ( C N 3 8 8 n m ) . N a těchto 
mapách (Obrázek 4 0 ) prostorové d i s t r i b u c e prvků j e viditelná i s t r u k t u r a biologické tkáně 
s p o l u s v y s o k o u i n t e n z i t o u vápníku n a p o v r c h u v z o r k u , t e d y v epidermis. Dále j e viditelná 
v e l m i vysoká i n t e n z i t a u spektrální čáry hořčíku. T o t o j e další důkaz, který b y m o h l brát 
n a zřetel hořčík jakožto další indikátor nádorového onemocnění. 

Obrázek 40:Mapy prostorové distribuce prvků maligního melanomu P57B pro vápník a hořčík 
normované atomovou spektrální čarou uhlíku. 
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B y l o měřeno několik vzorků maligního m e l a n o m u . N a Obrázku 4 1 j s o u z o b r a z e n y další d v a 
vybrané m e l a n o m y s označením P 7 B ( v e l i k o s t m a p y 2 5 7 x 6 8 9 = 1 7 7 0 7 3 pixelů, měřítko 
2 m m ) a P 4 2 B ( v e l i k o s t m a p y 5 1 3 x 6 3 2 = 3 2 4 2 1 6 pixelů, měřítko 3 m m ) . První v z o r e k 
s e původně nacházel n a t e m e n i h l a v y p a c i e n t a . N a mapě j s o u viditelné analyzované vlasové 
f o l i k u l y a z n i c h rostoucí v l a s y . Druhý v z o r e k s e původně nacházel n a p a l c i n o h y p a c i e n t a . 
T y t o m a p y prostorové d i s t r i b u c e prvků p r o vápník ( C a I I 3 9 3 n m ) , hořčík ( M g I I 2 7 9 n m ) 
a j e j i c h podíly s uhlíkem ( C I 2 4 7 n m ) nám ukazují v e l m i podobné výsledky j a k o p r o první 
zmíněný případ maligního m e l a n o m u ( P 5 7 B ) . Opět j s o u zřetelně viditelné maligní o b l a s t i 
nádoru, které s e téměř shodují s o b l a s t m i vysokých i n t e n z i t p r o hořčíkovou spektrální čáru, 
především p r o podíl M g I I / C I . 

5.5.2 Spinocelulární karcinom 

Výsledky L I B S analýzy několika měřených bazaliomů vypadají v e l i c e slibně. P r o ukázku 
b y l y d o této práce vybrány d v a v z o r k y z celkově pěti d o p o s u d analyzovaných. V z o r e k P 5 6 B 
( v e l i k o s t m a p y 3 0 7 x 5 3 2 = 1 6 3 2 2 4 pixelů, měřítko 2 m m ) , který s e nacházel n a obličeji p o d 
n o s e m p a c i e n t k y a v z o r e k P 5 2 B I ( v e l i k o s t m a p y 4 6 8 x 5 2 1 = 2 4 3 8 2 8 pixelů, měřítko 3 m m ) 
nacházejícího s e původně n a paži p a c i e n t a . Z prvkových m a p (Obrázek 4 1 ) j s o u jasně 
viditelné závislosti m a l i g n i t y tkáně n a vysokých koncentracích zobrazených prvků. Opět 
s i p o t v r z u j e m e , že zejména hořčík b y m o h l být p r o d i a g n o s t i k u kůže používám. T e n t o f a k t 
podporují i mnohé dřívější p u b l i k a c e [ 8 7 , 9 2 ] . S p i n a l i o m y s e tvoří z dlaždicových buněk, které 
s e nacházejí v e vnější vrstvě kůže. P r o t o j s o u o b l a s t i t u m o r u viditelné j a k z histologických 
snímků, t a k i z m a p d i s t r i b u c e prvků v o b l a s t e c h epidermis, částečně může z a s a h o v a t 
i d o dermis. 

5.5.3 Bazocelulární karcinom 

T e n t o t y p r a k o v i n y kůže j e z a s t o u p e n v této práci dvěma v z o r k y (Obrázek 4 1 ) . Prvním z n i c h 
j e v z o r e k s označením P 5 9 B ( v e l i k o s t m a p y 2 3 5 x 4 7 1 = 1 1 8 2 2 1 pixelů, měřítko 2 m m ) 
z e špičky n o s u p a c i e n t k y . V mapě prostorové d i s t r i b u c e chemických prvků p r o t e n t o v z o r e k 
j e zobrazená poměrně podrobná s t r u k t u r a lidské tkáně. J s o u z d e jasně viditelné cévy 
v podkožním v a z i v u . T e n t o v z o r e k z c e l a n e k o r e l u j e s histologickým označením maligní 
o b l a s t i u vápníku, a n i u hořčíku. T e n t o j e v může být způsoben například možnou zánětlivou 
reakcí v okolí nádoru. P r o t o t y t o výsledky n e j s o u přesné. Druhým v z o r k e m j e P 6 0 ( v e l i k o s t 
m a p y 6 2 1 x 2 6 6 = 1 6 5 1 8 6 pixelů, měřítko 3 m m ) . U t o h o t o v z o r k u j e možné vidět značnou 
s p o j i t o s t m e z i distribucí hořčíku a vápníku s nádorovou oblastí, zejména u podílu M g WC I . 
Jelikož j e b a z a l i o m t y p nádoru, který nejčastěji l e m u j e nejhlubší v r s t v u epidermis ( l e h c e 
i dermis), t e d y nejsvrchnější v r s t v u kůže, a nešíří s e o b v y k l e d o dalších částí těla, j s o u o b l a s t i 
tumorů u vzorků j e n v této o b l a s t i (levá část). T e n t o t r e n d l z e p o z o r o v a t i z L I B S výsledků. 

Následující m a p y prostorové d i s t r i b u c e prvků ukazují p r o všechny tři t y p y r a k o v i n y kůže d v a 
zástupce (Obrázek 4 1 ) . Nádorová o b l a s t s e v y s k y t u j e n a p o v r c h u kůže, vždy j e zobrazená 
n a levé straně snímků. B y l a použita stejná intenzitní škála p r o podíly C a I I / C I u všech 
uvedených vzorků, stejně j a k o b y l o použito stejné škál ování u podílů M g I I / C I p r o všechny 
zobrazené v z o r k y . 
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5.6 Prostorově rozlišená LA-ICP-MS analýza nádorových tkání 

T a t o m e t o d a b y l a vybrána p r o porovnání výsledků s L I B S analýzou díky vyšší c i t l i v o s t i , 
možnosti lepšího rozlišení výsledné m a p y prostorové d i s t r i b u c e prvků a také kvůli t o m u , 
že j e t a t o m e t o d a v o b l a s t i d i a g n o s t i k y kůže více zaběhlá než t e c h n i k a L I B S . Ovšem i u této 
m e t o d y n e j s o u dosavadní výsledky n a t o l i k stoprocentní, a b y b y l a využívána v běžné p r a x i při 
d i a g n o s t i c e nádorů. 

Pomocí m e t o d y L A - I C P - M S b y l y studovány celkově tři v z o r k y tumorů kůže, které měly 
tloušťku 1 0 u m a b y l y analyzované přímo n a laboratorním sklíčku. M e z i t y t o v z o r k y patřil 
j e d e n v z o r e k maligního m e l a n o m u ( P 4 2 B ) , j e d e n v z o r e k s p i n a l i o m u ( P 5 6 B ) a j e d e n v z o r e k 
b a z a l i o m u ( P 5 9 B ) . Všechny tři v z o r k y b y l y předem analyzované m e t o d o u L I B S p r o možné 
porovnávání výsledků. Neprobíhalo mapování celých vzorků j a k o u t e c h n i k y L I B S , a l e p o u z e 
mapování oblastí s nádory z důvodu v e l m i vysoké časové náročnosti měření. Všechna měření 
b y l a p r o v e d e n a n a Technické univerzitě v e Vídni v laboratoři p r o f e s o r a A n d r e a s e L i m b e c k a . 

P r o analýzu b y l y vybrány následující i z o t o p y : 1 3 C , 2 4 M g , 3 1 P , 3 4 S , 5 6 F e , 6 3 C u a 6 6 Z n . M e z i t y t o 
i z o t o p y patří především t y , které j e nemožné n e b o v e l i c e problematické a n a l y z o v a t pomocí 
m e t o d y s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m buzeného p l a z m a t u z důvodu stopového množství těchto prvků 
v lidské tkáni. P r o t o b y l a využita j iná t e c h n i k a s vyšší citlivostí. I z o t o p y b y l y vybrány 
n a základě j iž vydaných publikací n a téma d i a g n o s t i k y nádorových onemocnění v lidských 
tkání m e t o d o u L A - I C P - M S [ 5 9 , 7 2 , 9 1 ] . 

B y l o prokázáno, že k o n c e n t r a c e stopových prvků v nádorových tkáních, j a k o například z i n e k , 
měď a železo, může být zvýšená o p r o t i zdravé tkáni. T y t o p r v k y j s o u nezbytné p r o fungování 
o r g a n i s m u a zodpovědné z a biologické a metabolické p r o c e s y [ 5 9 ] . Změny v zastoupení 
těchto stopových prvků v nádorových tkáních o p r o t i zdravým tkáním b y s e d a l y použít 
u biozobrazovacích analytických t e c h n i k k d i a g n o s t i c e nádorů. I z o t o p uhlíku b y l vybrán 
s úmyslem p r o využití j a k o vnitřního s t a n d a r d u p r v k u p r o zobrazení d i s t r i b u c e prvků. 
N e k o v y , jakožto f o s f o r a síra, b y l y vybrány n a základě j iž publikovaných vědeckých prací 
[ 6 7 , 9 1 , 9 3 ] . Hořčík a f o s f o r b y l y vybrány z a účelem porovnání těchto chemických prvků m e z i 
m e t o d a m i L I B S a L A - I C P - M S a také z důvodu možných biomarkerů p r o d i a g n o s t i k u 
nádorové tkáně [ 8 7 ] . 

Všechny tři v z o r k y b y l y měřeny s následujícími optimalizovanými p a r a m e t r y systému: 1 % 
z maximální e n e r g i e l a s e r u 2 , 6 m J ( 0 , 0 2 6 m J ) , opakovací f r e k v e n c e n a maximální hodnotě 
1 0 0 H z , r y c h l o s t skenování 1 0 0 0 u m / s . P o zkoušení různých prostorových rozlišení b y l o 
vybráno j a k o optimální rozlišení 2 0 x 2 0 u m , k d y s e průměrná v e l i k o s t kráterů p o h y b o v a l a 
m e z i 2 2 - 2 4 u m . P a r a m e t r překrytí b y l n a s t a v e n n a 1 6 , 3 6 % 

5.6.1 Spinocelulární karcinom 

Analýza b y l a p r o v e d e n a p o u z e v o b l a s t i nádoru vyznačeného h i s t o l o g y (červeně označená 
o b l a s t ) , t e d y v e svrchních vrstvách kůže (epidermis a dermis). T e n t o konkrétní t y p nádoru b y l 
umístěn n a p o v r c h u obličeje p a c i e n t a ( s označením P 5 6 B ) . Jedná s e o s p i n a l i o m , t e d y o nádor, 
který může metastázovat a dostávat s e i d o hlubších v r s t e v kůže, popřípadě může n a p a d a t 
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i okolní u z l i n y . U t o h o t o konkrétního případu s e j e d n a l o o dobře diferencovaný s p i n a l i o m 
n e b o l i n e t o l i k agresivní t y p nádoru. 

V g r a f u (Obrázek 4 2 ) j e viditelný úsek z analýzy v závislosti i n t e n z i t y n a časovém průběhu 
měření p r o i z o t o p y , které b y l y vybrány k analýze měkkých tkání s nádorovým onemocněním, 
konkrétně p r o případ s p i n a l i o m u . Celkový čas analýzy b y l přibližně 1 4 4 m i n u t ( 8 6 6 9 s ) . 
Úseky s e signifikantním p o k l e s e m i n t e n z i t y n e b o s n u l o v o u i n t e n z i t o u ukazují d o b u , k d y b y l 
l a s e r v O F F módu. L z e p o z o r o v a t , že uhlík ( 1 3 C ) v y k a z u j e poměrně konstantní signál p o c e l o u 
d o b u analýzy, t e d y že j e pravděpodobně homogenně rozložen v celém v z o r k u . I díky t o m u t o 
výsledku s e p o t v r d i l o , že uhlík j e ideální p r o využití j a k o vnitřního s t a n d a r d u . Ovšem v této 
práci t a k t o využit n e b y l , jel ikož t o n e b y l o nutné p r o naši a p l i k a c i . Dalším i z o t o p e m 
s e souvislým a také v e l m i nízkým signálem j e síra ( 3 4 S ) . Železo ( 5 6 F e ) z d e v y k a z u j e v e l i c e 
nerovnoměrný signál s m n o h a píky, jelikož s e n e v y s k y t u j e homogenně v celém v z o r k u 
(cévy). Ostatní i z o t o p y vykazují také poměrně konstantní signály, t o j e a l e pravděpodobně 
způsobeno tím, že p r o ukázku b y l vybrán p o u z e v e l m i krátký časový úsek analýzy 
( o d 6 5 1 0 0 s d o 6 6 1 0 0 s ) , k d e t y t o i z o t o p y b y l y s n e j větší pravděpodobností konstantně 
rozloženy. I z t o h o t o důvodu b y l y s e s t a v e n y prvkové m a p y p r o možné pozorování 
jednotlivých izotopů v celé o b l a s t i analyzovaného v z o r k u . 

6 5 1 0 0 6 5 3 0 0 6 5 5 0 0 6 5 7 0 0 6 5 9 0 0 6 6 1 0 0 
Čas (s) 

Obrázek 42:Reprezentativně časově rozlišená LA-ICP-MS spektra získaná během analýzy 
spinocelulárního karcinomu (P56B) pro následující izotopy: uhlík, hořčík, fosfor, síra, železo, měď 

a zinek. 

N a Obrázku 4 3 j e zobrazená prostorová d i s t r i b u c e prvků p r o s p i n a l i o m (mapovaná o b l a s t 
v e l i k o s t i 8 , 2 x 5 , 8 2 m m = 4 7 , 7 2 m m 2 , celkový čas analýzy 1 4 4 m i n u t , v e l i k o s t prvkové m a p y 
4 1 0 x 2 9 1 = 1 1 9 3 1 0 pixelů, měřítko 2 m m , rozlišení 2 0 x 2 0 u m ) . P r o t u t o t e c h n i k u b y l y 
vybrány b a r v y zobrazovací škály o d černé p r o n u l o v o u i n t e n z i t u d o žluté p r o maximální 
i n t e n z i t u . 
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Z prvkových m a p p r o jednotlivé p r v k y j e možné s i p o t v r d i t tvrzení zmíněné výše, že uhlík 
( 1 3 C ) a síra ( 3 4 S ) j s o u n a tenkém řezu rozloženy poměrně homogenně. Přesto s e u těchto prvků 
vyskytují o b l a s t i s e zvýšeným signálem. T o j e způsobeno a s i rozdílnou h u s t o t o u tkáně n e b o 
odlišnou tloušťkou řezu n a laboratorním s k l e . N a p r o t i t o m u železo ( 5 6 F e ) a měď ( 6 3 C u ) 
v y k a z u j i heterogenní rozložení v celé biologické m a t r i c i . M ě ď s e podílí n a tvorbě e l a s t i n u 
a k o l a g e n u [ 1 ] , p r o t o možná vyšší k o n c e n t r a c e mědi v e vrchní části epidermis p o u k a z u j e 
n a t o , že t e n t o těžký k o v j e nahromaděný v j iž odumřelé a z c e l a zkeratinizované o b l a s t i 
nádoru. Vyšší k o n c e n t r a c e železa v e vrchních vrstvách kůže svědčit o malých oděrkách, k d e 
zůstala k r e v . Ovšem prvková m a p a železa p o u k a z u j e poměrně přesně n a o b l a s t nádoru. 
T o může být způsobeno tím, že o b l a s t nádoru b y m o h l a být více prokrvená a také z důvodu 
přítomnosti cév v řezu, které j s o u vyplněné krví ( e r y t r o c y t y n e b o l i červenými k r v i n k a m i ) . 
Další p r v k y , j a k o hořčík ( 2 4 M g ) , f o s f o r ( 3 1 P ) a z i n e k ( 6 6 Z n ) , z c e l a vykreslují o b l a s t 
vyznačenou o d histologů. Opět s e potvrzují j iž publikovaná tvrzení [ 2 0 , 5 9 , 7 2 , 9 1 ] , že t y t o 
chemické p r v k y j s o u z a s t o u p e n y v e vyšších koncentracích v maligních tkáních, a že hrají 
zásadní r o l i při d i a g n o s t i c e nádorů u měkkých tkání. 

Obrázek 43: Prvkové mapy pro vyznačenou oblast spinaliomu (P56B) s využitím metody LA-ICP-MS. 

5.6.2 Maligní melanom 

P r o L A - I C P - M S analýzu akrolentignózního maligního m e l a n o m u ( s označením P 4 2 B ) , t e d y 
nejčastěji s e vyskytujícího s e m e l a n o m u n a periferních částech lidského těla, b y l a vybrána 
p o u z e o b l a s t nádoru a j e h o blízkého okolí z důvodu v e l m i vysoké časové náročnosti 
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e x p e r i m e n t u . T a t o o b l a s t s e nacházela opět v e vrchních vrstvách kůže. J e znázorněna 
n a Obrázku 4 4 maligního m e l a n o m u pomocí červeně ohraničeného výřezu z histologického 
snímku pořízeného v e F N H K (mapovaná o b l a s t v e l i k o s t i 1 3 , 4 2 x 2 , 7 8 m m = 3 7 , 3 m m 2 , 
celkový čas analýzy 1 1 3 m i n u t , v e l i k o s t prvkové m a p y 2 3 5 x 4 7 1 = 1 1 8 2 2 1 pixelů, měřítko 
1 m m , rozlišení 2 0 x 2 0 u m ) . 

U C 2 4 M g 

Obrázek 44: Prvkové mapy pro vyznačenou oblast maligního melanomu (P42B) s využitím metody 
LA-ICP-MS. 

U prvkové d i s t r i b u c e uhlíku (Obrázek 4 4 ) j e možné p o z o r o v a t poměrně homogenní rozložení 
t o h o t o p r v k u . Ovšem i přesto některé o b l a s t i vykazují vyšší i n t e n z i t u . T o j e způsobené 
pravděpodobně vyšší n e b o nižší h u s t o t o u tkáně n e b o n e z c e l a rovnoměrnou tloušťkou 
analyzovaného řezu n a s k l e . Síra ( 3 4 S ) v y k a z u j e opět homogenní rozprostření v biologické 
m a t r i c i , a l e n a v r c h o l u v z o r k u j e značně zvýšený signál. T u t o skutečnost l z e o k o m e n t o v a t 
stejným způsobem j a k o u uhlíku. M ě ď ( 6 3 C u ) n e p r o k a z u j e u t o h o t o v z o r k u s o u v i s l o s t 
s m a l i g n i t o u tkáně. D i s t r i b u c e železa ( 5 6 F e ) opět p o u k a z u j e n a možné vyšší prokrvení tumorů 
a n a přítomnost cév v e v z o r k u , které obsahují k r e v . Nádorové o b l a s t i však b y l y poměrně 
přesvědčivě detekovány n a prvkových mapách hořčíku ( 2 4 M g ) a f o s f o r u ( 3 1 P ) . Opět b y l o 
u těchto prvků dokázáno, že s e m a p y prostorové d i s t r i b u c e shodují s histologickým snímkem. 
Z i n e k ( 6 6 Z n ) z c e l a n e k o r e l u j e s nádorovou oblastí. 
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N u t n o p o d o k t n o u t , že výsledky z L A - I C P - M S analýzy n e j s o u p r o t e n t o t y p nádoru t a k 
průkazné, j a k o p r o výše zmíněný s p i n a l i o m . Z a těmito nepřesvědčivými výsledky m o h l o stát 
t o , že analyzovaný řez tkáně n a s k l e n e b y l v ideálním s t a v u . P r o t o n e b y l o možné a n a l y z o v a t 
větší p l o c h u v z o r k u , k d e b y b y l a z a h r n u t a širší o b l a s t okolní tkáně k o l e m nádoru p r o 
porovnání a možnosti zobrazení přechodu m e z i těmito tkáněmi. Poškození v z o r k u m o h l o být 
způsobeno stářím v z o r k u , n e v h o d n o u manipulací s e v z o r k e m n e b o převozem v z o r k u . 

5.6.3 Bazocelulární karcinom 

J a k o poslední b y l a p r o v e d e n a L A - I C P - M S analýza b a z a l i o m u ( P 5 9 I ) , který b y l odebrán 
z e špičky n o s u p a c i e n t k y . J e d n a l o s e o nemetastazující, místní t y p nádoru. B y l o p r o v e d e n o 
měření p o u z e n e j vrchnější o b l a s t i v z o r k u s vyskytující s e m a l i g n i t o u p r o s e d m vybraných 
izotopů (mapovaná o b l a s t v e l i k o s t i 2 , 1 x 8 , 7 2 m m = 1 8 , 3 m m 2 , celkový čas analýzy 5 4 m i n u t , 
v e l i k o s t prvkové m a p y 1 0 5 x 4 3 6 = 4 5 7 8 0 pixelů, měřítko 1 m m , rozlišení 2 0 x 2 0 u m ) . 
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Obrázek 45: Prvkové mapy pro vyznačenou oblast bazaliomu (P591) s využitím metody LA-ICP-MS. 
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V e l k o u výhodou u t o h o t o v z o r k u b y l a možnost mapování větší p l o c h y z důvodu v e l m i malé 
v e l i k o s t i v z o r k u . Analýzou b y l y p o k r y t y částečně všechny v r s t v y kůže (epidermis, dermis 
i hypodermis). Rozdíly v prvkovém složení jednotlivých v r s t e v j e možné vidět n a Obrázku 4 5 . 
Z d e j s o u z o b r a z e n y snímky vytvořené pomocí m e t o d y L A - I C P - M S . P o k u d s e obecně 
zaměříme n a rozvrstvení prvků v jednotlivých vrstvách kůže, t a k j e možné říct, že a n i j e d e n 
z vybraných prvků s e v e větším množství n e v y s k y t u j e v tukové tkání. T y t o p r v k y s e vyskytují 
především v e d v o u vrchních vrstvách kůže. 

U prvkových m a p síry ( 3 4 S ) a uhlíku ( 1 3 C ) j e tentokrát možné vidět silnější zastoupení 
v e vnějších vrstvách kůže. U mědi ( 6 3 C u ) j s o u viditelné v e l m i vysoké signály v e vrchní 
epidermis. T o b y nám m o h l o p o t v r d i t předchozí tvrzení, že t e n t o těžký k o v s e hromadí 
n a p o v r c h u lidského těla v j iž odumřelých a zkeratinizovaných částech kůže. Železo ( 5 6 F e ) 
j e viditelné j a k v o b l a s t e c h nádoru, t a k i u cév, k d e docházelo k analýze k r v e , která j e bohatá 
n a t e n t o k o v . M a p a prostorové d i s t r i b u c e f o s f o r u ( 3 1 P ) tentokrát nenasvědčuje n a s p o j i t o s t 
s m a l i g n i t o u tkáně. U hořčíku ( 2 4 M g ) a z i n k u ( 6 6 Z n ) j e patrná k o r e l a c e s nádorovou oblastí, 
která j e vyznačená n a histologickém snímku. 
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6 ZÁVĚR 

Diplomová práce s e zabývala p r v k o v o u analýzou měkkých biologických tkání zalitých 
v parafínu pomocí m e t o d y s p e k t r o s k o p i e l a s e r e m buzeného p l a z m a t u ( L I B S ) . Pomocí této 
m e t o d y b y l y sestavovány m a p y prostorových distribucí vybraných biogenních prvků p r o 
z d r a v o u kůži a p r o t u m o r y lidské kůže. J a k o doplňující m e t o d a b y l a vybrána hmotnostní 
s p e k t r o m e t r i e s indukčně vázaným p l a z m a t e m s l a s e r o v o u ablací ( L A - I C P - M S ) . Hlavním 
cílem této závěrečné práce b y l o představit m e t o d y , které b y m o h l y v b u d o u c n u zásadně 
p o m o c t histologům při d i a g n o s t i c e nádorových tkání. 

První část práce s e zabývala důkladnou optimalizací měření zejména u L I B S systému, jakožto 
zvolené hlavní t e c h n i k y v této práci. P r o o p t i m a l i z a c i b y l y vybrány myší l e d v i n y zalité 
v parafínu j a k o modelové m a t r i c e měkkých tkání. Myší l e d v i n y b y l y vybrané kvůli 
p o d o b n o s t i s t r u k t u r y a t v r d o s t i j a k o lidská kůže, a l e hlavně díky j e j i c h poměrně snadné 
d o s t u p n o s t i . B y l y s t a n o v e n y ideální p a r a m e t r y p r o měření s využitím femtosekundového 
l a s e r u , k d e b y l y zkoumány vlnové délky l a s e r u 5 1 5 n m a 1 0 3 0 n m . V o b o u případech b y l y 
optimalizovány p a r a m e t r y rozostření a v e l i k o s t i kráterů. Výsledky b y l y zpracovány S N R 
analýzou (podíl signál/šum) a porovnány m e z i s e b o u . N e j vhodnější p a r a m e t r y b y l y využity 
p r o analýzu (kontinuální mapování) myších l e d v i n s rozlišením 1 5 x 1 5 u m a p r o následné 
sestavení m a p prostorových distribucí vápníku a hořčíku. Následně proběhla podrobná 
o p t i m a l i z a c e parametrů u nanosekundového l a s e r u p r o v l n o v o u délku 2 6 6 n m , jel ikož t a t o 
vlnová délka b y měla být n e j vhodnější p r o měkké biologické tkáně [ 6 1 ] . K l a d l s e důraz 
především n a p a r a m e t r e n e r g i e laserového s v a z k u a d o b y zpoždění sběru signálu d e t e k t o r e m 
( G D ) . Analýza probíhala s nejvyšším možným rozlišením ( 3 0 x 3 0 u m ) . Výsledky b y l y opět 
zpracovány s využitím S N R analýzy. Dále b y l o porovnáváno optimální nastavení p r o 
nanosekundový l a s e r u jednotlivých vlnových délek ( 1 0 6 4 n m , 5 3 2 n m a 2 6 6 n m ) , k d y b y l y 
u delších vlnových délek optimální p a r a m e t r y převzaty z j iž publikovaných vědeckých prací 
zabývajících s e podobným tématem. V neposlední řadě b y l y optimalizovány p a r a m e t r y 
měření p r o L A - I C P - M S analýzu n a 1 0 u m tlustých řezech myších l e d v i n . B y l y sledovány 
p a r a m e t r y e n e r g i e l a s e r u , f r e k v e n c e , překrytí signálů, v e l i k o s t kráterů a prostorové rozlišení, 
které b y l o n a k o n e c n a s t a v e n o n a 2 0 x 2 0 u m . 

Druhá část práce s e zaobírala kontinuálním mapováním vzorků lidské kůže a sestavováním 
m a p prostorových distribucí biogenních chemických prvků. N e j p r v e b y l a důkladně rozebrána 
s t r u k t u r a zdravé kůže p o d l e výsledků z L I B S analýzy. Hlavním cílem b y l o rozlišit tři základní 
v r s t v y lidské kůže (epidermis, dermis a hypodermis) o d s e b e p o d l e prvkového složení. 
Následně b y l y t e c h n i k o u L I B S mapovány v z o r k y tří typů nejvíce zastoupených tumorů lidské 
kůže v p o p u l a c i (pět vzorků maligního m e l a n o m u , pět vzorků s p i n a l i o m u a šest vzorků 
b a z a l i o m u ) . P r o t y t o p r v k y b y l y s e s t a v e n y L I B S snímky, které umožňují v i z u a l i z o v a t 
s t r u k t u r u lidské tkáně z chemického h l e d i s k a a z k o u m a t rozdíly v prvkovém složení m e z i 
nenádorovou a nádorovou tkání. Měření probíhalo s v e l m i vysokým prostorovým rozlišením 
3 0 x 3 0 u m , které j e d o p o s u d j e d n o z nejvyšších z celosvětově publikovaných prací v o b l a s t i 
L I B S . B y l k l a d e n důraz především n a hořčík, který v maligních o b l a s t e c h v y k a z o v a l výrazně 
vyšší i n t e n z i t y spektrálních čar než v o b l a s t e c h zdravých. 
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N a k o n e c b y l a p r o v e d e n a doplňková L A - I C P - M S analýza p r o tři v z o r k y r a k o v i n y kůže 
(maligní m e l a n o m , b a z a l i o m a s p i n a l i o m ) . Analýzy b y l y prováděny n a Technické univerzitě 
v e Vídni v laboratoři p r o f e s o r a A n d r e a s e L i m b e c k a . V z o r k y (tloušťka 1 0 u m ) b y l y 
analyzovány přímo n a laboratorním s k l e . B y l o sledováno zastoupení především stopových 
prvků ( Z n , S , C u , F e , P , M g a C ) v nádorových tkáních z důvodu vyšší c i t l i v o s t i o p r o t i 
metodě L I B S . K l a d l s e důraz především n a hořčík p r o porovnání výsledků s L I B S analýzou 
a také n a z i n e k , u kterého j e j iž známo, že s e v nádorových o b l a s t e c h v y s k y t u j e v e vyšších 
koncentracích. Z dosažených výsledků v diplomové práci b y l o t o t o tvrzení p o t v r z e n o . 

P o porovnání výsledků s e prokázalo, že i když m e t o d a L A - I C P - M S má vyšší c i t l i v o s t ( a l e 
j e pomalejší), t a k výsledky právě p r o hořčík j s o u m e z i oběma m e t o d a m i téměř totožné. 
Jelikož cílem této práce j e představit n o v o u t e c h n i k u , která b y m o h l a být používána při 
d i a g n o s t i c e nádorů během chirurgického zákroku, t a k r y c h l o s t j e signifikantní výhodou, 
k t e r o u může m e t o d a L I B S nabídnout o p r o t i j iným metodám. Výsledky ukázaly, že t e c h n i k y 
L I B S a L A - I C P - M S b y v klinické p r a x i m o h l y mít s v o j e pevné zastoupení. 

V diplomové práci b y l o dosaženo všech vytyčených cílů. Další výzkum s e zaměří v e l m i 
podrobně n a j e d e n d r u h nádoru lidské kůže (maligní m e l a n o m ) s cílem p o t v r d i t k o r e l a c i m e z i 
d i s t r i b u c e m i zvolených biomarkerů (makroprvků) a histologickými nálezy. T a t o k o r e l a c e 
b u d e podpořena analýzou n a s t a t i s t i c k y významném s o u b o r u vzorků v rámci kohortové 
s t u d i e . 
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E C D L Diodový l a s e r s externí d u t i n o u , External-cavity Diode Laser 
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Spectroscopy 

N T S T 
Národní i n s t i t u t p r o s t a n d a r d y a t e c h n o l o g i e , National Institute of Standards 
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n s Nanosekundový l a s e r 

O E S Optická emisní s p e k t r o s k o p i e , Optical Emission Spectrometry 

P C R Polymerázová řetězová r e a k c e , Polymerase Chain Reaction 

p p b Části n a b i l i o n , Parts Per Billion 

p p m Části n a m i l i o n , Parts Per Million 

S C C Spinocelulární k a r c i n o m , Squamous Cell Carcinoma 

S C L M Konfokálním skenovacím laserový m i k r o s k o p , Smart Computational Light 
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Skenovací elektronová m i k r o s k o p i e s energiově disperzní r e n t g e n o v o u 
S E M - E D X spektroskopií, Scanning Electron Microscopy with Energy Dispersive X-Ray 

Emission 
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U V Ultrafialové, Ultraviolet 
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7 3 


