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ABSTRAKT

Kardiovaskularni onemocnéni jsou stale nejéast&jsi pii¢inou smrti v Ceské republice, navzdory
tomu, ze se terapie v oblasti srde¢niho selhani stale dale posouva. Presto je myokardidlni fibroza
jednim z nasledkd i pficin srde¢niho selhani, na které G¢inna 1é¢ba neexistuje. Resenim by
mohla predikce rozvinuti fibrozy ¢i Casnéa diagnostika fibrozy a preventivni terapie. V tomto
ohledu se rozviji mnohé lékarské metody. Analyza distribuce prvkl v zasazenych tkanich by
k tomu mohla dopomoci. Proto byla v této praci zkoumana distribuce prvka v srdcich potkand,
u kterych byla vyvolana myokardialni fibroza. V prubéhu analyzy byl zjistén 1 vliv barveni
vzorkl na vysledek analyzy. Zvlastni pozornost je pak vénovana distribuci zeleza ve tkanich
postizenych fibrézou a jeji korelace s histologickym nalezem. Zda se, ze pravé distribuce zeleza

by mohla byt ndpomocna pro v€asné rozpoznani poskozeni myokardu.
ABSTRACT

The most common cause of death in the Czech Republic continue to be cardiovascular diseases.
The field of heart failure therapy still keeps moving forward. Yet myocardial fibrosis is one
of the consequences and causes of heart failure for which there exists no effective medical care.
The solution would be predicting the advancement of fibrosis and a preventive therapy. Many
medical methods are being developed now in this regard, and the element distribution
in affected tissue could help them. That is the reason why this work centers on the research
of the element distribution in rat hearts with an induced myocardial fibrosis. An influence
of sample couloration on the analysis was observed during its course. Special attention was paid
to the distribution of iron in the fibrotic tissue as well as to the comparisson of the images
of myocardial fibrosis. It seems that the iron distribution specificly could be helpful

in recognising a damaged myocardium.
KLICOVA SLOVA

Myokardialni fibroza, srdecni selhani, potkani model, analyza mékkych tkani, zelezo, méd,

zinek, mangan, LA-ICP-MS, prvkova distribuce
KEYWORDS

Myocardial fibrosis, heart failure, rat model, soft tissue analysis, iron, copper, manganese, zinc,

LA-ICP-MS, element distribution



MACHALOVA, Martina. Studium viivu myokardidlni fibrézy na prvkovou distribuci
v mékkych tkanich potkana pomoct laserové ablace ve spojeni s ICP-MS. Brno, 2022. Dostupné

také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/138978. Diplomova prace. Vysoké uceni

technické v Brné, Fakulta chemick4, Ustav chemie a technologie ochrany Zivotniho prostfedi.

Vedouci prace Michaela Vasinova Galiova.

PROHLASENI

PROHLASENI Prohlasuji, e jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a e vechny
pouzité zdroje jsem spravné a uplné citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v B¢ a muze byt vyuzita ke komercnim ucelim jen se souhlasem

vedouciho bakalarské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Chtéla bych velmi pode€kovat své vedouci doc. Mgr. Michaele Vasinové Galiové, Ph.D.
za moznost pracovat na této praci, za Cas, ktery mi vénovala, cenné rady a pfipominky, které
mi poskytla a za obrovskou trpélivost. Také bych chtéla velice podékovat mému konzultantovi
MUDr. Tiborovi Stracinovi, Ph.D. za odborné rady a konzultace spojené s problematikou
myokardialni fibrozy a pracovnikiim Fakultni nemocnice u Sv. Anny za zpracovani vzorka.
Na zavér bych chtéla podékovat své rodin€ a pfiteli za to, jak velkou oporou mi byli v prabéhu

celého mého studia.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/138978

L. UVOD .ottt et e e ettt et et s e et ea e ea ettt et saaesa e e e eaaeeaeen 7
2. TEORETICKA CAST ....oovoriiimiieeieeeessee ettt 8
B B (1T OSSO O PO ORRTERRPPRORt 8
2.2 Myokardialni fibroza.........cceeeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiie s 10
2.2.2 Davody vzniku myokardiadlni fibrozy ...........ccccevviviiiiiiiniiiiiiiii 11

2.3 Metody vyuzivané v souvislosti s myokardialni fibrozou ..o 12
2.4 Analytick€ MEtOAY ......cc.eoueriireriiiiiiiiiie e 13
2.4.1 Metody rentgenove analyzZy ........ccccceeerieiiiniiiiiiiii e 13
2.4.2  Laser assiSted MEtOdY ......cooeerieiiiiiierie et 15
2ABLA-TCP-MS ...ttt ettt ettt e et s e e ae st saae s s sneenae e 19
2.4.4 Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontd ...........cccoeevveiviiiiininiieniiienenns 22

3. EXPERIMENTALNT CAST ...t seisesesses s 24
3.1 Pouzité chemikalie a certifikované referencni materialy ...........cccooeviiinininiiniien, 24
3.2 PouZité pristroje @ POMUCKY .....c.oocevveiiiniiiiiiiiiiiiiii ittt 24
3.2.1 Laserovy ablacni SYStEM .........ccceeoueeiereriiniiiiiiiiiii it 24
3.2.2 Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem............cccccoeveveinieennn. 24

3.3 VZOTKY 1ttt et e ees 25
3.3.1 Vyvolani myokardialni fIbrozy ..........cceeovviviiiiiniiiiiiec e 25
3.3.2 Odebrani VZOIKU .....c..eeeuieeuieeieeniieeie ettt ettt n e saa e eaae e s e 26
3.3.3 Piiprava ezl pro analyzZu.........ccccccoevieiniiiiiiiiiiineiiiiec e 27

3.4 Analyza pomoci metody LA-ICP-MS........ccccooiii 28
3.4.1 Nastaveni ICP-MS......cooiiiiiie e s 28
3.4.2 Nastaveni 1aseru pro analyzZu.........cccceeverueriereniiniiiiiiiiieiice st 29
3.4.3 POSLUP MET@NL ...evveiniiieiie ettt sttt ettt s e s e srae e 29
3.4.4 Vyhodnoceni SIgNAlU........cceevviriiiiiiiiiiiiiiiiiciie et 31

4. VYSLEDKY A DISKUZE .ooooooeeoeoeeeeeeeeeeeeee oo ee e e es e e es e seeeeeaeeteaeeeeeseneaeeseseanneneaes 33



4.1 Stanoveni MetodiKy MEFENT.....cc.eertireerieeiiiieeie ettt ens 33

4.2 Normalizace na URIIK ......c.oioiiieiie i 36
4.3 Porovnani distribuce v zavislosti na zpracovani vzorku .........c..cccceeueveenienieeneiiiennennn. 37
4.4 Porovnani fibrotickych tkani v zavislosti na stupni fibrozy ............cccecoevviiiiniininnns 40
5. ZAVER ..ottt 47
6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU.......oocmrreiirienmereesseeeesseseesneseeens 48



1. UVOD

Kardiovaskularni onemocnéni jsou nejcastdjsi piiinou smrti v Ceské republice. U Zen
zptisobuji 50 % vsech umrti a u muzi 42 %. V Ceské republice byla k roku 2017 Gmrtnost
s nimi spojena o dvakrat vyssi oproti priméru Evropské unie [1].

Myokardialni fibroza je jednim z faktori pro vznik a vyvoj srdecniho selhani.
V medicinské praxi je ji vénovand pozornost, protoze na ni neexistuje ucinna terapie a jeji
prevence je velmi obtizna [2]. Divodi vzniku fibrézy je nékolik. Muze naptiklad vzniknout
po infarktu myokardu, v souvislosti se starnutim nebo v disledku nelé¢eného vysokého tlaku.
Ale muze vzniknout i po ucinku cizorodych latek v zivotnim prostiedi. Existuje mnoho studii
zabyvajicich se vlivem PCB na vznik a vyvoj kardiovaskularni onemocnéni a myokardialni
fibrozy. Také byly publikovany studie zabyvajici se expozici pevnych ¢astic PM2,5 nebo pfimo
vyfukovych plynt a jejich vliv na vznik fibrozy myokardu.

Snahou je zdokonalit zobrazovaci metody v lékafském prostredi, jako je napfiklad
magnetickd rezonance, a diky tomu vcas odhalit poSkozeni myokardu jeste¢ pfed rozvojem
fibrozy. V tom pfipade by totiz mohla pomoci v€asna terapie, slouzici ke zpomaleni rozvoje
fibrozy myokardu. Pro zlepSeni medicinskych metod uzivanych v lékarské praxi muze byt
podstatna informace o distribuci prvkd v postizené tkani. K tomuto acelu je vhodné pouzit
analytické metody, jako je naptiklad hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-MYS), ktera je ve spojeni s laserovou ablaci (LA-ICP-MS) schopnéa analyzovat pfimo
pevny material.

Tato diplomova prace se zaméfuje na distribuci prvki v potkanich srdcich, u kterych
byla vyvolana fibrotickd reakce, pomoci metody LA-ICP-MS. Vzorky do této prace byly
poskytnuty ve spolupraci s MUDr. Tiborem Stracinou, Ph.D. z Lékaiské fakulty Masarykovy
univerzity. Ackoliv je metoda LA-ICP-MS bézné vyuzivanou technikou pro analyzu mékkych
tkani, nebyla nalezena podobna studie zabyvajici se analyzou myokardialni fibrozy pomoci této
metody. Proto bylo jednim z cilti prace nastaveni vhodné metodiky, pro sledovani distribuce
urenych prvki ve vzorku a zhodnoceni vhodnosti jednotlivych prvka k této analyze. Dale

mapovani a vyhodnocovani ziskanych dat a nasledné srovnani vysledku s kvantifikaci fibrozy.



2. TEORETICKA CAST
2.1 Srdce

Srdce je neparovy duty organ. Nachazi se v dutin€ hrudni ulozeny za hrudni kosti mezi
pravou a levou plici. Ma za ukol Cerpat krev v cévni soustavé. Tvoii ho srde¢ni svalova tkan
(myokard), coz je zvlastni druh pfi¢né pruhované svaloviny [3; 4; 5].

Srdce clovéka je rozdéleno na 4 oddily — pravou predsin, pravou komoru, levou piedsin a
levou komoru. Komory srdce pracuji jako dvé navzajem zavisla Cerpadla. Prava komora pohani
plicni obéh. Leva komora Cerpa okyslicenou krev do télniho obéhu. Predsiné funguji jako
sbérnice krve. Do levé predsiné pfitéka krev z plicnich zil, do pravé piedsin€ z horni a dolni
duté zily [3; 4; 6].

Mezi komorou a predsini na obou stranach je ulozena cipata chlopen, diky t€ém proudi krev
z predsini do komor, ale zaroven zamezuje jejich zpétnému toku. Z kazdé komory vychazeji
velké tepny — aorta, vychazejici z levé komory a plicnice vychazejici z pravé komory. Obé jsou
opatieny polomésicitou chlopni. Chlopné funguji jako regulatory sméru toku krve. Zajistuji tak

jednosmeérny tok krve z predsini do komor a odtud do velkych tepen [6].

Srdecni svalovina je tvofena 3 vrstvami:

1. endokard — tenka vnitini vrstva srde¢ni svaloviny,

2. myokard — stfedni vrstva, tvofena svalovymi buitkami a opérnymi tkanémi, je nejsilnéjsi
vrstvou,

3. epikard — vngjsi vrstva, ktera obsahuje mnoho cév, nerva a bunky tukové tkane [4].

PrayA leva
komora i
endokard
myokard {
epikard——

Obrazek 1: Schéma rezu srdce
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Obrazek 2: Schéma srdce

Cerpaci ¢innost srdce se d&je diky rytmickému stfidani stahu (systoly) a relaxace
(diastoly) srdecniho svalu. Cyklické stfidani téchto fazi se nazyva srde¢ni cyklus [4]. Pri
zahdjeni diastoly krev proudi z zil do predsini. Jakmile klesne tlak krve v komorach, oteviou se
cipaté chlopné a krvi se zacnou plnit i komory. PInéni komor je dovrSeno stahem piedsini. Poté
nastava systola komor, kdy tlak v komorach stoupne, a tim se uzaviou cipaté chlopné. Oteviou
se ale polomésicité chlopng, takze je krev vypuzena do tepen, které se tlakem krve napnou.
Diky elasticité tepen, se v nich udrzuje tlak, ktery uzavie polomésicité chlopné ve chvili, kdy
tlak v komorach klesne, a navic zene krev dal do obéhového fecisté. Uzavieni cipatych chlopni,
tedy pocatek systoly a uzavieni polomésicitych chlopni, tedy pocatek diastoly, vyvolava srde¢ni
ozvy [6].

Cast srde¢nich vlaken postrada schopnost stazlivosti a tvoii prevodni soustavou srdeéni.
Je pro né ale typické odpovidat na elektricky podnét vzruchem a vést ho, nebo jej samovolné
tvorit. Na registrovani a hodnoceni ak¢nich potencialt, které vznikaji pfi Cinnosti srdce
je zaloZena elektrokardiografie (EKG). EKG hraje velmi dilezitou roli v diagnostice fady
srdeCnich nemoci a poruch, zeyména pii srdecnim selhani [4; 7].

Srdecni selhani ma rizné definice. Z klinického hlediska jde o stav zptisobeny poruchou
funkce nebo struktury srdce, kdy srdce neni schopno Cerpat dostatecné mnozstvi krve navzdory
normalnimu plnéni komor. Pacienti trpici srdeCnim selhdnim maji typické priznaky
onemocnéni, jako napiiklad dusnost, inavu, zhorSenou toleranci zatéze, otoky dolnich koncetin
nebo zvySenou napli krénich zil. Selhani srdce mize zapfi¢init mnoho faktort. Jednim z nich

je fibréza myokardu, ktera vede ke snizené poddajnosti srdecni svaloviny, a tim vede



k diastolické dysfunkci. Také snizuje kontraktilitu, coz vede k systolické disfunkci.

Myokardialni fibréza téz zvySuje pravdépodobnost vyskytu arytmii [8].

2.2 Myokardialni fibréza

Myokardialni fibréza je procesem remodelace srdecniho svalu. Ma dilezity vliv
na vznik a rozvoj srde¢niho selhani. Jedna se o velmi dynamicky proces, ktery je rezistentni
vuci terapii. Navic prevence a potlaceni procesu je velmi obtizné. Proto je myokardialni fibroza
v klinické praxi intenzivné zkoumana [2; 9].

Fibroza je proces, ktery se mize vyskytnout v mnoha organovych systémech. Vznika
nadmérnym ukladanim proteint mezibunééné hmoty. V podstaté se jedna o pirehnanou reakci
na poskozeni (hojeni). Tim ovliviiuje tkanovou architekturu a narusuje funkci organd. Proces,
ktery opravuje tkan je velmi slozity. Normalni tkanovou architekturu zajiStuje syntéza a
degradace mezibunééné hmoty. Pfesto, ze je tento postup nezbytny, muze vést pravé k fibroze
[10].

Mezibunééna hmota je dvojiho typu — vlaknitd a amorfni. Podle vlastnosti amorfni
mezibunééné hmoty a podle zastoupeni jednotlivych slozek rozliSujeme ruzné typy pojiv.
Jednim z nich je vazivo, které je pojivovou tkani predevs§im z vazivovych bunék (fibroblasti),
kolagennich a elastickych vlaken a amorfni mezibunééné hmoty. Fibroblasty produkuji amorfni
hmotu a tropokolagen, z kterého se dale formuluji kolagenni vlakna. Fibroblasty maji navic
dobrou regeneracni kapacitu, proto slouzi jako hlavni zdroj vypliujici defekty tkané — tvoti
jizvy. Obnova vazivovych struktur tedy hlavné zavisi na pfitomnosti a funk&nosti fibroblasti
[3].

Pti poSkozeni tkan€ jsou fibroblasty aktivovany a podléhaji zméné fenotypu z klidovych
bunék tvoricich mezibunécnou hmotu na myofibroblasty. Ty kombinuji vlastnosti fibroblastu
s burikami hladkého svalstva (myoblasti) a tim reguluji remodelaci pojivové tkané.
Pfi standardnich reparanich procesech jsou po vytvoreni jizvy myofibroblasty snizeny
apoptdzou nebo reverzi zpét na klidnéjsi fibroblasty. Pokud myofibroblasty ptetrvavaji ve tkani
dochazi k patologické fibroze a narusovani normalni funkce organt [10].

Ackoliv existuje znaéné mnozstvi vyzkumu zaméfujici se na mechanismy, které jsou
zakladem patogeneze tohoto onemocnénti, je potfeba lépe a specificte)i definovat procesy, které
vedou k tvorbé fibrozy za raznych podminek. Protoze piesné molekularni mechanismy, které
jsou zakladem S$patného hojeni a fibrozy zistavaji stale nedostatecné popsany. Na rozdil
od mechanismu, jsou primarni cesty vedouci k poskozeni tkdn€ a rozvoji fibrozy dobte

prostudované [9; 10].
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2.2.2 Davody vzniku myokardialni fibrézy

Podle cesty vzniku mizeme myokardialni fibrozu rozdélit na reparativni fibrozu a
reaktivni fibrozu. Reparativni fibréza je organizovany vyvoj jizvy, tfeba po infarktu myokardu,
kdy je potfeba mechanicky stabilizovat porusenou tkan. Reaktivni fibroza je nasledek
patologickych procest, naptiklad pfi tlakovém pretizeni srdce [2].

Jednim z divoda vzniku fibrozy myokardu je také starnuti. S pokroCilym vékem se
zvySuje 1 obsah kolagenu v srdci. Spoustéce jsou velmi rozmanité. Muze se jednat o reakci
na dlouhodobou zaté€z srdecnich stén nebo na narustu oxidacniho stresu a v souvislosti s tim
vznik reaktivni fibrozy. Pozorovat lze 1 reparativni fibrozu v reakci na poranéni nebo ztratu

bunék. Ve starnoucim srdci se fibroza obvykle rozviji spolu s dal§imi procesy [2].

2.2.2.1 Myokardidlni fibroza a Zivotni prostiedi

Myokardialni fibréza muze vzniknout i jako nasledek expozice cizorodym latkam.
V Zivotnim prostiedi se setkavame s celou fadou latek, pusobicich na lidské zdravi. Proto je
pusobeni téchto latek neustale zkoumano.

Za zminku stoji dlouhodoba expozice polychlorovanym bifenylim (PCB). Jejich
rezidua se nachéazi v celém zivotnim prostiedi. A to navzdory tomu, Ze vétSina zemi jejich
vyrobu zakazuje. Diskutovany jsou hlavné pro jejich environmentalni a zdravotni rizika [11].

Studie zabyvajici se poSkozenim srdce vyvolaném PCB126 na mysich ukazala, ze jiz
vystaveni nizkym davkam PCB 126 vyvolalo poskozeni srdce. Hmotnost srdce byla po expozici
vyS$si oproti kontrole a diky histologickému barveni bylo patrné, ze uspotradani myokardialnich
vlaken bylo chaotické. Mimo jiné vykazovaly testované mysi zvySenou expresy enzymu
syntézy kolagenu a proteini mezibunécné hmoty. Tyto vysledky poukazuji pravé na srdecni
fibrozu [11].

Zkoumany byly 1 metabolické zmény v srdci. Diky kterym bylo dokézano, ze nizké
davky PCB126 narusuji metabolické pochody. Srde¢ni metabolismus totiz hraje daleZitou roli
ve vét§in€ srdecnich onemocnéni. Byla odebrana srdce mysi a ke tkani byl pfidan methanol
s kyselinou tridekanovou. Vznikly roztok se poté vysusil a derivatizoval. Analyza probehla
pomoci plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Ve vysledku
celkem 59 metabolitd vykazovalo vyznamné rozdily oproti kontrole. Jednalo se o lipidy,
aminokyseliny, sacharidy, polyoly, nukleosidy a dalsi. Kromé toho diivéjsi studie dokazaly, ze
PCB126 narusuje i metabolismus glukoézy a lipida v jatrech [11].

Znacnym problémem je 1 zneCisténi ovzdusi. Ukazuje se, Ze na poskozeni srdce, maji

velky vliv pevné Castice (PM). Rozhodujicim faktorem je naptiklad velikost ¢astic. Nejhorsi
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poskozeni vznikd pfi expozici jemnymi a ultrajemnymi casticemi (PM2,5 a PMO,1). Tyto
castice mohou proniknout do dychaciho traktu a dostat se do plicnich alveol. Ur¢ité mnozstvi
prachového materialu se poté muze dostat az do obéhového systému. Takto mize dochazet
k extrakci tézkych kovu, které jsou na ¢asticich nasorbované nebo zptisobovat zanét a oxidacni
stres, které dal mohou vést remodelaci srde¢niho svalu [12].

Existuje mnoho experimentd zkoumajici vztah expozice PM2,5 a kardiovaskularnich
onemocnéni [13; 14]. Jsou studovany napiiklad i dieslové vyfukové plyny, které jsou zdrojem
pevnych Castic. Studie testuji uCinek expozice téchto plyni na plod v obdobi téhotenstvi
(in utero) a na jedince v raném véku. U mysi bylo vyvolano tlakové pretizeni a jedinci
exponovani in utero a v ranném ve€ku méli hor§i odpovéd na srdec¢ni selhani, nez jedinci
exponovani v dospélosti. Studie tak naznacuje, ze expozice jiz v raném veéku nebo in utero
podporuje pozdéjsi rozvoj srdecniho selhani v dospélosti. Kromé toho expozice také napomaha
rozvoji myokardialni fibrozy [13].

Dale je vhodné zminit studii, ktera si dala za cil urcit, zda je dysfunkce srdce vyvolana
PM2,5 zavisla na veéku. Byly pouzity ¢tyftydenni, Ctyfmésicni a desetimési¢ni mysi. Pfi ristu
hlodavet dochazi k rozsifovani sini, zvétSovani tloustky stény komor, nebo k nékterym
bunécnym zménam, napfiklad vétsi mnozeni fibroblasti a akumulace kolagenu. Da se tedy
predpokladat, ze vliv na rizn€ staré jedince bude odlisny. U mysi ve vé€ku 4 tydnt a 10 mésicu
dochéazelo k vétSimu rozvinuti fibrézy. Diky meéfeni srdecni frekvence, krevniho tlaku,
srdecnich funkci a strukturadlnim zménam se ukazalo, ze nejcitlivejsi skupinou na PM2,5 jsou
star§i mySi. V porovnani ctyfmési¢nich mys$i a Ctyitydennich mysi byly ¢tyitydenni mnohem
vnimavejsi na znecisténi PM2,5. Diivodem muze byt rozdilna hladina estrogenu, ktery chrani

kardiomyocyty [14].

2.3 Metody vyuzivané v souvislosti s myokardialni fibr6zou

Nejrozsitenéjsi zobrazovaci technikou, ktera se v klinické praxi vyuziva pro diagnostiku
srdeCniho selhani, je echokardiografie [2]. Jednd se o neinvazivni zobrazovaci metodu.
Poskytuje informace o tvaru a velikosti srde¢nich dutin, funkci chlopni, stazlivosti jednotlivych
segmentu a diastolické a systolické funkci komor. Dulezita je zejména systolicka funkce levé
komory (LK). Jejim hlavnim ukazatelem je ejekcni frakce (EF). Fibroza srde¢niho svalu vede
ke snizeni poddajnosti srdecniho svalu a tim k rozvoji diastolické a systolické dysfunkci [8].

Echokardiografie vyuziva pro zobrazovani srdce ultrazvuk, tedy zvuk o frekvenci
20 kHZ-10 GHz. Vyuziva se vlastnosti zvuku prochazet riznymi tkanémi, odrazet se a ziskavat

tak informaci o struktufe prostiedi. Diagnostickou informaci tedy dava zpétné odrazené
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vinéni [15]. Echokardiografie, ale poskytuje jen malo informaci o pfitomnosti pfipadné rozsahu
fibrozy [2].

Pro detekci a kvantifikaci myokardialni fibrézy se standardn€ vyuziva magneticka
rezonance srdce (CMR) [9]. Také se fadi mezi neinvazivni zobrazovaci metody. Umoziiuje
presné vyhodnotit tloustku stén, objem levé komory, pfitomnost trombu a systolickou funkci
komor. Pti pouziti kontrastni latky, 1ze pozorovat fibrozni tkan [8].

V prabéhu vysetieni se generuji radiofrekvenéni pulzy, diky tomu se méni energie jader
atomu. Pfi névratu do nizkoenergetického stavu dochazi k emisi vysokofrekvenéniho vinéni.
Emitovana energie je zachycena a pfevedena do obrazu. Chovani vodikového iontu se lisi dle
okolnich chemickych struktur, navic razné tkan€ maji rizny obsah tohoto iontu. Pravé proto
CMR skvéle zobrazuje charakteristiku tkan€. Je to jedinecna technika v detekci jizvy myokardu
s vysokou presnosti [8; 16].

Pro validaci metod magnetické rezonance srdce pro detekci myokardialni fibrozy se
vyuziva experiment v potkanim modelu. Pro tento experiment se vyuzivaji samci potkana
kmene Sparague-Dawley ve stafi 6 tydnt. Zvifata jsou rozdélena do dvou skupin, z nichz jedna
je kontrolni a u druhé se vyvola fibréza srdecniho svalu. Vyvolani spociva v odebrani jedné
ledviny, podavani deoxykortikosteronu acetatu a pristupu k pitné vode pouze s pridavkem NaCl
a KCl. VSechna zvifata jsou podrobena magnetické rezonanci den pied operaci a poté 14. a 28.

den po operaci [9].

2.4 Analytické metody

Zobrazovaci techniky pouzivané v medicin€ slouzici pouze k Iékarskym ucelim,
nepodavaji informaci o slozeni tkani nebo prvkové distribuci. Pro tyto ucely jsou vhodné
instrumentalni analytické techniky. Navic pfi analyze pfimo pevnych vzorkd, odpada
rozpousténi v kyselinach, které predstavuje urcité riziko kontaminace a Setii €as [17]. Pro
analyzu pevnych materiali mizeme vyuzit napfiklad rentgenovou fluorescencni spektrometrii
(XRF), ¢asticemi indukovanou rentgenovou emisi (PIXE), analyzu elektronovou mikrosondou
(EMPA), hmotnostni spektrometrii sekundarnich iontd (SIMS), spektrometrii laserem
buzeného plazmatu (LIBS), laserovou ablaci ve spojeni s optickou emisni spektormetrii
sindukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) nebo hmotnostni spektrometrii s indukéné

vazanym plazmatem (ICP-MS).

2.4.1 Metody rentgenové analyzy
Jedna se o soubor metod zahrnujici naptiklad metody jako je rentgenova fluorescencni

spektrometrie (XRF), protonem indukovanou rentgenovou emisi (PIXE) a analyza
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elektronovou mikrosondou (EMPA). Piedstavuji multielementarni analytické metody jejichz
vyhodou je, nedestruktivnost. Diky tomu lze vzorek pouzit pro analyzu dalsimi metodami.

Princip téchto metod je velmi podobny. Zahrnuji excitaci atomi ve vzorku pomoci
zdroje, ktery ma dostateCnou energii na to, aby vybudil elektrony vnitiniho obalu. Atomy jsou
vnitiné nestabilni, protoze maji prazdné misto v elektronovém orbitalu a dojde k prechodu
elektronu do stabilnéjsi elektronové hladiny. Postupné elektron ztraci energii o emitujici
rentgenovy foton, ktery je zaznamenavan v podobé charakteristickych rentgenovych car [18].
To je pravé podstatou kvantitativni analyzy, protoze kazdy prvek ma svou vlastni sadu
charakteristickych rentgenovych paprski. Kvantitativni analyza se uskuteCriuje méfenim
poméru mezi charakteristickou intenzitou rentgenového zafeni, které je emitovano danym
prvkem ve vzorku a tim, které emituje stejny prvek v referencnim materialu [19].

Rentgenova fluorescencni spektrometrie (XFR) vyuziva jako zdroj rentgenové fotony.
Detekeni limity metody se pohybuji v jednotkach mg/kg az desitkach procent. V dnes$ni dobé
jsou na trhu kompaktni micro-XRF, které maji lepsi detekcni limity [20]. Diky moznosti vyuziti
také mobilnich zafizeni, mohou najit uplatnéni v monitoringu zivotniho prostedi. Technika
byla napfiiklad vyuzita pfi sledovani expozice manganu a rtuti v nehtech. Diky méfeni in vivo
odpadlo skladovani nehtd, a vedlo ke spolehlivéjsi analyze Hg, ktera je extrémne tékava [21].

Naproti tomu technika c¢asticemi indukované rentgenové emise (PIXE) ma nizsi
detekcni limity v rozmezi 0,1-10 mg/kg. Jedna se o metodu vhodnou pro analyzu hlavnich 1
stopovych prvka s vysokou preciznosti. Je schopna stanovit obsahy témér vSech prvki
v periodické soustave€, a navic je vyuzivana pro standardizaci referen¢nich materialt. Zde se
jako zdroj obvykle vyuziva protonovy paprsek [22; 23]. Analyza probiha ve vakuu, vzorek je
umistén do ozatfovaci komory, kterd je spojena s paprskem. Velkou vyhodou metody je, ze
pokud je vzorek pfili§ velky a nelze umistit do ozafovaci komory, miZze se pouzit technika
externiho paprsku, ktery je veden tenkym okénkem do okolniho prostiedi. Takto se daji
analyzovat i knihy, obrazy nebo archeologické artefakty [23]. Metoda nasla uplatnéni také
ve studii, ktera se zabyvala vlivem kovovych ionti zimplantati na okolni mékké tkane.
Analyzovany byly i organy, do kterych se kovové prvky mohly pienést. Byla prokazana
napfiiklad kontaminace jater manganem nebo lymfatické uzliny chromem [24].

Excita¢ni mechanismus je shodny i u elektronové mikrosondy (EMPA), ale vyuziva se
zde elektronovy paprsek. EMPA je v podstaté sestavena z elektronového sloupce, ktery je
vybaven elektronovym délem a systémem elektromagnetickych cocek a z nékolika detektora.
Elektromagnetické CoCky se vyuzivaji k zaostfeni elektronového paprsku na vzorek.

Elektronovy sloupec je ve vysokém vakuu, diky tomu se zabrani oxidaci vlakna a rozptylu
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paprsku elektroni. K pozorovani vzorkii je sloupec vybaven optickym mikroskopem
s elektronovym paprskem a detektory [19]. Pfi buzeni elektrony ale musi byt vzorek vodivy
a je zde vyzadovano lepsi vakuum nez pii predchozich metodach. To muze byt problém pfi
vyméneé vzorku [25]. Hlavni signaly v elektronové mikrosondové analyze jsou kromé
charakteristickych rentgenovych paprska i zpétn€ odrazené elektrony (BSE), Augerovy
elektrony, sekundarni elektrony (SE) nebo katodoluminiscence, coz poskytuje informace
o kvantitativni a kvalitativni informace v¢etné fazového rozlozeni [23; 25; 26].

EMPA ma Sirokou Skalu aplikaci na materialy pfirodniho i syntetického pivodu. Je
rozsahle pouzivéana v geologii [26]. Byla vyuzita naptiklad ve studii, kde byl analyzovan titan
v mekkych tkanich pochazejici z tlomku patetnich implantatt [27]. Limity detekce této metody
se pohybuji v jednotkach az stovkach mg/kg [28].

Obecné maji tyto techniky horsi limity detekce a v porovnani s ICP-MS, ICP-OES,
LIBS neméfi dobfte lehké prvky. Proto se hodi jako dopliikové metody.

2.4.2 ,Laser assisted* metody

Do této skupiny technik se fadi LIBS, LA-ICP-MS nebo LA-ICP-OES. Spole¢nym
jmenovatelem metod je vyuziti laserové ablace (LA) pro vzorkovani, coz umoziiuje analyzu
pevnych vzorka. Laserova ablace je technika, zalozena na interakci paprsku pulsniho laseru
s povrchem materialu. Na vzorek dopadaji fotony, které jsou absorbovany a dojde k prudkému
naruastu teploty. Pii prudkém ohtati vzorku do urcité hloubky vzroste tlak, ktery vyvola explozi
povrchové vrstvy [29].

V piipadé€, ze je energie laseru dostatecné vysoka, dochéazi k vytvoreni mikroplazmatu
s kratkou dobou zivotnosti, kde mize byt odpafena matrice excitovana a ionizovana. Takto
vzniklé mikroplazma se nazyva laserem indukované plazma (LIP). Mé&feni optické emise z LIP
je principem spektrometrie laserem buzeného plazmatu [30].

Druhou moznosti je zavedeni aerosolu ze vzorku do stabilniho ioniza¢niho a excitaéniho
zdroje, kterym muze byt napiiklad ICP. Emitované fotony poté mohou byt detekovany, jako je
tomu u ICP-OES nebo se miize méfit intenzita iontového toku, coz je principem ICP-MS.
Metody umoziuji analyzu jednotlivych bodi nebo 2D ¢i 3D prostorovou analyzu. Délka pulsu,
vinové délka zafeni, hustota zafivé energie, frekvence a primér laserového svazku jsou stézejni
parametry, které ovliviiuji prostorové rozliSeni distribuce velikosti ¢astic uvolnéného
materialem a tim 1 i€innost odpateni a ionizace [17].

Primarni nevyhodou metod zalozenych na laserové ablaci je jejich destruktivnost. Navic

beéhem laserové ablace miize dochazet k elementarni frakcionaci, ktera je spojena s fazovymi
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zmeénami, napiiklad s vypafovanim, kondenzaci nebo tanim a s nestechiometrickym slozenim
vzorku [29]. Diky tomu muze mit vznikly analyzovany aerosol odlisné relativni slozeni
ve srovnani se vzorkem [31]. Frakcionace muze nastat i pii pouziti nanosekundového
laserového zdroje (5-10 ns) diky tepelnému efektu. V takovém ptipadé dochazi k redistribuci
materialu, kvali tepelné difuzi. Vysledkem je pifednostni odparovani nékterych prvka. Tento
problém se da vyftesit, kdyz fazovy prechod bude proveden diive, nez zaCne tepelna energie
difundovat z materialu, proto se musi zkratit doba pulsu. Pro dosazeni optimalniho vykonu
analyzy by mél material, ktery je uvolnény pomoci LA, pfesné odpovidat celkovému slozeni.
Poté by mél byt pfeménén na aerosol, ktery je zcela ionizovan uvnitt ICP [32]. Situaci ztézuje

i nedostatek vhodnych referen¢nich materiala [31].

2.4.2.1 Spektrometrie laserem buzeného plazmatu

Spektrometrie laserem buzeného plazmatu je analyticka technika zalozena na meéteni
optické emise s laserem indukovaného mikroplazmatu.

Kromé laboratornich zafizeni mohou byt pfistroje pfenosné nebo pfistroje umoziujici
analyzu vzdalenych objektli. Analyza na misté snizuje naklady spojené se vzorkovanim,
sbérem, pfepravou a piipravou v laboratofi. Proto mize byt, stejn€ jako metoda XRF, vyuzita
pro analyzu zivotniho prostiedi. Vedle zivotniho prostfedi nachézi dalsi uplatnéni v energetice,
biomediciné nebo i prizkumu vesmiru. K vyraznému pokroku doslo v oblasti solarnich ¢lanku
a baterii, kdy byla metoda LIBS uspésné vyuzita pro detekci a mapovani necistot v kfemiku,
ktery se vyuziva pro vyrobu fotovoltaického ¢lanku. Dal§im ptfikladem je také analyza
absorpc¢nich vrstev sloucenin v polovodicovych solarnich burikach [33].

Vyuziti metody v biomediciné ukazuje prace, ktera shrnuje aplikace LIBS pfi klasifikaci
a identifikaci mékkych tkani. Metoda byla pouzita k rozliSeni malignich a normalnich tkéani
jater a byly zjistény rozdily v intenzitach signalu vybranych prvka. Intenzity médi a zeleza byly
v maligni tkéni slabsi, zatimco vapniku a hliniku byly mnohem siln€jsi. Poméry vapniku
s draslikem a sodiku s draslikem byly v maligni tkani mnohem vyS§§i. Analyzovéana byla
napfiklad i rakovinova tkan z prsu, tlustého stfeva a konecniku. Sledovan byl ptedev§im vapnik
a hotcik. Jejich intenzity byly v malignich tkanich opét zna¢né€ vyssi. Mimo maligni tkan€ byla
metoda LIBS pouzila i ke kvalitativnimu studiu jaternich tkani potkana v riznych fazich
onemocneéni jaterni fibrozou. Predmétem studia byla intenzita emisi hotciku, fosforu, drasliku,
zeleza, vapniku a médi. Zejména intenzita vapniku vykazovala rostouci trend [34].

Konkurentem pro analyzu pomoci LIBS je XRF. Limity detekce LIBS se pohybuji

v rozmezi jednotek az stovek mg/kg [35; 36]. Jak jiz bylo zminéno vznikajici mikroplazma je

16



nestabilni. Naproti tomu indukéné vazané plazma je mnohem stabilnéjsi zdroj, je spolehlivejsi
a precizngj$i. Proto je v nekterych pfipadech vhodné&jsi vyuziti napiiklad LA-ICP-OES nebo
LA-ICP-MS, které¢ zlepsi preciznost a presnost méteni.

2.4.2.2 LA-ICP-OES

Optickd emisni spektrometrie s indukcné vazanym plazmatem je technika, kterd se
zaklada na méfeni emise excitovanych iontd a atomu. Poté, co je vzorek odprasen pomoci
laserové ablace, je dale veden do indukéné vazaného plazmatu (ICP) [30]. ICP se vyuziva jako
budici zdroj a ma dvé ulohy. Prvni krok spociva v atomizaci vzorku a druhy krok v ¢astecné
ionizaci analytu a excitaci atomu a iontu do vysSich energetickych stavia [37].

Plazma je povazovano ctvrtym skupenstvim hmoty, protoze ma odliSné vlastnosti
od kapalin i plynt. Definuje se jako kvazineutralni plyn. To znamena, Ze kladné a zaporné
castice jsou vzajemn¢ vyrovnany a navenek se plazma jevi jako elektricky neutralni. Vykazuje
kolektivni chovani, jedna se o pohyby Castic, které nezavisi jen na lokalnich podminkéch, ale
ina tom, vjakém stavu je plazma ve vzdalenéjSich oblastech. Chovani plazmatu je hlavné
ovlivnéno magnetickymi a elektrickymi poli [30].

Indukéné vazané plazma (ICP) je v soucasné dobé nejCastéji pouzivané, diky svym
jedineCnym vlastnostem. Plyn, ktery se vyuziva k tvorbé plazmatu, je nejCastéji argon. Jedna
se o monoatomovy prvek s vysokou ionizacni energii, ktery je chemicky inertni. Poskytuje tedy
jednoduché spektrum a navic je argon schopen excitovat a ionizovat vétSinu prvki v periodické
soustave. Dalsi vyhodou je i jeho cena v porovnani s vzacnymi plyny. Jedinym omezenim je
$patna tepelna vodivost tohoto plynu, ktera omezuje Gcinnost atomiza¢nich procest. Tuto
nevyhodu lze vyftesit pfidavkem vodiku, ktery je 1épe tepelné vodivy nebo kysliku, ktery nam
umozni dokonalé spaleni uhliku organickych matric [30; 37].

K vytvoreni plazmatu je vyuzivana kfemenna plazmova hlavice, kam se zavede argon.

Jedna se o tfi trubice razného priméru. Schéma plazmové hlavice je vidét na obrazku 3 [37].

Civka
Magnetické
e R=R=] pole
Aerosol. h - —
vzorku Prstencova
’/ K\(hci_o plazma
Kfemenné
'II/) trubice
Plazmoveé
proudy
plhynu

Obrazek 3: Plazmova hlavice [37]
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Vnitini trubici proudi nosny plyn, ktery transportuje vzorek. Stfedni plazmovy plyn
izoluje plazma od indukéni civky a vné€jsi plazmovy plyn vytvari vyboj. VSechny tfi trubice
mohou tvofit jeden pevny celek a pak se jedna o kompaktni plazmové hlavice. Nebo se muze
jednat o rozebiratelné plazmové hlavice, kdy jsou jednotlivé trubice samostatné upevnény
v plastovém nebo keramickém bloku a kombinované plazmové hlavice, kdy je samostatné jen
injektor a prostedni a vné&jsi trubice tvoti jeden celek [30].
Teplota ICP je 5000-10000 K, coz vede k tepelné atomizaci analytl, které jsou
do centralni oblasti plazmatu zavedeny. Nasledna ionizace muze probihat fadou procesu.
Hlavnim mechanismem ionizace v ICP je tepelna ionizace, ktera je vyvolana srazkami iontq,
atomu a volnych elektronti v plazmatu. Stuperi ionizace zavisi na teploté, hustoté elektront
a ionizacni energii samotného prvku [37].
V indukéné vazaném plazmatu rozliSujeme 2 oblasti. Indukéni zénu, kde dochazi
k prenosu energie z elektromagnetického pole civky do plazmatu a analyticky kanal, kde je
koncentrovan vzorek, ktery je transportovan nosnym plynem [30].
Je slozité plazmatu pfifadit jedinou teplotu. Velké teplotni odchylky jsou pozorovany
predevS§im na rozhrani plazmového prstence s teplotou 10000 K a analytického kanalu, kde
je tok chladného argonu s teplotou 3500 K. Podle toho, jaké procesy probihaji v analytickém
kanalu a podle prostorového rozdéleni intenzity emise Car, se rozdéluje na predehiivaci zonu,
pocatecni zafivou zonu, analytickou zonu a chvost vyboje [30].
Na trhu existuji pfistroje, které vyuzivaji dvou sméra méfeni zafeni vzhledem k vyboji ICP:
a) side-on view, neboli radidlni, kolmo k ose vyboje;
b) end-on view, neboli axidalni, podél osy vyboje [30].

Ptipadné existuji spektrometry, které nabizeji ob&é moznosti, oznacované jako dual view [30].

Technika ICP-OES je bohuzel bézné zatizena spektralnimi interferencemi. Ty muzeme
popsat jako prekryv Car, rozptylené zareni, muze se jednat o interference vyvolané pozadim.
Pti stanoveni hlavnich slozek, napfiklad v silikatovych surovinach, pfi pouziti spektrometrt
s axialnim pozorovanim, nékteré citlivé Gary vykazuji samoabsorpci. Re§enim miize byt méfeni
na méné citlivych ¢arach nebo radialni pozorovani vyboje. Limity detekce této metody se
pohybuji v rozmezi 0,1-10 mg/1 [30].

Prikladem konkrétni aplikace metody v analyze mekkych tkani maze byt studie, ktera vyuzila
fasy a prilipky za ucCelem biomonitoringu tézkych kovi v moiském prostiedi. Byly odebrany
tkan¢ vybranych druha pfilipek a fas na 4 riznych mistech jihovychodniho pobfezi v Jizni
Africe. V praci mimo jiné zjistili, ze koncentrace kovu v mékkych tkanich byla 10krat vyssi

nez v ulitach [38].
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2.4.3 LA-ICP-MS

Metoda ICP-OES stanovuje jen prvky samotné, oproti tomu ICP-MS umoziuje
stanoveni iizotopu prvkd a izotopovych poméri. Navic je pozadi tvofeno pouze Sumem
detektoru, na rozdil od ICP-OES, kde je pozadi nedilnou soucasti spektra. Limity detekce ICP-
MS jsou nizsi (v fadech g/l). Princip je ale velmi podobny jako u ptfedchozi metody [30].
Hmotnostni spektrometrie je jednou z nejdulezitéjSich analytickych technik pouzivanych
ve stopové a ultrastopové analyze. Divodem je vysoka citlivost, nizké detek¢ni limity
a moznost analyzy velmi malych objem vzorka [39]. V zavislosti na pouzitém MS mohou byt
limity detekce dokonce na urovni pg [40]. Mezi dalsi vyhody metody LA-ICP-MS patii rychlé
zpracovani vzorku, vysoka prfesnost a ziskavani dat v Sirokém hmotnostnim rozsahu [29].
Technika LA-ICP-MS je povazovana za univerzalni metodu pro analyzu pevnych materiala
[32].

Povrch vzorku je odprasen laserem v ablacni cele, nasledné je proudem plynu vnasen
do induk¢né vazaného plazmatu, které zde slouzi jako zdroj ionti pro hmotnostni spektrometrii.
ICP m4 jako ioniza¢ni zdroj mnoho vyhod. Ionizuje skoro veskeré prvky PSP z vice néz 99 %.
Vzorek je v ICP desolvatovan, vypafen, atomizovan a ionizovan. lonty z analytického kanalu
vstupuji do predvakua a od tam c¢ast prochazi malym otvorem do vakua hmotnostniho
spektrometru. Fokusovany svazek iontl je z iontové optiky pireveden do analyzatoru, kde se
ionty rozdéli podle m/z v Case nebo prostoru. Poté, co ionty proleti analyzatorem, dopadaji na

detektor, ktery prevadi proud iontti na elektricky signal [30]. Schéma LA-ICP-MS je zobrazené

na obrazku 4.

\

ABLACNT ’
CELA ICP ROZHRANI MS
Obrazek 4: Schéma LA-ICP-MS
2.4.3.1 Rozhrani

Nejvice namahanou soucasti ICP-MS je rozhrani (interface) mezi iontovym zdrojem
a hmotnostnim spektrometrem. Dvoustupiiovy interface je tvofen dvéma kuzely — sampler

a skimmer, které jsou tvoreny tepelné vodivymi materialy a ve vrcholech maji malé otvory
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o pruméru kolem 1 mm (Obrazek 5). Mezi samplerem a skimmerem je udrzovan tlak cca 500 Pa

[30].

Skimmer

Sampler
Indukéné
Injektor vazana plazma
: coo

Aerosol vzorku == |.

| T —

Py
POMBCNY  chiadici
plyn plyn

Proud iontd

> Hmotnostni spektrometr

Wakuum

Atmosféricky Interface hl"ﬂitnostnlho
tlak i spektrometru

Obrazek 5: Schéma plazmového horaku a interface [39]

Proud iontd je po opusténi skimmeru silné divergentni, obsahuje i elektricky nenabité
atomy a fotony. Pred tim, nez vstoupi do analyzatoru je tedy potfeba separovat fotony a
elektroneutralni ¢astice od iontd, aby bylo minimalizovano riziko zvySovani pozadi. Do drahy
proudéni se umisti naptiklad mechanicka prepazka a fotony a nenabité ¢astice se na ni zastavi.
Tok iontd se poté usmérruje presné tvarovanym elektrickym polem [30]. Z iontové optiky

pokracuje svazek iont do analyzatoru iontt, kde se rozdé€li podle m/z.

2.4.3.1 Hmotnostni spektrometr

Pomoci hmotnostni spektrometrie 1ze urit hmotnost atomti a molekul prostfednictvim
hmotnostné separovanych ionti a jejich naboje (m/z). Hmotnostni spektrum je pak reprezentaci
naméfenych intenzit iontl v zavislosti na poméru hmotnosti k naboji (m/z). Ve spektru
je demonstrovano izotopické slozeni prvki. Kazdy prvek je charakterizovan svym izotopickym
pomeérem [39]. Pro ICP-MS se vyuziva kvadrupodlovy analyzator (Q-MS), analyzator doby letu
(TOF-MS) nebo analyzator s dvoji fokusaci (SF-MS, HR-MS) [30].

Kvadrupolovy analyzator funguje na principu filtru, kdy podél jeho osy mohou projit
pouze ionty s uréitym pomérem m/z (Obrazek 6). lonty se v ném rozkmitaji, pfi urcitém napéti
a frekvenci radiovych vln na elektrodach a projdou tak pouze ionty o vybraném m/z. Vétsinou

je tvoren Ctyfmi tyCovymi elektrodami, na které je vlozeno napéti [39].
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Obrazek 6: Kvadrupdlovy analyzator [39]

Analyzator doby letu pracuje s principem, ze urychlené ionty o rizné hmotnosti maji
stejnou kinetickou energii, ale dosahuji rozdilnych rychlosti. lonty jsou pfivadény
do akceleratoru, kde jsou urychleny v elektrostatickém poli. Nasledné v letové trubici dojde
k oddéleni lehcich iontl od t€zSich podle riznych Cast letu. To lze prevést na m/z [39].

Analyzator s dvoji fokusaci je sektorovy analyzator, ktery vyuzivda kombinace
elektrického a magnetického pole. V magnetickém sektoru je ion pohybujici se v magnetickém
poli dispergovan vhledem ke své hybnosti, ionty se stejnou kinetickou energii jsou tedy
rozdélené podle své hmotnosti. V elektrickém poli dochazi k rozptylu iontl a zakfiveni drahy
v zavislosti na jejich kinetické energii. Spojeni obou sektord zvysuje rozlieni diky tomu, ze
netrpi rozsifenim obrazu v dasledku Sifeni kinetické energie ionta [41].

Jako detektory se v hmotnostnich spektrometrech vyuzivaji FaradayGv kelimek, ktery
je konstruk¢né jednoduchy, ale ma nizkou citlivost. Elektronovy nasobi¢ s diskrétni dynodou,
ktery ma vysokou citlivost, ale kratkou zivotnost. Nebo tzv. multikolektory, kde se vyuziva
kombinace nékolika detektord nebo plosné multikanalové detektory, jsou vyuZzivany pro

zvySeni preciznosti stanoveni presnych izotopovych poméra [30].

2.4.3.3 Vyuziti LA-ICP-MS

Vyuziti nalezneme v raznych oborech, v Zivotnim prostiedi, geologii ale
i v biomediciné. Jednim z pfikladi je aplikace ve studii, kdy byly porovnavany postupy
stabilizace vzorkti mékkych tkani a jejich vliv na obsah prvki. Byla pouzita kufeci jatra susena
v susarng, po kratké lyofilizaci a po dlouhé lyofilizaci. Sledovanymi prvky byly Na, Mg, P, S,
ClL, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn a Sr. Bylo zjisténo, ze lyofilizace snizuje obsah nékterych prvki
(Mg, Ca, Mn, Cu, Zn, P, S a Sr). Ve stejnych vzorcich, ale do§lo ke zvySeni intenzity Na a K.
Naproti tomu suseni v su§arné ma na obsah prvku zanedbatelny vliv [42].

Dalsim prikladem analyzy mékkych tkani je sledovani vlivu zubnich implantati na

tkané ustni sliznice. Byl odhalen zvySeny obsah Ti, Al a V, coz jsou prvky, které jsou soucasti
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pouzitych implantatd. Celkem 30 vzorkt bylo odebrano 3—5 meésict po implantaci. K dispozici
bylo i 10 kontrolnich vzorka sliznice odebrané pied implantaci [43].

Organové fezy byly pfedmétem zobrazovaci analyzy po expozici CeO: a Ce.
Biodistribuce Ce ve sleziné a jatrech byla pouzita k posouzeni mozné toxicity CeO2. Byly
pouzity Casti sleziny a jater zalité do parafinu. Nejdiive byla aplikovana rychla screeningova
analyza, nasledné byla vybrana oblast zajmu, na které byla provedena analyza jemného
skenovani. Pti kratkodobé expozici byl Ce distribuovan hlavné v okrajové zon¢ sleziny, ktera
je dulezita pro buriky opoustéjici krevni feciste. Pii delsi expozici byl Ce kromé okrajové zony
obsazen i v bilé dfeni, coz prokazuje toxicitu pro imunitni systém. V jatrech Ce sedimentoval
v Kupfferovych buikach [44].

Metoda LA-ICP-MS byla pouzita i k analyze fez(i mysich mozk, ledvin, jater a sleziny
poté, co byly mysi vystaveny anorganické rtuti, methylrtuti, selenu a kombinaci anorganické
rtuti se selenem a methylrtuti se selenem. Poté byla zkoumana distribuce rtuti v organech. Po
kyselém rozkladu organu byla pomoci ICP-MS ziskana kvantitativni informace. Zjistilo se, ze
expozice rtuti po 24 hodin nemusi stacit pro pfekonani hematoencefalitické bariéry v mozku.
Distribucni mapy ale dokazuji, ze ve spojeni se selenem anorganicka rtut’ i methylrtut’ bariérou
prochazi a dochazi ke zvySeni koncentrace rtuti v mozku. Podobné tomu bylo i u ostatnich
organd, kdy pii expozici rtuti a methylrtuti spole¢né se selenem byly detekovany mnohem vyssi
signaly, coZ naznacuje, ze selen podporuje vstup rtuti do organa [45].

Z hlediska této prace je dulezité zminit i studii, ktera se zabyva molekularnim
zobrazenim infarktu myokardu. Existuji totiz molekularni kontrastni latky, které se vazou na
specifické proteiny mezibunééné hmoty. Takto je zobrazeni remodelace srdce Iépe
proveditelné. Laserova ablace ve spojeni s ICP-MS v této studii slouzi ke kvantitativni analyze

gadolinia ve tkani srdce a ovéreni tak mapovani z magnetické rezonance [46].

2.4.4 Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontu

V hmotnostni spektrometrii sekundarnich iontd (SIMS) jsou emitovany ionizované
(sekundarni) ¢astice po narazu primarnich iont na povrch vzorku. Vétsina sekundarnich Castic
jsou neutralni, ale najdeme zde i elektrony nebo ionty. Ionty mizeme detekovat podle jejich
poméru hmotnosti k naboji (m/z), diky tomu ziskame hmotnostni spektrum a chemickou
analyzu povrchu vzorku. Technikou také dokazeme urcit chemickou distribuci a pomoci
odpraseni vzorku vrstvu po vrstvé analyzovat podpovrchovou distribuci [47]. Dopadajici
iontovy paprsek muze byt zaostien na 10200 nm. Podle velikosti davky ionti se urci, zda bude

proveden dynamicky nebo staticky experiment [48].
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Staticky SIMS pouziva extrémné nizké davky primarnich iontt. Pocet primarnich iontt
dopadajicich na povrch je nejméné o 2 fady mensi, nez pocet povrchovych atomt. Vzorek
je tedy jen jemné ionizovan, a to umoziuje desorbovat neporusené molekularni ionty [48].

Naproti tomu v dynamickém SIMS pocet primarnich atomt pievysSuje pocet
povrchovych atoma. To zptsobuje rozprasovani a chemické poskozeni a v dusledku toho
rozruSeni vzorku. Takto 1ze ziskat profil elementarni a molekularni hloubky [48].

Vyuziti metody je S§iroké od zivotniho prostfedi pfes archeologické nalezy,
po medicinské studie. Zajimavym piikladem je prace, vyuzivajici tuto metodu k analyze vzorku
kosti dinosaura. Jeden z 8 vzorkt obsahoval struktury kolagenovych vlaken, které vykazovaly
pruhovani. Pomoci TOF-SIMS byly identifikovany fragmenty aminokyselin, které jsou typickeé
pro kolagenové fibrily. Uchovani mékkych tkani jiz vyhynulych zvifat bylo totiz diive
pro paleontology nedostupné [49]. Limity detekce této metody jsou v rozmezi 0,001-1 mg/kg.

Ovsem nevyhodou této metody je jeji vysoka cena.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a certifikované referenc¢ni materialy

e Argon (299,996 %. SIAD, Cesk4 republika)

e Dusik (> 99,9 %, SIAD, Ceska republika)

e Helium (> 99,998 %, SIAD, Ceska republika)

e Premix ArF (Linde, Spolkova republika Némecko)

e Standardni referencni materidl NIST 610 (National Institute of Standards and
Technology, Spojené staty americké)

e Standardni referencni materidl NIST 612 (National Institute of Standards and

Technology, Spojené staty americké)

3.2 Pouzité pristroje a pomucky
3.2.1 Laserovy abla¢ni systém

Laserovy abla¢ni systém Analyte Excitet+ (Teledyne CETAC Technologies, Spojené
staty americké) obsahuje ArF excimerovy laser, ktery emituje zafeni o vinové délce 193 nm
s délkou pulzu <4 ns. Systém je fizen pocitaCem (pomoci softwaru Chromium 2.4) a diky
kamete umoziuje sledovani vzorku v redlném Case. V programu se také daji nastavit parametry
jako hustota zafivé energie (1-15 J/cm?), praimér laserového svazku (1,0-245 um) a frekvence
(1-300 Hz). Laserovy svazek se da kromé& kruhového tvaru nastavit i na obdélnik nebo
pro vybrané priméry i Ctverec. Lze zvolit liniovy sken, bodovou analyzu a rizné vzorce.
Laserovy ablacni systém je vybaven ablacni celou HelEx II, ktera je dvouobjemova umoziujici
rychly vyplach a je pln€ kompatibilni s Agilent 7900 ICP-MS, se kterym je propojen

polyuretanovymi hadickami.

3.2.2 Hmotnostni spektrometr s induk¢éné vaizanym plazmatem

Vzorek je po laserové ablaci vnaSen do ICP hmotnostniho spektrometru Agilent 7900
ICP-MS (Agilent Technologies, Inn., Spojené staty americké). Plazma se tvoii v plazmové
kiemenné hlavici s primérem injektoru 2,5 mm a pomoci generatoru, ktery ma vykon v rozsahu
500-1600 W. Interface ma vngjsi kuzel (sampler) o priméru 1 mm a vnitini kuzel (skimmer)
o pruméru 045 mm. Iontova optika, nachazejici se za rozhranim se sklada z extrakcni
a mimoosé cocky. Poté nasleduje oktapolova kolizné-reakcni cela s tokem helia (1-12 ml/min)
pro minimalizaci interferenci. Analyzatorem je hyperbolicky kvadrupdl, ktery separuje ionty
podle m/z a ma vysokou citlivost. Rozsah tohoto analyzatoru je v rozmezi 2—260 atomovych
hmotnostnich jednotek. Iontovy tok je detekovan elektronasobiCem, ktery pracuje
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v analogovém a pulznim rezimu. Vakuum v hmotnostnim spektrometru zajistuje

turbomolekularni Cerpadlo s délenym pritokem a externim rotacnim Cerpadlem.

Obrazek 7: Ablacni systém Analyte Excite+ (vlevo) a Agilent 7900 ICP-MS (vpravo).

3.3 Vzorky

Veskeré vzorky, které byly zpracovany v ramci této diplomové prace, byly pfipraveny
ve spolupraci s Lékarskou fakultou Masarykovy univerzity (LF MU), panem MUDr. Tiborem
Stracinou, Ph.D. Vzorky byly déle zpracovany ve Fakultni nemocnici u sv. Anny v Brn¢. Jedna
se o vzorky srdecni tkané potkant, u kterych byla vyvolana srde¢ni fibroza (FIB) a srdecni

tkané kontrolni skupiny (CON).

3.3.1 Vyvolani myokardialni fibréozy

Myokardialni fibréza byla u potkani vyvolana v experimentu pana MUDr. Tibora
Straciny Ph.D. na Fyziologickém ustavu Lékarské fakulty Masarykovy univerzity. Zvifata byla
nejdfive rozdélena do skupiny s myokardialni fibrézou a do kontrolni skupiny [9].

Aby se u jedinci nachazejici se ve skupiné FIB vyvolala srdecni fibréza, byla jim
nejdiive v celkové anestezii odebrana jedna ledvina a nasledné jim bylo v tydennich intervalech
podavano 20 mg deoxykortikosteron acetatu tydné. Zviratim se umoznil pfistup pouze k pitné

vodé s obsahem NaCl a KC1 (0,9 % a 0,3 %) [9].
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Kontrolni skupina podstoupila pro dodrzeni stejnych podminek sham operaci — placebo
operaci bez vyjmuti ledviny. Misto deoxykortikosteronu byl zvifatim podavan arasidovy olej

v davce 0,2 ml tydné a méla pfistup k pitné vodé bez soli [9].

3.3.2 Odebrani vzorka

Treti tyden po operaci jsou zvirata vySetfena magnetickou rezonanci na ustavu
pristrojové techniky na akademii véd. Dalsi den jsou zvazena a poté sedativem uspana. Nejdiive
inhala¢n¢ izofuranem, poté injekcné smési ketaminu a xylazinu a vySetfena pomoci EKG a je
jim zméften tlak. VySetfeni probihd na vyhtivané podlozce, protoze télesna teplota ovliviiuje
srdeCni funkci.

Po usmrceni v celkové anestezii jsou zvifatim odebrany organy: srdce, jatra a ledviny.
Srdce se odebira bez predsini, z jater se odebere pouze Cast, jedna se o homogenni organ, neni
ho potieba velké mnozstvi. Organy jsou proplachnuty fyziologickym roztokem od zbytkt krve,
ktery musi byt vychlazeny. Vzorky se poté stabilizuji ve formaldehydu az na 48 hodin. Seznam

vSech pouzitych vzorka srdce je v tabulce 1.

Tabulka 1: Seznam analyzovanych vzorku srdce

Série Skupina Oznaceni
CON Pl
: FIB P3
CON 11-S
2 21-S
FIB
21-S*
V-11-S
V-13-S
CON
V-14-S
V-16-S
3* V-21-S
V-22-S
FIB V-23-S
V-24-S
V-26-S

* Vzorky obarvené pomoci Mayerova hematoxynu a Eosinu Y.
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Na obrazku 8 je makroskopicky snimek odebranych srdci potkana. Srdce postizené
fibrozou (vpravo) je znateln€ vétsi nez zdravé srdce. To je zapii¢inéno nadmérnym ukladanim
proteinti mezibunécné hmoty. Odli§na barva je zpisobena ¢asovou prodlevou mezi jednotlivym

vyjmutim organd.

Obrazek 8: Snimek vyjmutého srdce zvirete s fibrozou (vpravo) a kontrolniho zvifete (vlevo)

3.3.3 Priprava fezu pro analyzu

Stabilizované organy v 10% formaldehydu byly dale zpracovavany na pracovisti I.
Ustavu patologie LF MU a Fakultni nemocnice u sv. Anny, kde se vzorky dehydratuji
v autotechnikonu pomoci 90% ethanolu, 10% isopropanolu (Bamed, ref: 9010X05) a xylenu
(VWR CHEMICALS, ref: 28975.325). Takto pfipraveny organ se zalije do parafinu (Dr.
Kulich Pharma). Rezy se kraji na tloustku 1-1,5 pm, v horni, stfedni a spodni Casti srdce, vzdy
2 tezy tésn€ pod sebou, které jsou umistény na sklicko. Nasledné€ dochazi k vybarveni feza
pomoci Mayerova hematoxynu (Bamed, ref: C0306) a Eosinu Y (MERCK, ref: 1.15935.0025).

Pripravené a obarvené fezy na sklicku jsou vidét na obrazku 9.
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Obrazek 9: Pripravené sklicko s obarvenymi fezy srdce

3.4 Analyza pomoci metody LA-ICP-MS

Obarvené vzorky byly uchovany v mrazaku pfi teploté -18 °C az do samotného méteni.
Vzorky z prvnich dvou sérii, které byly bez obarveni, byly uchovany pii laboratorni teploté.
Vybér prvkt za acelem sledovani jejich distribuce byl proveden na zakladé literarni reserse
cilené na analyzu biologickych mékkych tkani, protoze studie pfimo zaméfené na myokardialni
fibrozu nejsou k dispozici. Pro analyzu v této diplomové praci bylo vybrano 9 izotopt prvkd.
Jednalo se o '2C*, 28Si*, 3S*, ¥Ca*, SMn*, °Fe*, 'Fe*, Cu* a %Zn*. Izotop zeleza >'Fe*
pozdgji byl z metody odebran, protoze distribuce izotopd “°Fe* a 3’Fe* byly shodné a obsah Fe
v tkani byl dostate¢né& vysoky pro prekonani interference **Ar'®O* majici vliv na vysku pozadi.
Naopak byl ptidan 78Se*, pozdgji se ale ukéazalo, ze za zvolenych podminek neni mozné prvek

detekovat.

3.4.1 Nastaveni ICP-MS

Pted zahajenim méfeni vzorku bylo vzdy provedeno kontrolni ladéni ICP hmotnostniho
spektrometru s vyuzitim standardniho referen¢niho materidlu (SRM) NIST 612, aby bylo
dosazeno minimalni tvorby oxidt (***Th*/**ThO < 1 %), dvakrat nabitych iontl ("°Ce**/'*°Ce*
<5 %) a pomér 2**Th/**8U jako faktor minimalizace frakcionace dosahovat piiblizné& 1. Soucasti
ladiciho procesu bylo také kontrolni meéfeni s vybranymi izotopy metody pro dosazeni

maximalni odezvy.
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3.4.2 Nastaveni laseru pro analyzu

Parametry pro laserovou ablaci byly voleny podle diivéjsich zkuSenosti doc. Mgr.
Michaely Vasinové Galiové, Ph.D. a zkuSebnim meéfenim vzorkd prvni série. Vzorek byl
odprasovan laserovym svazkem v modu liniového skenu, ktery zajistuje mensi hloubku
ablatované stopy. Pfi liniovém skenu dochézi ke kontinudlnimu posunu vzorku spolecné
s laserovou ablaci. Parametry analyzy jsou v tabulce 2 spolu s parametry pro méfeni

standardniho referen¢niho materialu NIST 610.

Tabulka 2: Parametry laseru pro méfeni vzorki a NISTu 610

Parametry Vzorky srdce NIST 610
Hustota zafivé energie [J/cm?] 1,41 2

Rychlost posunu [pm/s] 435 10

Primér svazku [um] 35 110
Frekvence [Hz] 50 10

Ablacni mod Liniovy sken Liniovy sken
Prutok abla¢niho plynu — He 0,54+0,3 I/min

Vzhledem k tloustce fezi a snaze o minimalizaci ablace podlozniho skla, a tim
i minimalizaci vyskytu interferenci pochézejicich z podlozniho skla, byla hustota zafivé energie
nastavena na nejniz§i moznou hodnotu. Praimér svazku se volil jako kompromis mezi
dostateCnym prostorovym rozliSenim a dobou analyzy jednoho vzorku. Rychlost posunu
a frekvence byly vypoctené ze studie zabyvajici se zobrazovanim s vysokym rozliSenim
a jednobunécnou analyzou pomoci LA-ICP-MS [50].
3.4.3 Postup méreni

Sklicka se vzorky byla umisténa do drzaku spolecné s SRM NIST 610 a NIST 612
(Obrazek 10) a drzak byl poté vlozen do ablacni komory laseru. Pro kazdy vzorek byl vybran
jeden fez ze skli¢ka. Rez srdce musel mit dostate¢né viditelnou pravou i levou srdeéni komoru
(Obrazek 11). Nasledné byl vytvoren rastr linii liniovym svazkem kruhového pruméru pres cely
vybrany fez. Vzajemna vzdalenost linii byla 35 pm, aby linie naléhaly na sebe a nedochézelo

ke ztraté rozliSeni v ose y. Délka linie a jejich celkovy pocet se lisil podle velikosti fezu.

29



Obrazek 11: Sken povrchu vzorku pofizeny kamerou laserového abla¢niho systému s vyznacenou

pravou a levou komorou (vzorek V-16-S)

Pivodni vize byla analyzovat cely vzorek ve vysokém rozliSeni, ale kvali velkym
rozméram srdeCnich fezd, a tim i Casové naroCnosti, byla vybrana pouze Y4 vzorku.
Experimentalné bylo zjiSténo, ze distribuce je v kazdém kvadrantu jind a li§i se 1 podle

jednotlivych vzorkt. Proto bylo nutné analyzovat cely vzorek na ukor rozlieni. Kvuli velkému
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mnozstvi dat, které by pfi méfeni celého vzorku najednou bylo sbirano, musela analyza
probéhnout v nékolika segmentech (Obrazek 12). Spolecné s analyzou vzorku byl ablatovan
standardni referencni material NIST 610 pro kontrolu zmény citlivosti v pribéhu analyzy

a mozné korelace driftu pfistroje.

Obrazek 12: Ukazka liniovych skenti prvni ¢asti vzorku P3

3.4.4 Vyhodnoceni signalu

Vysledkem méfeni je ¢asové rozliSeny signal predstavujici zavislost intenzity signalu
na Case (Obrazek 13). Pro zpracovani dat a vizualizaci distribuce prvki byl pouzit software
HDIP (Teledyne CETAC Technologies, Spojené staty americké), ktery odecita pozadi, separuje
signal pro jednotlivé linie, vytvaii vyslednou matici dat a vykresluje distribuce izotopt prvki.
Navic umoziluje zménu rozsahu intenzit, zménu barevné skaly a automatické déleni vybranych

izotopu.
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<>

Obrazek 13: Zavislost intenzity signalu °Fe* na Case vzorku V-11-S a sken povrchu vzorku pofizena

laserovym abla¢nim systémem a ablatovanou linii

V grafické zavislosti intenzity signalu izotopu zeleza na case (Obrazek 13) jsou
zobrazeny 2 posledni linie prvni poloviny fezu. Linie prochazi vzorkem pies srdecni svalovinu,
ktera je znaCena Cervené. Modfe je vyznacCend oblast pravé komory a zelené levé komory,
korespondujici s poklesem intenzity. Po dokonceni linie nasleduje Casova prodleva mezi

liniemi po dobu 20 s.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Analyza mékkych tkani pomoci metody LA-ICP-MS je naro¢na, chceme-li ablatovat
pouze tkan a zamezit odebrani i podlozniho skla. V této diplomové praci je to o to narocnéjsi,
ze se jedna o velmi tenké fezy. Proto musela byt stanovena vhodna metodika pro sledovani

distribuce vybranych prvki a zhodnoceni jejich vhodnosti k analyze.

4.1 Stanoveni metodiky, 2D imaginig a vybér prvku

Jak jiz bylo zminéno v experimentalni Casti, na zakladé reSerSe zabyvajici se
vysokorozliSovacim zobrazenim a jednobunéfnou analyzou byl proveden vybér prvka.
Z hlediska distribuce prvka v tkani myokardialni fibrozy ale zadna studie neexistuje, proto
veskeré zmérené hodnoty nejsou pln€ vyuzitelné.

Na obrazku 14 jsou distribu¢ni mapy prvka vzorku 21-S srde¢ni tkané analyzované
za uCelem sledovani prvka kiemiku, uhliku, siry, vapniku, zinku, médi, Zzeleza a manganu.
Kremik neni typicky analyzovanym prvkem v biologickych materialech, byl analyzovan jako
kontrolni prvek pro sledovani miry ablace skla laserovym svazkem. V okoli vzorku je vidét
zvysena intenzita az na = 1,4-10° cps, ktera je asi sedm krat vys§i nez ve vzorku. Spolu se
vzorkem se tedy ablatuje i podlozni sklo, tudiz je méfen smésny signal. Pro kontrolu je
analyzovan i uhlik, ktery je zakladnim matri¢nim prvkem organické tkané a je méfen, aby bylo
jasné, kde se nachazi mekka tkan a také k vizualizaci stavu tkané vzhledem k jeji hustoté.

Dal§im sledovanym prvkem je vapnik, jeho distribuce je silné€ spjata s okraji vzorku.
Nejedna se ovSem o artefakt meéteni, jelikoz tloustka oblasti se zesilenou intenzitou je
v ruznych mistech odlisna. Navic dle nazoru MUDr. Tibora Straciny by mél byt vapnik vymyty
v ramci pfipravy vzorku a pfitomen jen v ultrastopovém mnozstvi. To dokazuje fakt, ze
extrémne citliva metoda ICP-MS, mize detekovat zbytkové mnozstvi prvku v myokardu.

Pii analyze biologickych tkanich metodami, které se zabyvaji distribuci proteina je
meéfena i sira. Neni ale typickym prvkem, ktery je pfedmétem studia ICP-MS analyzy, protoze
méfeny izotop >*S* je interferovan &astici 1’O'7O", kterou neni mozné pomoci kvadrupolového
ICP-MS rozeznat a odstranit. Diky tomu, ze ICP je provozovano za laboratornich podminek
projevi se hlavné na zvyseni hodnoty pozadi. Pokud je vSak kyslik vazan ve vzorku zptisobuje
komplikace. Jak jiz bylo zminéno, sira je prvek ptitomny v proteinech. D4 se tedy predpokladat
jeho vyskyt ve vzorku. Z obrazku 15 je navic viditelnd nedostatecna rychlost transportu ¢astic
z ablacni cely do ICP, coz je jednoznacn€ patrné z prubéhu signalu na konci samotné ablacni
linie (zaznaCené v obrazku 15 modte). Na distribu¢ni mapé je tento jev patrny stinem, ktery je

tvoren za vzorkem. Proto byla sira pro dalsi interpretaci vyloucena.
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Signaly zbylych prvki jako je zinek, méd’, mangan a Zelezo dosahuji pomémé vysokych
hodnot signali. Hlavné °Fe*, ktery je vazan na myoglobin a tvoii zasobarnu kysliku. V t&sné

blizkosti okraju levé komory je ziejma zvySena intenzita signala (vyznaceno na obrazku 14).
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Obrazek 14: Distribu¢ni mapy prvki vzorku 21-S ze série 2 bez obarveni a snimek pofizeny kamerou

laserového abla¢niho systému.
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Obrazek 15: Zavislost intenzity signalu siry na ¢ase v porovnani s intenzitou signalu

zinku

Dalsi faktor, ktery musime zvaZzovat je drift pfistroje v prubéhu méfeni vzorku.
Ke zhodnoceni efektu se vyuziva signal zméfeni SRM NIST 610, ktery byl ablatovan
na pocatku méfeni a po ukonceni kazdé Casti méfeni vzorku. Na obrazku 16 je graf z kontroly
citlivosti vzorku 21-S, ktery se méfil na 3 ¢asti, to znamend, ze NIST 610 se méfil celkem Ctyfi
krat. Pokud budeme uvazovat smérodatnou odchylku, pak drift neni nijak vyznamny.

Vzhledem k vysokym intenzitam u zeleza, médi, zinku a manganu bude pozornost dale
vénovana spiSe témto prvkim. Navic lze na obrazku 14 v ramci srdce pozorovat rozdilnou
intenzitu téchto prvku v urcitych oblastech, to poukazuje na citlivost metody. Ostatni prvky

byly pro dalsi interpretace eliminovany.
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Obrazek 16: Kontrola citlivosti jednotlivych prvka v pribéhu méfeni vzorku 21-S

4.2 Normalizace na uhlik

Distribu¢ni mpay prvkl byly generovany softwarem, ktery kromé prvku umoziiuje
i aplikaci vypocetnich procest jako je normalizace na uhlik. Na snimku vzorku z kamery
laserového ablacniho systému z obrazku 17 je patrné, ze tloustka tkané se lisi, a tim se lisi
i mnozstvi ablatovaného materialu. Kdyz je tkan tidsi, nastane pokles intenzity signalu, nikoliv
v§ak z divodu poklesu obsahu daného prvku v daném misté, ale pravé poklesem ablatovaného
mnozstvi. Metoda LA-ICP-MS je ale natolik citliva, Ze tento pokles dokaze zaznamenat.
A proto je vhodné normalizovat jednotlivé distribuéni mapy prvka distribuci matriéniho prvku,
v pripadé mékkych tkani uhliku.

Na distribu¢nich mapach prvki je uprostied myokardu viditelna oblast s nizsi intenzitou
(zaznaCené na obrazku 17). Coz koreluje s distribu¢ni mapou uhliku na obrazku 14 (zaznacené
bilym kruhem), kde je ve stejné oblasti intenzita vy$s§i v porovnani s okolni tkani. Mapy prvku
nenormalizované na uhlik na obrazku 13, ale tak jednozna¢né tuto informaci neposkytuji. Pro

lepsi prehled je proto lepsi pracovat s distribu¢nimi mapami po normalizaci.
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Obrazek 17: Snimek vzorku porizeny kamerou laserového ablac¢niho systému a distribu¢ni mapy

vzorku 21-S bez obarveni po normalizaci uhlikem

4.3 Porovnani distribuce v zavislosti na zpracovani vzorku

Ze série vzorku 2 byly k dispozici histologické fezy a fezy histologicky barvené. Proto
bylo provedeno méfeni stejného vzorku 21-S v oboru variantach a bylo uskute¢néno porovnani,
které je patrné na obrazku 18. Podle snimku z laserové ablacni komory je ziejmé, ze leva a

prava komora maji velmi podobny tvar a je tedy jasné, ze se jedna o blizké fezy.
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Obrazek 18: Porovnani distribu¢ni mapy vzorku 21-S ze série 2 neobarvencho (vlevo) a histologicky

obarveného (vpravo) a snimky vzorku pofizen¢ kamerou laserového abla¢niho systému.

Na prvni pohled je patrné, ze obarveni mohlo mit vliv na distribuci a intenzitu nékterych
prvkt. Vysledky jsou vizualizované na obrazku 18, kde na levé stran€ jsou vzorky neobarvené
a na pravé strané vzorky obarvené. Zatimco distribuce uhliku si je v obou piipadech velmi
podobna, distribu¢ni mapa vapniku uz je znacné odlisSna. Intenzita izotopu po ablaci vzorku
histologicky obarveného vzrostla az 50krat. Navic neni kumulovan pouze v okrajovych ¢astech,
ale 1 uvniti myokardu. Nabizeji se proto otazky, zda v pouzitém barvicim roztoku neni vapnik
pritomen. Certifikat latky ovSem neudava informace o tom, ze by meél byt vapnik soucasti
barviciho roztoku. Nicméné jsou soucasti latky obsahujici sodik, draslik, hlinik a je tedy velka
pravdépodobnost i pfitomnosti vapniku.

V ptipadé manganu doslo ke snizeni intenzity, a to 3krat v porovnani s neobarvenym
vzorkem. Z tohoto diivodu byla provedena kontrola citlivosti na mangan prostfednictvim SRM
NIST 610 v dobé meéfeni obarvenych a neobarvenych vzorki. Na zakladé zjisténé témér
identické citlivosti méfeni pro oba vzorky byl divod zmény citlivosti pfistroje vyloucen.
Vzhledem k postupu barveni je mozné, ze doslo k opacnému efektu jako u vapniku tudiz vymyti
prvku ze vzorku. Pokud ale nebude vysvétleny divod poklesu intenzity nebude mangan pro
dalsi interpretace uvazovan. Porovnanim map je vidét, ze distribuce odli$na neni, ale intenzita
je prili§ snizend a velmi vystupuje pozadi v okoli vzorku.

Pokles intenzity je znatelny 1 u zinku, ktery byl dvounasobny. Naopak intenzita médi

narostla az 36krat oproti neobarvené formé€. Distribucni chovani téchto 3 prvku je témér shodné.
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Rozdily by se daly pfipsat tomu, ze fezy nejsou identické. Naproti tomu u zZeleza nedochazi
k odlisSnostem ani v intenzité ani v distribuci.

Bézné jsou vybarvené fezy k analyze vyuzivané, ovSem zadna studie zabyvajici se
vlivem barveni na distribuci prvkd ve vzorku pomoci metody LA-ICP-MS nebyla
pro porovnani nalezena. Proto prvky, jako je vapnik a mangan, které diky obarveni vykazovaly

signifikantni odliSnosti nebyly dale hodnoceny.

4.4 Porovnani fibrézou postihnutych tkani v zavislosti na stupni fibrozy

Pro interpretaci myokardialni fibrozy potencionalné detekovatelnou pomoci LA-ICP-
MS byly vybrany pouze zinek, méd’ a zelezo. Abychom mohli interpretaci provést, musime si
byt jisti, ve které oblasti se fibroza presné nachazi.

Kvantifikace srde¢ni fibrozy byla provedena lékafem I. Ustavu patologie LF MU a
Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brng€, panem MUDr. Michalem Hendrychem. V fezech byla
provedena manualni anotaci mikroskopickych snimkut preparatu v prostiedi softwaru QuPath a
je vyjadrena jako pomér plochy postizené fibrozou k celkové ploSe preparatu (Tabulka 3). Tyto
snimky byly porovnany s vysledky distribuce prvki ve vzorcich. Rezy pouzité na kvantifikaci
nejsou identické s fezy pouzitymi k LA-ICP-MS analyze.

Tabulka 3: Kvantifikace myokardialni fibrozy ve vzorcich

Vzorek Kvantifikace [%]
V-21-S 0,708
V-22-S 1,891
V-23-S 1,853
V-24-S 1,206

V ptipadé zinku a médi jsou vidét rozdily intenzit mezi vzorky s fibrézou a kontrolnimi
vzorky. Porovnani distribuce zinku a médi mezi kontrolou a fibrozou je na obrazcich 19 a 20,
kde jsou intenzity normalizované na stejnou hodnotu. Mezi prvky nachézime pozitivni korelaci,
ovSem mezi distribuci prvki a vyskytem fibrozy ve vzorku uz nikoliv. Distribuce zinku a médi
muze souviset s extracelularnimi enzymy, které tvoii soucast extracelularni matrix (ECM) a
pomahaji organizovat a zpeviiovat nebo degradovat kolagen. Takovymi enzymy jsou napiiklad
matrix metaloproteinazy, které obsahuji ve své struktufe nejcastéji pravé zinek. Mohlo by se
jednat i o artefakt ovlivnénim histologickym zbarvenim ulpénim kapek pii stékani barviciho
roztoku na konci vzorku, coz mohlo zapfiCinit nahromadéni prvka v okrajové zoné fezu.

Natoceni fezu na podloznim skle ovSem neodpovida mistu, kde by k nahromadéni barviva
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potencionalné dochazelo. V pfipadé, ze by se ale potvrdilo ovlivnéni barvenim, nesmélo by se
vyuzivat barvenych fezi. Dalsi moznosti je, Ze zvySeni intenzity signalu zinku a médi v urcitych
oblastech vzorku je zavisla na tloust'’ce tkané v dané oblasti. Na obrazku 21 je fotografie vzorku
V-22-S, kde je vyznaCena nejtmavsi oblast. Podle distribucni mapy uhliku daného fezu je
patrné, ze misto odpovida nejvyssi tloust’ce vzorku. Zinek a méd’ se naopak vyskytuji v oblasti

tenké Casti fezu (vyznaceno na obrazku 19 a 20).
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Obrazek 19: Porovnani distribuce médi ve vzorcich (vpravo) a v kontrole (vlevo)
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Obrazek 20: Porovnani distribuce zinku ve vzorcich (vpravo) a v kontrole (vlevo)
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Obrazek 21: Fotografie vzorku V-22-S a distribu¢ni mapa uhliku pro tento vzorek s vyznacenou

oblasti tlustsi ¢asti fezu

Byla ale zjiSténa korelace mezi misty vyskytu fibrozy (na snimcich vyznaceno zluté)
a misty s vyznamnou distribuci zeleza. Depozity zeleza vznikaji diky prokrvenosti tkané.
Srdecni buriky pfi pretizeni rychle zanikaji a v postizené cCasti srdce muize dochazet
k mikrokrvaceni. Erytrocyty, které se dostanou do tkan€, jsou fagocytovany makrofagy, které
se ukladaji v tkani. Erytrocyty samotné tedy nevidime, ale vidime zelezo, které v nich bylo

obsazeno.
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Obrazek 22: Snimek s vyznacenou fibrozou (Zluté) a distribuéni mapy *Fe*, *Cu*, %Zn* pro vzorek
V-21-S
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Na obrazku 22 jsou patrna mira loziska zeleza v oblasti myokardialni fibrozy
(zaznaCené bilym kruhem). Vzorek V-21-S byl ale zasazen fibr6zou pouze z 0,708 %, proto ani
intenzity prvkid nejsou vysoké a loziska zeleza nejsou rozsahla. A vzhledem k tomu, Ze se
nejedna o identické fezy, je mozné ze fez pouzity pii analyze metodou LA-ICP-MS byl zasazen

fibrozou jesté méne.
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Obrazek 23: Snimek s vyznacenou fibrozou (ZIut&) a distribuéni mapy °Fe*, ©*Cu*, %Zn* pro vzorek V-

24-S

Vzorek V-24-S mizeme vidét na obrazku 23. V pravé a levé komoie se nachazeji
nevymyté krevni srazeniny, které jsou patrné i na distribucni mapé zZeleza (zaznaceno bilym
kruhem). Rozsah fibrézy v tomto vzorku byl 1,206 %. Dle snimku, kde je fibr6za zaznacena

zlut€ je patrné, ze je zasazena hlavné prava komora.
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Obrazek 24: Snimek vzorku V-23-S s vyznadenou fibrozou (Zluté) a distribuéni mapy °Fe*, ©Cu*,

66Zn+
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Obrazek 25: Snimek vzorku V-22-S s vyznaenou fibrozou (Zlut€) a distribuéni mapy *Fe*, ©*Cu*,

66Zn+
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Na obrazcich 24 a 25 se nachazeji vzorky V-23-S a V-22.S, obé srdce byla znacné
zasazena fibrézou. Na vzorku V-22-S jsou dobfe patrné trabekuly, které mohou vytvaret
papilarni sval, ktery je vazan k chlopnim. Navic zde byla fibréza nejvice zastoupena
atov 1,891 %. Ve vzorku V-23-S byla kvantifikace fibrozy 1,853 %. Se vzristajicim vyskytem
fibrozy se zvySuje 1 intenzita médi a zinku. Distribuce zeleza zcela o€ividné koreluje s misty
vyskytu fibrézy. Mista s vy§sim obsahem Zeleza jsou na vétsi plose nez samotna myokardialni
fibroza, protoze dochazi k ,rozliti“ do ECM. Presto, jsou podle map patrnd mista s lozisky
zeleza i v jinych mistech, nez jsou loziska fibrozy. To poukazuje na poSkozeni myokardu,
coz muze byt misto, kde se pozdéji myokardialni fibroza rozvine. Informace o tom, ze srdce
zaCina byt poSkozené, je velmi dulezita z hlediska terapeutické metody, ktera ma za kol
zpomalit vyvoj fibrozy. Takto bychom diky distribuci zeleza mohli predikovat, ze dochazi
k poskozeni srdecni svaloviny. To by mohlo pomoci pii zdokonalovani metod v medicinské
oblasti a vCasné diagnostice a terapeutickému zasahu. Lékarské studie se navic vénuji bud’
onemocnéni spjatém s pravou komorou anebo s levou komorou. Komplexni postizeni obou
komor neni ¢asto zkoumano. Je mozné, ze prava komora je kvili své malé tloust'ce k tlakovému
pretizeni a nasledné tvorbé fibrozy nachylnéjsi. Konkrétni misto vyskytu je dilezité z hlediska

srdecniho selhéni a rozvoje dalSich zdravotnich komplikaci.
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5.ZAVER

V této diplomové praci byly analyzovany fezy srdci potkana po vyvolani myokardiéalni
fibrozy a kontrolnich vzork pomoci metody LA-ICP-MS. Nejdiive byly nastaveny parametry
metody pii zkuSebnim méfeni a byl vybran vhodny postup a rozsah analyzy.

Byly méfeny vzorky histologicky obarvené pomoci Mayerova hematoxynu a eosinu Y
a vzorky neobarvené. Diky moznosti méfit stejny vzorek v obarvené i neobarvené forme mohlo
dojit k porovnani vysledkd. Bylo zjisténo, Ze barveni mize mit vliv na distribuci a intenzity
nékterych prvki. Ke snizeni intenzity signalu doslo pfedev§im u manganu, naopak u vapniku
doslo ke zvySeni intenzity.

Prvky vykazujici rozdil v distribuci a intenzitach ve fibrézou postizenych srdcich oproti
kontrole byly méd’, zinek a zelezo. Proto byly distribu¢ni mapy srovnany se snimky
s kvantifikaci myokardialni fibrozy v piislu§nych vzorcich. V piipad€ zinku a médi nedoslo
k vyznamné korelaci distribuce prvka srozvojem fibrozy. Ve vysledcich jsou rozebrany
moznosti, pro¢ ke zvySené intenzité doslo. Divody mohou byt ovlivnéni obarvenim vzorku,
vyskyt enzymu, které jsou soucasti ECM ¢i tloustka vzorku. Oproti tomu loziska Zeleza,
nachazejici se ve vzorcich, odpovidala mistim poskozenym fibrézou. Navic se Zzelezo
nachazeloi v dalSich oblastech, coz by mohlo predikovat poskozeni myokardu a nasledny vznik
fibrozy. To by mohlo v budoucnu pomoci k vyvoji medicinskych technik v 1ékaf'ském prostredi
a diky tomu ke v¢asné diagnostice poSkozeni myokardu a nasazeni ucinné 1écby.

V dal§i praci by bylo vhodné zaméfit se pfimo na mista s lozisky zeleza ve vy§Sim
rozliSeni a vyuziti komplementarni, avSak rychlejsi techniky pro celoplo§né mapovani. Navic
by analyza méla, pokud mozno, probéhnout pifimo se vzorky, u kterych budeme predem znat
kvantifikaci a pfesné umisténi fibrozy. Dalsi limitaci je pouziti obarvenych vzorkt. V budoucnu
by se mélo optimalizovat barveni vzorku, vyzkouset odliSnou techniku barveni, anebo pouziti
ptimo vzorku bez obarveni tak, aby nedochazelo k ovlivnéni prvkové distribuce. Zajimavym
rozSifenim prace by bylo tésnéjsi propojeni tématu myokardialni fibrozy s problematikou
zivotniho prostredi. Nabizi se indukce fibrozy pomoci toxickych latek.

V ramci pilotni studie byla vyvinuta metodika pro analyzu distribuce prvki v srdecni
tkani pomoci LA-ICP-MS. Po zdokonaleni metody budeme schopni prvky lépe detekovat
a potvrdit, zda Ize pomoci distribuce prvka opravdu identifikovat poSkozeni myokardu dfive,
nez se myokardialni fibréza rozvine. Takova moznost by byla vyznamnym pfinosem, nebot
aktualné pouzivané lékarské metody identifikuji fibrozu teprve ve chvili, kdy je jiz alespon

éasteéné rozvinuta.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PCB

PM

XRF
ICP-MS
LA-ICP-MS

ICP-OES
LIP
LIBS
PIXE
EMPA
BSE
PSP
SIMS
Q-MS
TOF-MS
SE-MS
HR-MS
ECM
LK

EF
CMR
CON
FIB

SE

LF MU
SRM

Polychlorované bifenyly

Pevné Castice

Rentgenova fluorescen¢ni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Laserova ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné€ vazanym
plazmatem

Optickéa emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Laserem indukované plazma

Spektrometrie laserem buzeného plazmatu

Protonem indukovana rentgenova emise

Elektronova mikrosonda

Zpétné odrazené elektrony

Periodicka soustava prvku

Hmotnostni spektrometrie sekundarnich ionta

Kvadrupolovy hmotnostni analyzator

Analyzator doby letu

Analyzator s dvoji fokusaci

Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
Extracelularni matrix

Leva komora

Ejekeni frakce

Magneticka rezonance srdce

Kontrolni skupina pokusnych zvitat

Skupina pokusnych zvitat s indukovanou myokardialni fibrézou
Sekundarni elektrony

Lékarska fakulta Masarykovy univerzity

Standardni referen¢ni material
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