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Souhrn

Disertacni prace se zabyva studiem novych moznosti aplikaci laserové ablace ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem v Kklinické a forenzni analyze.
Teoreticka Cast disertacni prace je vénovana hmotnostni spektrometrii s indukéné védzanym
plazmatem se zam¢éfenim na analyzu prvkil v biologickych vzorcich. Jsou zde popsany zékladni
principy hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem, rozklady biologickych
tkani, princip komeréné dostupnych technik hmotnostné spektrometrického zobrazovani
se zam&fenim na laserovou ablaci ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem.

Prvni ¢ast prace je zaméfena na multimodalni zobrazovani invazivni plicni aspergilézy
(IPA) v kontrolnich a infikovanych potkanich plicich. K zobrazovani IPA infekce bylo vyuzito
PET/CT, LA-ICP-MSI, SEM-EDS, ale i standardniho histologického vySetieni zalozeného
na vyuZziti barveni dle Grocotta. Multimodalni zobrazovani umoznilo detailni studium masivné
se roz$ifujici infekce s naslednou jednoznacnou lokalizaci oblasti postizenych IPA infekci.
LA-ICP-MS  mapovani  distribuce stiibra a  zlata  specificky  navadzaného
na mukopolysacharidové slozky bunééné stény Aspergillus fumigatus s velikosti laserového
svazku 3-5 um poskytlo spolehlivy obraz rozsitujici se IPA infekce v plicni tkani infikované
houbou Aspergillus fumigatus. Masivni rozsifeni IPA infekce bylo dale potvrzeno SEM-EDS
jenz vzhledem ke svému submikrometrickému rozlieni umoznil ziskat morfologické detaily
rozsifeni hyf Aspergillus fumigatus napfic celou infikovanou plicni tkani.

Druhd c¢ast prace se zabyva vyvojem a naslednou aplikaci prostorovych znacek
pro spravny a presny prekryv molekularnich/prvkovych map pro ucely multimodalniho a 3D
zobrazovani biologickych tkani. Prostorové znacky obsahujici Rhodamin B, iontové stiibro
a nanocastice zlata ptripravené v roztoku pHPMA polymeru se osvédCily pro vzajemné
uspofadani molekularnich/prvkovych map ziskanych prostfednictvim pétice dopliiujicich
se zobrazovacich technik, a to MALDI-MSI, DESI-MSI, LA-ICP-MSI optické a fluorescen¢ni
mikroskopie.

Tteti ¢ast se vénuje detailni analyze povystrelovych zplodin ulpélych na rukou stielce
PO pouZiti stielné zbrang s naslednou piimou identifikaci osoby. LA-ICP-MS mapovani Cu, Zn,
Sb, Ba, Hg a Pb na povrchu latentnich otiskii poskytuje nejen obraz distribuce cCastic
povystielovych zplodin na povrchu otisku prstu, ale i moznost jejich klasifikace do ptislusnych

tfid na zakladé prvkového profilu. Mimo to LA-ICP-MS zobrazovani umoziiuje i spolehlivou



a presnou rekonstrukci otisku prstu stielce, ktery tak mtze byt piimo identifikovan na zakladé
vizualniho porovnani shody rozmisténi papilarnich linii a rozmanitych daktyloskopickych
markantti na 2D mapach distribuce Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb a kontrolnim (referencnim) otisku.

Posledni Cast disertacni prace je zaméfena na studium vlivu obsahu celkového Zeleza
a médi v myokardu na funkci srde¢nich mitochondrii béhem chronického srde¢niho selhéni
(ChSS). V ramci studie byla vyvinuta a validovana ICP-MS metoda pro stanoveni Zeleza a médi
v biologickych tkanich, ktera byla dale pouZita ke kvantitativnimu stanoveni obou kovu
ve vzorcich biopsii srde¢nich svalti odebranych pacientim s chronickym srdecnim selhanim
béhem transplantace srdce provadéné v Institutu klinické a experimentalni mediciny v Praze.
Kvantitativni ICP-MS stanoveni odhalilo, ze v ptipadé pacienti s pokro¢ilym ChSS doslo
k vyraznému snizeni (~22 %) obsahu zeleza a médi, které je spojeno se soucasnym snizenim
aktivit enzymu citratového cyklu, mitochondridlni respiraci a sniZenim exprese proteinii
dychaciho fetézce. Krom¢ toho pfitomnost myokardidlniho deficitu Zzeleza pfispiva
k prohloubeni mitochondriélni dysfunkce spojené se sniZzenou substratovou flexibilitou

a odolnosti vii¢i oxidativnimu poSkozeni reaktivnimi formami kysliku.



Summary

This dissertation thesis is focused on new applications of laser ablation inductively
coupled plasma mass spectrometry in clinical and forensic analyses. The theoretical part of the
thesis is devoted to the theoretical aspects of inductively coupled plasma mass spectrometry
with focus to elemental analysis in various biological samples. In the next part, the principles
of commonly used MSI techniques, especially laser ablation inductively coupled plasma mass
spectrometry are discussed.

The first part reports on multimodal imaging of an invasive pulmonary aspergillosis
in control and infected rat lung tissue. PET/CT, LA-ICP-MSI, SEM-EDS and the standard
histological evaluation employing Grocott’s methenamine silver staining were used for
the multimodal imaging of IPA infection. Multimodal imaging described the fungal burden in
rats with a subsequent localization of the regions affected by the IPA infection. LA-ICP-MS
imaging of silver and gold with 3-5 pum laser foci combined with GMS staining provided
a reliable image of fungal hyphae deposition in Aspergillus infected lung tissue. SEM-EDS with
its submicrometric lateral resolution confirmed the presence of the massive aspergillosis and
provided morphological details on hyphae spreading within the Aspergillus infected lung tissue.

The second part of the thesis was focused on the development and application of fiducial
markers for accurate alignment of individual molecular or elemental images in multimodal and
3D imaging of biological samples. Fiducial markers consisting of Rhodamine B, ionic silver
and gold nanoparticles in a pHPMA solution were suitable for a correct fusion
of molecular/elemental images obtained by five complementary imaging techniques, namely
MALDI-MSI, DESI-MSI, LA-ICP-MSI, optical and fluorescence microscopy.

The consecutive part of the thesis was aimed at analysing gunshot residues adhered onto
the shooter’s hands after firing followed by a subsequent identification of the shooter based
on the dactyloscopic principle. LA-ICP-MS imaging of Cu, Zn, Sbh, Ba, Hg and Pb on the latent
fingerprints provided not only a detailed image of the gunshot residues distribution, but also the
possibility of the gunshot residue classification based on a specific elemental profile. Moreover,
the LA-ICP-MS imaging offered a reliable and correct reconstruction of shooter fingerprint,
which could be directly identified based on the visual comparison of the consistency in the
distribution of papillary lines and various dactyloscopic markers on the 2D images of Cu, Zn,

Sbh, Ba, Hg, Pb and the control (reference) fingerprint.



The last part of the dissertation thesis studied the relationship between the myocardial
iron content and mitochondrial function in human heart failure. The ICP-MS method for the
determination of iron and copper in biological samples was developed and validated.
The validated ICP-MS method was used for the determination of both metals in samples
of failing LV myocardium that were obtained from patients undergoing transplantation at the
Institute for Clinical and Experimental Medicine in Prague. The ICP-MS analysis revealed that
myocardial iron and copper contents were systematically diminished (~22 %) in patients
with heart failure. Moreover, decreased myocardial iron content was associated with
a mitochondrial dysfunction, particularly with a reduced activity of citric acid cycle enzymes,
reduced mitochondrial oxygen respiration, and reduced expression of mitochondrial respiratory
chain enzymes. In addition, the presence of myocardial iron deficit contributed to worsening
the mitochondrial dysfunction by altering substrate metabolism (i.e. by reducing substrate

flexibility) and handling of reactive oxygen species.
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1. Uvod

Spojeni laserové ablace (LA) shmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS) patfi mezi nejrozsifenéj$i mikroanalytické techniky zaméfené
na multielementarni analyzu kovi, polokovt a nekovi obsazenych v tenkych fezech riznych
biologickych tkani. Pro komplexni studium riznych biologickych vzorkd umoznuje technika
LA-ICP-MS provedeni povrchové mikroanalyzy, hloubkového profilovani anebo
2D zobrazovéni distribuce prvki na povrchu tenkych fez. Predev§im 2D zobrazovani
esencialnich (Fe, Zn, Cu, Mn, Mo, Ca, Mg, K, aj.) ale i toxickych kovti (Cd, As, Cr, Pb, Tl, Hg,
U, Th, aj.) pomoci LA-ICP-MS piispiva nejen k objasnéni funkce jednotlivych Zivotné
dulezitych biologickych procest, ale zaroven umoziuje studium biologické dostupnosti
a bioakumulace prvkll pro hodnoceni ekologickych a toxikologickych rizik u lidi, zvifat

a rostlin.

Diserta¢ni prace se zabyva zejména spojenim laserové ablace shmotnostni
spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (LA-ICP-MS) pro tucéely hmotnostné
spektrometrického zobrazovani kovii a polokovi v riznych biologickych a forenznich
vzorcich. Disertaéni prace je rozd€lena do ¢tyf samostatnych ¢asti. Prvni ¢ast je zaméfena
na multimodalni zobrazovani invazivni plicni aspergil6zy s naslednou jednozna¢nou lokalizaci
oblasti postizenych IPA infekci v potkanich plicich pochazejicich ze zvifeciho modelu
experimentalni IPA infekce. K zobrazovani IPA infekce bylo vyuzito PET/CT, LA-ICP-MSI,
SEM-EDS, ale i standardniho histologického vySetieni zaloZzeného na vyuZiti barveni dle
Grocotta. Druhd cast se zabyva vyvojem a aplikaci prostorovych znacek
pro ptesny a spravny piekryv multimodalné nasbiranych molekularnich/prvkovych map
ziskanych technikami hmotnostné spektrometrického zobrazovani, a to laserovou desorpci
a ionizaci za G¢asti matrice (MALDI-MSI), desorpénim elektrosprejovou ionizaci (DESI-MSI),
LA-ICP-MSI s optickymi snimky z histologického barveni a fluorescen¢ni mikroskopie
pro ucely multimodalniho a 3D zobrazovani biologickych tkani. Ve tieti ¢asti prace je
prezentovano LA-ICP-MS zobrazovani Cu, Zn, Sb, Ba, Hg a Pb na povrchu latentnich otiskt
prsti pro ucely detekce a identifikace jednotlivych typa povystielovych zplodin s ndslednou
piimou identifikaci stfelce na zaklad¢ vizudlniho porovnani charakteristicky rozmisténych

papilarnich linii a rozmanitych daktyloskopickych markant nachazejicich se na 2D mapach



ploné distribuce Cu, Zn, Sb, Ba, Hg a Pb s referenénim otiskem. Posledni ¢ast diserta¢ni prace
je zaméfena na studium vlivu celkového obsahu Zeleza a médi v myokardu na funkci srde¢nich
mitochondrii a aktivity mitochondrialnich enzymu pfi chronickém srde¢nim selhani. V ramci
studie byla vyvinuta a validovana ICP-MS metoda pro stanoveni Zeleza a médi v biologickych
tkanich. Nasledné kvantitativni ICP-MS stanoveni obsahu zeleza a médi bylo provedeno piimo
ve vzorcich biopsii srde¢niho svalu odebranych pacientim s chronickym srde¢nim selhanim
béhem transplantace srdce provadéné v Institutu Klinické a experimentalni mediciny (IKEM)

V Praze.



2. Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Hmotnostni  spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem je  nejrychleji
se rozvijejici technika multielementarni analyzy kovu, polokovii a nékterych nekovi
poskytujici nizké meze detekce na koncentraéni tirovni pg.lt az pg.It. ICP-MS mimo jiné
nabizi Siroky linearni dynamicky rozsah az 10 fadu, informaci o izotopovém sloZeni, vysokou
selektivitu, ale predevsim moznost analyzy plynnych, kapalnych a pevnych vzorkal™. Prvni
komeréni ICP-MS spektrometr s kvadrupélovym analyzéatorem byl uveden na trh v roce 1983
(cit. %) a od té doby se tato technika stala iroce vyuzivanou pro multielementarniho stanoveni
stopovych aZ ultrastopovych koncentraci prvki v oblastech Zivotniho prostiedi®’, primyslu
(potravinaisky, farmaceuticky, polovodicovy, jaderny atd.)®®, biologického a medicinského
vyzkumu®10 ale také geologie & archeologie. Dalsimi specialnimi aplikacemi ICP-MS
je hmotnostné spektrometrické zobrazovani ve spojeni s laserovou ablaci®*3 studium

izotopovych poméra®4

, studium velikosti a distribuce nanoéastic*> 8 (, single particle mode*,
FFF-ICP-MS), generovani t&kavych sloucenin a speciacni prvkova analyza'®%, kde ICP-MS
ve spojeni se separa¢nimi metodami (HPLC, GC, CE, FIA atd.) plni funkci prvkoveé

specifického detektoru.

2.1 Princip a instrumentace ICP-MS

V soucasné dob¢ je na trhu Siroka nabidka ICP-MS spektrometrd, které vSak maji
spole¢né zakladni konstruk¢éni prvky, a to systém zavadéni kapalnych vzorkt (zmlzovaé
a mlzna komora), plazmovou hlavici, hmotnostni analyzator a detektor. Princip funkce ICP-MS
je zalozen na zavadéni nejcastéji kapalného vzorku pomoci peristaltického Cerpadla
do zmlZovace, kde je v dasledku pusobeni Kinetické energie proudiciho nosného plynu
pteveden na polydisperzni aerosol (pfiblizné¢ 1-2 % puvodniho vzorku). Vznikly aerosol
nasledné vstupuje do mlzné komory slouZici k separaci jemného aerosolu od ¢astic vétsich nez
10 um a k vyrovnavani zmlZovacich pulzd. Jemny aerosol opoustéjici mlznou komoru prochazi
injektorem horizontalné umisténé plazmové hlavice do indukéné vazaného plazmatu s teplotou
6 000-10 000 K, ve kterém dochazi k desolvataci, odpafeni, atomizaci a ionizaci prvki
za vzniku kladné nabitych iontd. Vzniklé ionty jsou vedeny do hmotnostniho analyzatoru
spojenim (,,interface**) tvorenym obvykle dvojici niklovych nebo platinovych koénusi

(,,sampler a ,,skimmer*) s velmi malymi kruhovymi otvory, které se nachazeji v oblasti



nizkého tlaku 2-5 mbar vytvafeného rota¢ni pumpou. Spojeni patii mezi nejvice namahané
a kritické ¢asti ICP-MS spektrometru, jelikoz zprostiedkovava stabilni a G¢inny prechod ionti
z atmosférické ¢asti pristroje (tlak ~ 1 000 mbar a teplota ~ 7 500 K) do vysokého vakua
(tlak ~ 10°-10° mbar a teplota ~ 300 K). Extrahované ionty vstupuji do vakuové komory
(vakuum ptiblizné 10 mbar) obsahujici iontovou optiku sloZenou ze série elektrostaticky
ovladanych cocek. lontova optika slouzi k elektrostatické fokusaci svazku iontd prvki
a matrice, pti¢emz neutralnim c¢asticim a fotonim emitovanych z ICP zabrani pied jejich
dopadem na detektor. Nasledné je svazek iontu S uzkym rozd¢lenim kinetické energie veden
do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou ionty separovany podle poméru m/z. Hmotnostni
analyzétory jsou dle pouZitého typu udrzovany pii vakuu piiblizng 10°-10° mbar vytvaieného
turbomolekularni pumpou. Nejcastéji pouzivanymi typy analyzatoru jsou kvadrupdlovy
analyzator (Q, R = ~ 300), priletovy analyzator (Time of Flight, TOF, R = ~ 2 000) a staticky
sektorovy analyzator (SF) dosahujici vysokeé rozliSovaci schopnosti (R = ~ 10 000). Vétsina
dnednich ICP-MS s kvadrup6lovym analyzéatorem je soucasné vybavena kolizni/reak¢ni celou
slouzici k eliminaci polyatomickych interferenci. Po priichodu hmotnostnim analyzatorem
dopadaji separované ionty na detektor (elektronasobic) tvotfeny sérii dynod ptevadéjici proud
ionti na méfitelny elektricky signal Schéma konstrukce ICP-MS s kvadrupolovym
analyzatorem je na Obr. 2.1.
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Obr. 2.1 Schéma ICP-MS spektrometru s kvadrupdlovym analyzatorem (A), alternativni systémy
vnaSeni vzork(l a spojené techniky, které Ize kombinovat s ICP-MS (B), ETV - elektrotermické
vypatovani, HPLC - vysokou¢inna kapalinova chromatografie. Pfevzato z cit. 2.

Kvadrupdlovy analyzator

Kvadrupdlovy hmotnostni analyzator se skladd ze c¢tvetice paralelné uspoiadanych
kovovych ty¢i obvykle kruhového ¢i idealné hyperbolického prutezu s délkou 15-25 cm,
kdy na protilehlé tyCe je soufasné vkladano stejnosmérné napéti shodné polarity (U)
a vysokofrekvenéni stiidavé (V) napéti, které je fazové posunuto o 180°. Elektrické pole
kvadrupolu zpisobi oscilaci vstupujicich iont, kdy pii definované hodnoté napéti U
a amplitudy sttidavého napéti V proleti kvadrupdlem pouze ionty se zvolenou hodnotou m/z
(stabilni trajektorie), ostatni ionty jsou vypuzeny z elektrického pole s naslednym zachycenim
a vybitim na tyCich kvadrupolu. Plynulou zménou hodnot U a V (jejich pomér zistava
konstantni) jsou postupné propoustény (proméfeny) vSechny ionty v definovanem rozsahu
hodnot m/z (Obr. 2.2). Vyhodou kvadrupdlového analyzatoru je vysoka skenovaci rychlost

v fadu 2 500 amu/s, coz teoreticky umoznuje skenovani celého rozsahu 0-300 amu za jednu



desetinu sekundy. Nevyhodou je nizké rozliSovaci schopnost (R = ~ 300) ovliviiujici pfesnost
kvantitativniho stanoveni prvka (Fe, K, As, V, Cr, aj.) =zatizenych spektralnimi
interferencemi'™. Z tohoto diivodu je vétsina ICP-MS spektrometri s kvadrupélovym

analyzatorem vybavena kolizni/reak¢ni celou.

Vstup z iontového
zdroje

Obr. 2.2 Schéma zobrazujici princip separace iontt s rozdilnou hodnotou m/z pomoci kvadrupélového
analyzatoru. Stabilni oscilace dosahuje pouze Cerveny ion, jehoz trajektorie umoziuje prilet iontu
kvadrup6lem. llustrace autora.

Interference a metody jejich eliminace

Nespektralni interference vznikaji v diasledku ovlivnéni transportu a zmlZovani
vzorku, ovlivnéni ionizaéni rovnovahy v ICP vysokym obsahem soli, kyselin a snadno
ionizovatelnych prvka pritomnych v analyzovanych vzorcich. Vysoka koncentrace soli
(< 2 000 mg.I"Y) mze navic vést k zanaseni vstupnich otvorti Konusi spojeni, coZ negativngé
ovliviiuje jejich realny pramér a geometrii (vyznamné ovlivnéni signalu analytd).
K nejbézngjsim metodam eliminace patii vyuziti vhodné zvoleného interniho standardu
piidavaného Vv nizkych koncentracich ke kalibratnim standardim a realnym vzorkam. Interni
standard musi spliovat tato kritéria: nesmi byt obsazen v analyzovanych vzorcich, musi mit
podobné chovéni v ICP (podobny ioniza¢ni potencial) a mél by mit i podobnou relativni
atomovou hmotnost. V ptipadé¢ multielementarni analyzy je tedy potieba vyuzit kombinace
nékolika internich standardi pro pokryti celého rozsahu analyzovanych prvki (*°Sc, &Y, 1*°In,

232Th 209Bi aj.)l"‘.



Spektralni interference, povazované za nejproblemati¢téjsi druh interferenci
v ICP-MS, jsou zptsobeny atomovymi ¢i molekularnimi ionty, které maji velice podobnou
hodnotou m/z jako izotop analyzovaneho prvku. Vliv spektralnich interferenci zavisi predevsim
na rozliSovaci schopnosti pouzitého hmotnostniho analyzatoru. Spektralni interference muzeme
rozdélit na izobarické a polyatomické (molekularni) interference®.

Izobarické interference nastavaji v ptipad¢, kdy je ve vzorku ptitomen izotop prvku
s velmi podobnou hodnotou m/z jako analyt. Pfikladem muze byt vanad, ktery se vyskytuje
v podobé izotopu °°V (49,94716 amu, relativni zastoupeni 0,25 %) a 'V (50,94396 amu,
relativni zastoupeni 99,75 %), pticemz izotop *°V je zatiZen interferenci izotopu *°Cr (49,94605
amu, relativni zastoupeni 4,35 %) a izotopu *°Ti (49,94479 amu, relativni zastoupeni 5,40 %)*.
V piipadé kvadrupolovych analyzatori (obecné analyzatord s nizkou rozliSovaci schopnosti)
je kjejich potlaceni vyuzito volby vhodného izotopu analytu, popiipadé matematickych
korekénich rovnict™.

Na druhou stranu polyatomické (molekularni) interference vznikaji v dtisledku spojeni
dvou nebo i vice druhti atomu, jejichz vysledna hodnota m/z je velmi podobna s hodnotou m/z
méfeného analytu. Ke vzniku polyatomickych interferenci dochazi vzajemnou interakci atomu
analytu a ostatnich prvku pfitomnych v analyzovaném vzorku (matrice) nebo pouZitém
rozpoustédle s prvky plazmového plynu aokolni atmosféry (hlavné kyslik, dusik). Mezi
stanoveni °°Fe* piedev§im pfi analyze vodnych roztok ¢&i polyatomicky ion “°Ar¥Cl*
interferujici stanoveni "As* v prostiedi chloridovych iont. Dale mohou vznikat molekularni
hydridy (+1H"), oxidy (+1°0"), hydroxidy (+!*0'H*) a v neposledni fadé i dvojnasobné nabité
ionty (napt. ion *®Ba?* interferujici stanoveni ®°Gd"). Priklady polyatomickych interferenci
zpusobenych atomy matrice ¢i rozpoustédla jsou uvedeny v Tabulce 2.1. MnoZstvi vznikajicich
polyatomickych, dvojnasobné nabitych iontti zavisi nejen na koncentraci interferujicich prvkd,
ale i na vhodném nastaveni parametri zmlzovani, plazmatu a také na geometrii vstupnich

konustt ™,



Tab. 2.1 Polyatomické interference zpiisobené atomy matrice ¢i rozpoustédla. Pievzato z cit* .

Prvek/lzotop Matrice/Rozpoustédlo Interference
39K+ HzO 38Ar1H+
56Fe+ HZO 40Ar16o+
808e+ HZO 40Ar40Ar+
Slv+ HCI 35C|160+
SAs* HCI DArSECl
285i+ HN()3 14N14N+
44Ca+ H N03 14N14N160+

55Mn+ HN03 40Ar15N+
48Ti+ sto4 328160+
52Cr+ sto4 348160+
64Zn+ sto4 328160160 +
63Cu+ H3PO4 31P160160 +
2Mg* organicka matrice 12cizcH
S2Crt organicka matrice OArt2ct
SCu* horniny 8CalOtH*
4Zn* horniny 8BCalto*
&BCu* moi'ska voda “OArNa*

Metody eliminace spektralnich interferenci

Vyznamnou roli hraje nejen volba vhodného izotopu analyzovaného prvku, ktery
je co nejméné zatizen spektralnimi interferencemi, ale obzvlasté pak vyuZziti ICP-MS pfistroja
s vysokym rozliSenim (napi. sektorove pfistroje) majicich dostate¢nou rozliSovaci schopnost
pro separaci vétdiny spektralnich interferenci'. Kromé toho moderni ICP-MS spektrometry

poskytuji dalsi feseni k efektivnimu potlaceni spektrélnich interferenci, mezi které patii:

Matematické korekcni rovnice — potlaceni izobarickych, ale i nékterych méné zavaznych
polyatomickych interferenci s vyuzitim matematického modelu zohlednujiciho distribuci,

relativni zastoupeni izotoptl analytu a interferujiciho iontu™,

Cool/Cold plasma — tzv. ,,studené* plazma vytvatené pii nizkém ptikonu do ICP a soucasné
zvySeném prutoku nosného plynu mé za nasledek sniZeni teploty (energie) plazmatu, ¢im
dochazi k minimalizaci vzniku tzv. ,,argon-based* polyatomickych interferenci. PouZiva se
v piipadech nizké intenzity (koncentrace) analyzovaného prvku a sou¢asné vysoké intenzity

interferujiciho iontu, kdy neni vhodné vyuZzit matematickych korek¢nich rovnic. Nevyhodou



tohoto feSeni je omezené vyuZiti pro multielementéarni analyzu z divodu negativniho ovlivnéni

ionizace prvki s ioniza¢ni energii > 8 eV (cit. 14).

Kolizné/reakéni cely — vyuzivaji tady ion-molekulovych kolizi a reakci k efektivnimu
odstranéni nezadoucich polyatomickych interferenci. Kolizné/reakéni cely lze na zakladé
mechanismu eliminace a pouZitého multip6lu rozdélit na cely kolizni nebo reakéni. Kolizni
celou je nejcastéji hexapdl nebo oktapol promyvany inertnim plynem (He, Ne, Xe,
a Ar). K potlaceni polyatomickych interferenci dochazi prostiednictvim diskriminace kinetické
energie zalozené na rozdilné pravdépodobnosti vicenasobnych srazek iontl analytu
a interferentu s koliznim plynem (Obr. 2.3). V pfipad¢ reakéni cely je kvadrupoél naplnén
reaktivnim plynem (H2, NH3, CHas, O2 atd.), ktery s polyatomickymi ionty reaguje za vzniku
neinterferujicich iont s odliSnou nominalni hodnotou m/z ¢i neSkodnych neutralnich ¢astic.
Praktickou vyhodou wvyuziti vysoce reaktivnich plyni spocivda ve zvySeni poctu
ion-molekulovych reakci, coz ma za nasledek rychlejsi a ucinngjsi potlaceni (odstranéni)

polyatomickych interferencit.

Vstup do cely Kolizni cela Kvadrupol

! . . |
1 . ]
Tonty z ICP 4.5(;) . |

K detektoru

o
. .. ..q;:

d

1

L ] L ] .
I

Snizovani kinetické energie O

Energeticka
bariéra

Obr. 2.3 Schéma mechanismu diskriminace kinetické energie na pfikladu eliminace polyatomické
interference ArX* ovliviiujici stanoveni iontu M*. Pievzato z Cit. %,



2.2 Rozklad biologickych vzorki

Ve vétsiné aplikaci ICP-MS zaméfenych na stanoveni prvkd v biologickych
a organickych materialech je nezbytné, aby byl pevny vzorek kvantitativné pieveden
do roztoku. Pro tyto ucely se vyuZiva rtiznych typt rozkladi. Rozklad mize byt definovan jako
chemicky proces, pti kterem v dusledku chemickych reakci dochazi k uvolnéni analytu
z ruznych vazeb ¢i chemickych forem spoleéné se soucasnou nevratnou destrukci ptvodni
organické slouceniny?. Podle pouZitého postupu lze pouzivané rozklady rozdélit
a louzeni vzniklého popela), rozklady na mokré cesté (zahrnujici mineralizaci vzorku smési
kyselin v otevieném ¢i uzavieném systému s konvenénim nebo mikrovinnym ohievem)
a Vv neposledni fadé specidlni druhy rozklada (hydrolyticky, UV fotolyticky rozklad aj.).
Vyznamné postaveni mé piedevsim mikrovinny rozklad v uzavieném systému vyuZivajici
k rozkladu oxida¢nich w¢inkti koncentrovanych kyselin (HNOs, H2SO4, HCIOs aj.)
a pridavanych oxidac¢nich ¢inidel (H202, Kl aj.). Vyhodami tohoto systému jsou vysoka
ucinnost rozkladu, potlaceni ¢i uplna eliminace ztrat té€kavych prvki, zkraceni rozkladné doby,
snizeni spotfeby rozkladnych c¢inidel a kontaminace slepych, realnych vzorkd z okolniho

prostiedi nebo dalsich rozklddanych vzorkt?,

3. Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie

Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie (,,mass spectrometry imaging“, MSI) je jednou
z nejvyznamngéjSich analytickych technik zaméfenych na analyzu prostorové distribuce
molekul a prvku Vv biologickych tkanich. Soucasnym trendem je vyuZiti multimodalniho
ptistupu kombinujiciho moznosti elementarniho a molekularniho zobrazovani pro ucely ziskani
komplexnich informaci o chemickém sloZeni povrchu a prostorové distribuci vyznamnych
prvkt a molekul (biomarkert)?*-26, Mapovani prostorové distribuce molekul a prvki na povrchu
biologického vzorku mize byt provedeno ve skenovacim (,,microprobe mode“) nebo
mikroskopickém (,,microscope mode*) rezimu!22427 (Obr. 3.1).

V piipad¢ skenovaciho reZzimu se jednd o postupnou analyzu biologického vzorku
fokusovanym svazkem primarni ¢astic, ktery dopada na malou definovanou oblast (bod ,,spot®).
Po dopadu primarnich ¢astic na povrch vzorku dochazi k desorpci a nasledné ionizaci

molekul/prvkt uvolnénych z povrchu. Vzniklé ionty jsou po separaci v hmotnostnich
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analyzatorech detekovany a vysledné hmotnostni spektrum je ulozeno spole¢né s informaci
0 prostorovych soutadnicich analyzovaného bodu. Nasledné je vzorek posunut o definovanou
vzdalenost a cely proces od ionizace analyti az po zaznam hmotnostniho spektra se opakuje.
Timto zptisobem je provedeno mapovani celého vzorku, pticemz jednotliva spektra jsou sbirdna
z pravidelné rozmisténych bodl s pfedem definovanym prostorovym rozliSenim v 0se X a Y.
Dosahované prostorove rozliseni je limitovano velikosti a profilem fokusovanych primarnich
Castic iontového zdroje. Ziskana hmotnostni spektra jsou rekonstruovana ptislusnymi programy
za vzniku molekularnich/prvkovych 2D map, kde kazdé spektrum odpovida jednomu pixelu.
Ve vyslednych 2D mapach jsou piislusné intenzity kazdé analyzované molekuly/prvku
znazornény barevnou Skalou napii¢ analyzovanou oblasti. Vyhodou skenovaciho rezimu je
snadnost provedeni, kompatibilita se vSemi dostupnymi desorpcné-ionizacnimi technikami,
ale i hmotnostnimi analyzatory?*2°.

V piipadé mikroskopického rezimu jsou molekuly/prvky z celého povrchu biologické
tkang€ ionizovany soucasng, a to prostfednictvim nefokusovaného svazku priméarnich céastic.
V pribéhu desorpce a ionizace molekul/prvki potom nedochazi ke zménam v jejich prostorove
distribuci v ose x ay. Vzniklé ionty jsou po separaci v hmotnostnim analyzatoru (separace iontl
v ose z) detekovany specialnim detektorem, jenz musi byt schopen zaznamenat nejen intenzitu
a informaci charakteristickou pro pfesné urCeni hodnoty m/z (nejéastéji dobu letu),
ale i prostorové soufadnice dopadajiciho iontu. Vyhodami mikroskopického rezimu je lepsi
prostorove rozliSeni, které neni omezeno moznostmi zaostieni svazku primarnich ¢astic,
vyrazné zkréaceni doby analyzy. Nevyhodou je vysoka cena, vysoké naroky na iontovou optiku
a detektor, kompatibilita je zajisténa pouze s pruletovym ¢&i magnetickym sektorovym

analyzatorem (,,dispersing magnetic sector analyzer*)**2°.
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Obr. 3.1 Schéma hmotnostné spektrometrického zobrazovani vzorku mozku ve skenovacim
a mikroskopickém rezimu. Pievzato z cit.?,

V principu lze pro hmotnostné spektrometrické zobrazovani pouZzit kteroukoliv
desorpéné-ioniza¢ni techniku, ale v praxi se ukazuje, Ze ne kazdd muze nabidnout dostate¢né
nizké meze detekce a prostorové rozliseni. Pro hmotnostné spektrometrické zobrazovani jsou
nyni komer¢né dostupné ¢&tyfi techniky, a to MALDI-MSI, DESI-MSI, SIMS (hmotnostni
spektrometrie sekundarnich iontfi)a LA-ICP-MS|1224-26.28

Laserova desorpce a ionizace za i¢asti matrice je mékka ioniza¢ni technika zaloZena
na desorpéni ionizaci molekul z povrchu biologickych vzorkt za pfitomnosti organické matrice
(kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA), kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB),
kyselina 3,5-dimethoxy-4-hydroxy skoficova (SA)), kteréd jednak absorbuje energii laserového
pulzu a po piechodu do plynné faze ionizuje molekuly analytu. MALDI-MSI patii k rychle se
rozvijejicim metodam vhodnym k simultannimu mapovani stovek malych i velkych biomolekul
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(m/z > 10 000 Da) s prostorovym rozlisenim 20-50 pm. Nejen proto si nasla Siroké uplatnéni
v analyze metabolitd (biomarkeri), lipida, 1é¢iv a jejich metabolitd, peptida i proteint
a dalgich!2242,

DESI-MSI je zobrazovaci hmotnostné spektrometrickou technikou umoznujici ptimou
analyzu malych a stiedné velkych polérnich biomolekul (lipidy, peptidy, proteiny, 1é¢iva,
polymery a vybusniny) za ambientnich podminek. V ptipadé desorp¢niho elektrospreje je
pomoci sprejovaci $picky produkovan velmi jemny sprej nabitych kapiéek rozpoustédla, ktery
je sméfovan pfimo na analyzovany povrch. Interakci nabitych kapi¢ek s povrchem vzorku
dochéazi k jeho smaceni, extrakci molekul z povrchu do rozpoustédla a nasledné desorpci
sekundarnich kapek obsahujicich rozpusténé analyty. Vzniklé sekundarni kapky jsou
transportovany vyhiivanou kapilarou do hmotnostniho spektrometru. Dusik proudici okolo
sprejovaci  kapilary pomaha jednak fokusovat jemny sprej nabitych kapicek
na povrch vzorku a zdroven transportovat vznikajici sekundarni kapky do hmotnostniho
spektrometru. K vyhodam DESI-MSI patii pifima analyza tenkych fezi biologickych tkani
za ambientnich podminek bez nutnosti nanaseni matrice nebo dalSich Uprav vzorku. Nicméné,
DESI-MSI dosahuje prostorové rozliSeni obvykle v rozmezi 250-500 um, které jen stézi
konkuruje rozliseni dosahovaného technikami MALDI a SIMS'22425,

V soucasnosti si hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontd nasla siroké uplatnéni
pro detailni studium prostorové distribuce prvkid a malych molekul s vynikajicim plosnym
rozliSenim obvykle pod 1 pm (nano-SIMS <50 nm). Princip SIMS spociva
v bombardovani analyzovaného povrchu fokusovanym proudem primarnich monoatomickych
(Cs*, Ga*, Bi*,Au*, O) & polyatomickych iontl (Bin*,Aus*, Ceo") s kinetickou energif
az n€kolik keV a nasledné detekci sekundarnich iontd uvolnénych z povrchu vzorku. Relativné
vysokd kineticka energie primarnich ionti zpusobuje fragmentaci vétSiny biomolekul
s molekulovou hmotnosti > 1 000 Da. Kvantitativni analyza je velmi obtizna, nebot’ relativni
citlivostni faktory prvki (,,relative sensitivity factors*, (RSF)) se zna¢né liSi (aZ o nékolik fadt)
v zavislosti na typu analyzované matrice’??42>2  Posledni jmenované hmotnostng
spektrometrické technice laserové ablaci ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s induk¢éné
vazanym plazmatem bude dale vénovana samostatna kapitola.

Naproti tomu ke konven¢nimu medicinskému stanoveni nativni distribuce volnych kov
se stale vyuzivéa specifickych histologickych barvicich technik, které sice poskytuji pfijatelné

meze detekce, ale neumoznuji multielementarni stanoveni a jsou zndmé svym Spatnym
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prostorovym rozlisenim. Mimo to byla publikovana cela fada studii vyuZivajicich rentgenové
spektrometrické techniky k mapovani povrchu s velmi vysokym rozliSenim. Mezi zobrazovaci
techniky zalozené na interakci rentgenového zéafeni s povrchem biologického vzorku patii
zejména skenovaci elektronova mikroskopie ve spojeni s energiové disperznim spektrometrem
(SEM-EDS), energiové¢ filtrovana transmisni elektronova mikroskopie (EFTEM), Casticové
indukovana RTG emisni spektrometrie (PIXE) a rentgenova fluorescence (nanoXRF). Uvedené
techniky sice poskytuji submikrometrické prostorové rozliSeni, ale casto nedosahuji
dostate¢nych mezi detekce vhodnych k mapovani stopovych prvki a/nebo vykazuji omezeni

pro kvantitativni analyzu!t122°,

3.1 LA-ICP-MS

Laserova ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
patii mezi nejrozsifenéjsi mikroanalytické techniky zaméfené na multielementarni stanoveni
kovu, polokovii a nekovu s prostorovym rozlisenim obvykle v rozmezi 5-200 pum. LA-ICP-MS
mimo jiné nabizi nizké meze detekce (ng.g aZz pg.g?), siroky linedrni dynamicky rozsah
az 10 fadu, ale i moznost velmi piesného stanoveni izotopovych pomért pro uréeni ptivodu
a stafi analyzovanych predméti. K dalSim vyhoddm nélezi minimalni piiprava biologickych
vzorkll, a hlavné moznost analyzy vodivych, nevodivych, neprithlednych i transparentnich
vzorkd. Nejen proto LA-ICP-MS nasla Siroké uplatnéni v povrchové mikroanalyze,
hloubkovém profilovani anebo mapovani distribuce prvka na povrchu tenkych fezi riznych

biologickych vzorkgli1-1328:3031

Soucasny trend LA-ICP-MSI spo¢iva v zobrazovani prostorové distribuce esencialnich,
prospésnych nebo toxickych kova (Fe, Zn, Cu, Mn, Mo, Ca, Mg, K, Cd, Cr, Pb, Tl, Hg, U, Th
a dal$ich), polokovu (Se, As a dalSich) a nekovu (Se, S, P, I, CI a dalSich) v biologickych
vzorcich pro ucely objasnéni funkce jednotlivych Zivotné dulezitych biologickych procest,
detailnimu studiu biologicke dostupnosti a bioakumulace prvkt pro hodnoceni ekologickych
¢i toxikologickych rizik u lidi, zvifat a rostlin®**328, Dalsimi rozvijejicimi oblastmi
LA-ICP-MS je selektivni detekce a lokalizace imunochemicky zna¢enych intracelularnich
a extracelularnich proteinti®?3* (napt. nadorové znacky Her 2, CK 7 a MUC 1), studium

neurodegenerativnich onemocnéni (Parkinsonova a Alzheimerova choroba)!11228 mapovani
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kontrastnich latek a metalofarmak, metalomika, metaloproteomika?®3>%° studium velikosti

a distribuce nanoéastic, analyza jediné buriky tzv., ,,single cell analysis*323340-43,

3.1.1 Princip a instrumentace LA-ICP-MS

Princip LA-ICP-MS je zaloZzen na vyuziti fokusovaneho laserového paprsku
emitovaného pevnolatkovym nebo excimerovym laserem Kk postupnému a piresnému
vzorkovani biologického vzorku umisténého v abla¢ni komote. V dusledku interakce fotont
laserového svazku s povrchem vzorku (tzv. laserové ablaci) dochazi pomoci celé fady reakci
k destrukci materialu a vzniku laserem indukovaného mikroplazmatu vedoucich k tvorbé
¢astecné ionizovaného aerosolu ablatovanych ¢astic (atomy, ionty, molekuly a fragmenty ¢éstic
z povrchu). Casteéné ionizovany aerosol je poté kontinualnim proudem nosného plynu (argon,
helium) transportovan do indukéné vazaného plazmatu, kde je atomizovan a ionizovan
za vzniku kladné nabitych iontl. Vzniklé ionty jsou extrahovany z atmosférické casti
do hmotnostniho spektrometru vybaveného kvadrupolovym analyzatorem (popiipadé
i kolizn¢/reakéni celou) nebo sektorovym analyzatorem s dvoji fokusaci. V hmotnostnim
analyzatoru dochazi k separaci iontti dle poméru m/z a nasledné detekci detekénim systémem
hmotnostniho spektrometru. V ptipadé LA-ICP-MS jsou intenzitni data pro kazdy analyzovany
prvek zaznamenavana v zavislosti na ¢ase a pohybu laserového svazku napii¢ biologickym
vzorkem. Tato surova (Casové zavisla) data jsou dale zpracovana pfislusnymi programy
za vzniku 2D map prostorové distribuce prvkti. Namétfend intenzita ¢i prepoctend koncentrace
kazdého analyzovaného prvku je poté znazornéna barevnou Skalou napfi¢ analyzovanou
oblasti*112, Schéma zapojeni a princip LA-ICP-MS zobrazovéni lze zjednodusené vyjadfit
schéematem na Obr. 3.2.
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Obr. 3.2 Schéma spojeni LA-ICP-MS (A). Popis postupu LA-ICP-MSI experimentu (B) od ptipravy

tkanovych fezl, pies LA-ICP-MS analyzu aZz po zpracovani surovych dat do 2D map prostorové
distribuce prvki. Pfevzato z cit.**,
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3.1.2 Piiprava vzorki tkani pro LA-1CP-MS zobrazovani

Ptiprava tkéni a jejich nasledna iprava patii mezi zasadni kroky, které mohou vyrazné
je zachovani prostorove distribuce prvki tak, aby co nejvice odpovidala stavu za fyziologickych
podminek. Proto pro LA-ICP-MS zobrazovani je Zadouci biologické vzorky nikterak
neupravovat, a tedy vzorky ihned po extrakci z téla jedince hluboce zmrazit v kapalném dusiku
a nasledné uchovat k dalSimu zpracovani pii teploté -80 °C. U biologickych tkani fixovanych
ve 4 % vodném roztoku formaldehydu muze totiz dochazet k rozdilnému vymyvani prvka, dale
I ke zmén¢ tvaru a velikosti pivodniho biologického vzorku. Studium kinetiky uvolnovani
(vymyvani) prvku ze vzorku krysiho srdce fixovaného ve 4 % roztoku formaldehydu prokézalo,
Ze po 6 dnech dochazi k vyrazné zmén¢ koncentrace Pt, Pb (< 10 % vymyti) > Fe, S, C > Mn >
P> Cu>Zn> Sr>Rb, Ca> Na, CI, K, Li (>90 % vymyti)*,

Pied vlastnim krajenim biologickych tkani na tenké fezy je doporuceno tkan temperovat
az 120 minut pti optimalni teploté pro krdjeni. Optimalni teplota zavisi pifedevsim na typu
zpracovavané tkané (obvykle -12 az -30 °C). Tkan¢ jsou krajeny v kryomikrotomech na tenkeé
tezy o tloust’ce 20—30 um, které jsou nasledné pieneseny na vychlazené mikroskopické sklicko
a fixovany elektrostatickou adhezi ¢i tepelnou fixaci. K tepelné fixaci vyuZijeme vlastni prst
nebo hibet ruky, jehoZ piiloZenim na zadni stranu mikroskopického skli¢ka a kontinualnim
pohybem z jedné strany na druhou dochazi k postupnéemu ,,rozmrazovani* tenkého fezu tkané
a k fixaci. Zafixovany fez tkan¢ by mél byt poté vysuSen ve vakuu nebo termostatu (37 °C)
a nasledné vhodné uchovéan. V piipadé potieby zachovani proteinti, metabolitd, ale i jinych
bioorganickych molekul musi byt fezy skladovany pii -80 °C, zatimco pro zobrazovani prvku

a histologické barveni 1ze vysusené fezy skladovat pii pokojové teplote'®,
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3.1.3 Rezimy laseroveé ablace

Hmotnostné spektrometrické zobrazovani laserovou ablaci umoziuje mapovani
povrchu biologického vzorku ve dvou rezimech, a to linii bodd (rastrem bodu ,,line of spots*)
nebo liniovym skenem (,line scan“). V prvnim piipadé se jedna o ablaci pravidelné
rozmisténych diskrétnich bodu, které se mohou, ale nemusi piekryvat. Tento ptistup poskytuje
snadnou rekonstrukci nedeformovanych 2D map prostorové distribuce prvki. Pfi tomto
postupu mize byt zna¢né obtizné nejen synchronizovat funkci hmotnostniho spektrometru
s pulzem laserové ablace, ale i1 nasledné odstranit hmotnostni spektra (datové body)
neobsahujici signél analyzovaného vzorku. Mimoto ablace do bodu poskytuje lepSi prostorove
rozliSeni a dostate¢nou dobu pro méfeni i vétsiho poctu izotopti. Doba ablace jednoho bodu je
vSak omezena zahlubovanim krateru, ktery zptsobuje deformaci ¢asového prubéhu signalu
analytii i v ptipadé analyzy homogennich vzork ¢i kalibra¢nich standarda'!.

Zobrazovani liniovym skenem je zaloZeno na nepierusované ablaci vzorku s vhodnou
opakovaci frekvenci laserovych pulzl pfi soucasném kontinudlnim linearnim posunu vzorku.
Rychlost posunu vzorku je limitovana minimalni dobou potfebnou k méfeni signalu, obzvlasté
pak pii analyze vétsiho poctu izotopti pomoci skenujicich hmotnostnich analyzatori. Tedy
optimalizaci rychlosti posuvu je zajisténo, Ze kazdé hmotnostni spektrum (datovy bod)
obsahuje signal analytd. Mapovéni celého biologického preparéatu je provedeno postupnou
analyzou paraleln¢ uspotfadanych liniovych skenii umisténych ve vhodné vzdalenosti od sebe
(nejcastéji 20 % velikosti laseroveho svazku). Timto je zabranéno lamani, praskani a tiisténi
analyzovaného vzorku. Pti tomto postupu dochazi ke snizeni frakcionace béhem ablace.
V porovnéni sablaci do bodu je analyza liniovym skenem rychlejsi, a tudiz vhodnéjsi

pro zobrazovani vétich objekta!!,
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3.1.4 Kvantitativni analyza a postupy kalibrace

Navzdory tomu, Ze byla publikovana cela fada nejriznéjsich kalibra¢nich postupd,
tak dosud nebyl vyvinut univerzalni postup kalibrace vhodny pro kvantitativni analyzu vSech
typu biologickych vzorkt. Hlavni omezeni pro ziskani univerzalniho a robustniho kalibra¢niho
postupu prameni piimo z vlivii a odchylek spojenych predevsim s interakci laserového svazku
s povrchem vzorku, tvorbou reprezentativniho jemného aerosolu, transportem c¢astic aerosolu
do ICP a néaslednym odpafenim, atomizaci, ionizaci prvka v ICP (Obr. 3.3). Piispévky
jednotlivych vliva vedoucich ke vzniku elementarni frakcionace a matri¢nich efektt jsou
podrobné popisovany a diskutovany literatute*®>2. Stupeii elementarni frakcionace a matri¢nich
vlivii znaéné zavisi na sloZeni a fyzikalnich vlastnostech analyzovaného vzorku. Zajisténim
stejneho chovéani (sloZeni) analyzovaného vzorku a standardu muzeme znaéné vylepsit

spravnost a presnost kalibraéniho postuput?*3:303L,
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Obr. 3.3 Zdroje chyb vyskytujici se béhem LA-ICP-MS analyzy. Prevzato z cit.,
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Nejrozsitengjsi kalibracni metodou pro LA-ICP-MS je externi kalibrace dostupnymi
certifikovanymi referen¢nimi materiadly (CRM) nebo laboratorné pfipravenymi kalibraénimi
standardy (Obr. 3.4) s pfizpisobenou matrici (,,matrix-matched”). Nicmén¢ v piipadech,
kdy neni dostupny vhodny CRM a nemame dostatek analyzované tkané pro piipravu
laboratornich standardii lze matriéni standardy pftipravit nasledujicimi postupy: pifidanim
zndmého mnozstvi analyzovanych prvku do podobné praskové matrice (vybér dle dostupnosti
¢i sloZeni matri¢nich prvki) nebo nakapnutim malého mnozstvi standardu pfimo na povrch
analyzovaneho vzorku. Pro ucely zjednoduSeni zdlouhavého procesu ptipravy klasickych
matri¢nich standardi se vyuziva tenkych filma Zelatinovych, agarézovych gelt a sol-gel
standardu, které jsou obohaceny o znamé mnozstvi analyzovanych prvki. Alternativnim
postupem piipravy muze byt i tisk kalibra¢nich standardt s vyuZitim komer¢nich inkoustovych
tiskaren a inkoustd obohacenych o analyzované prvky®>® piipadné piiprava tzv. ,dried
droplet” standardi zaloZena na analyze zaschlych kapek vodnych kalibraénich standardu
nanesenych na definovanych discich z filtraéniho papiru!**3%3l  Internich standardii
se V LA-ICP-MS zobrazovani vyuziva ke korekci proménlivosti signalu zptisobené Casovou
nestabilitou pfistroje nebo driftem signalu ¢i pro porovnavani intenzity signalt. V nasledujici
tabulce (Tab. 3.1) jsou piehledné porovnany vyhody a nevyhody tradiéné vyuzivanych

kalibra¢nich postupi.
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Obr. 3.4 Pfiprava kalibra¢nich standardi s pfizpisobenou matrici (A) a schéma postupu méfeni
biologického vzorku a kalibraénich standardt (B). Prevzato z cit.!t. SB-slepy pokus ,,sample blank*“.
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Tab. 3.1 Porovnani kalibra¢nich postupii. Pievzato z cit.*.

Kalibraéni postup

Vyhody

Nevyhody

Matri¢ni
certifikované
referen¢ni materialy
(CRM)

Prizptisobena matrice, rychlost,
nezavislost certifikované
koncentrace

Omezena dostupnost,
jednobodova kalibrace, omezena
volba koncentra¢niho rozsahu,
obvykle vysusené standardy

Laboratorné
pripravené standardy

Ptizplisobend matrice, volba
koncentra¢niho rozsahu,
ekvivalentni obsah vody

Specificka aplikace, zdlouhava
ptiprava

Primichavani
aerosolu kapalného
standardu

Rychlost, vyssi pocet analytu,
vyuZziti standardnich vodnich
kalibra¢nich roztokt

Doposud popsano omezeneé
mnozstvi aplikaci pro
zobrazovani

Izotopické zied’ovani

Robustni jednobodova kalibrace,
presnost

Homogenni promichani
obohaceného standardu se
vzorkem je zna¢n¢ obtizné,
naroc¢nost provedeni,
nepouZzitelné pro monoizotopické
prvky

Inkoustovy tisk

Rychlost, snadna
piizpusobitelnost pro nové
aplikace, moznost pfizplisobeni
matrice

Doposud popsano omezeneé
mnozstvi aplikaci pro
zobrazovani
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4. Cile diserta¢ni prace

Cile diserta¢ni prace jsou spojeny piedevsim s aplikaci laserové ablace ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem v klinické a forenzni analyze.

Cile disertacni prace lze shrnout do nésledujicich bodii:

e Aplikace multimodalniho pfistupu zahrnujiciho vyuziti pétice komplementarnich
technik, a to PET/CT, LA-ICP-MS, SEM-EDS zobrazovani spole¢né se standardnim
histologickym vySetfenim, pro detailni studium invazivni plicni aspergilozy

v kontrolnich a infikovanych potkanich plicich.

e Vyvoj a optimalizace vhodného sloZeni prostorovych znacek pro spravny a piesny
ptekryv molekularnich/prvkovych map ziskanych pomoci zobrazovacich technik,
a to MALDI-MSI, DESI-MSI, LA-ICP-MSI s optickymi snimky z histologického

barveni a fluorescen¢ni mikroskopie.

e Detailni studium povystielovych zplodin ulpélych na rukou stielce po pouziti sttelné
zbrané s naslednou identifikaci osoby na zdklad¢ vizualniho porovnani shody
rozmisténi  papilarnich linii a rozmanitych daktyloskopickych  markantt

na odpovidajicich prvkovych mapach a kontrolnim (referen¢nim) otisku.

e Vyvoj a validace ICP-MS metody pro stanoveni zeleza a médi v biologickych tkanich.
Kvantitativni stanoveni obou kovii ve vzorcich biopsii srde¢nich svalti odebranych
pacientim s chronickym srdecnim selhanim béhem transplantace srdce provadéné

v Institutu Klinické a experimentalni mediciny v Praze.

Nejvyznamnéjsi vysledky prezentované v této praci byly publikovany ve cCtyfech

impaktovanych publikacich®>-8,
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5. Multimodalni zobrazovani invazivni plicni aspergilozy

5.1 Aspergillus fumigatus

patiiciho mezi vieckovytrusné houby, tzv. askomycety®®’. V dnesni dobé rod Aspergillus
zahrnuje pfiblizné 200 zndmych druhd, z nichZz témét 40 druht je povazovano za potencidlni
lidské patogeny®!. Taxonomické zafazeni A. fumigatus je uvedeno v Tabulce 5.1. V Zivotnim
prostiedi se tato saprofyticka plisenn hojn¢ vyskytuje ve vodé, vzduchu a pudé, kde preziva
a roste na rostlinnych ¢i zivocisnych zbytcich. A. fumigatus tak zaujima tak kli¢ovou roli pfi
navratu organického uhliku a dusiku zpét do kolob&éhu. A. fumigatus je schopen ristu
a reprodukce v Sirokém rozmezi teplot 20-55 °C, zatimco optimalni teplota je 37 °C (cit.>*%?),
Pro rod Aspergillus je typicky tvar a uspofadani konidioforu, Které jsou i zakladnimi znaky

pro morfologickou identifikaci jednotlivych druha (Obr. 5.1).

Tab. 5.1 Taxonomické zatazeni A. fumigatus.
Pfevzato z cit.®®

Rige: Fungi — houby
Podrise: Dikarya

Kmen: Ascomycota
Podkmen: Pezizomycotina
Ttida: Eurotiomycetes
Podtfida: Eurotiomycetidae
Rad: Eurotiales

Celed: Trichocomaceae

Rod: Aspergillus

Druh: Aspergillus fumigatus

Obr. 5.1 Konidiofor A. fumigatus. Pievzato z cit.®*

Jediny konidiofor je schopen vyprodukovat tisice hydrofobnich konidii (spor)
s rozmérem 2 - 3 pm, které se jsou nasledné pienaseny proudem okolniho vzduchu®®%¢, Diky
svym malym rozmérim pronikaji spory A. fumigatus pifimo do plicnich alveol, kde jsou
v zavislosti na stavu hostitelského organismu bud'to zniCeny a odstranény sofistikovanymi
mechanismy imunitniho systému anebo v piipadé oslabené imunitni reakce organismu vyrustaji

ve form¢ vlaken (hyf) vytvartejicich tzv. mycelia. Hlavni vstupni branou infekce jsou dychaci
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cesty a jen v minimech ptipadti byly popsany i infekce zpisobené pozienim kontaminované
potravy ¢i infekce skrze poranénou pokozku. U citlivych jedincti mohou aspergily vyvolat celou
Skalu mykotickych onemocnéni od alergické reakce aZz po invazivni infekce. V zavislosti
na stupni imunokompetence infikovaného jedince mohou mit tyto infekce akutni ¢i chronicky
charakter a mohou byt bud’ lokalizované anebo diseminované hematogenni cestou do dalSich
organt (jatra, ledviny, CNS)®*®  Schéma pribshu jednotlivych fazi invazivni plicni
aspergildzy (IPA) je znazornéno na Obr. 5.2. Mezi hlavni puvodce mykotickych onemocnéni
patii A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. niger a A. nidulans®®>%, Nicméné A. fumigatus je
povazovan za hlavni pfiinu vzniku vétSiny oportunnich plicnich infekci zahrnujicich
aspergilom, invazivni plicni aspergilézu, alergickou bronchoplicni aspergilézu, chronickou

plicni aspergilozu, chronickou nekrotizujici aspergilozu a alergickou plisfiovou rymu®:6%-71,
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Alveolarni infekce —

Angioinvaze

RozSireni infekce

Obr. 5.2 Model interakci A. fumigatus s epitelialnimi butikami plic a endotelialnimi bufikami cév
v prubéhu angioinvaze (pronikani do cév) a nasledného rozsiteni invazivni plicni aspergil6zy. Pievzato
z cit®®, Prab&h IPA infekce probiha v nasledujicich krocich: infekce je zahajena vdechnutim malého
poctu spor z ovzdusi (A), které snadno ulpivaji na plicnich epitelialnim butikach (B) pfed tim, nez jsou
transportovany skrze bunéénou membranu (endocytovany) do bunék (C). Uvniti bunék dochazi
ke kli¢eni spor A. fumigatus a tvorb¢ hyf (D). Vzniklé hyfy se invazivné rozristaji a dostavaji se tak ven
z plicnich epitelialnich bunék (E). Posléze hyfy pronikaji i abluminalni vrstvou endotelidlnich bunék
cév (F), ¢imz zpusobuji jejich poskozeni (G). Fragmenty hyf A. fumigatus se déle siii krevnim ob&hem
(H) a ulpivaji tak na luminalni vrstvé endotelialnich bungk (I), kde nasledné do téchto bunék proniknou
(J). Luminalni invaze vede k poskozeni endotelialnich bunék cév (K) a k mimo cévnimu rozsiteni IPA
infekce do ostatnich organt (L). Faze (A-E) probihaji v plicnich alveolach, (F-H) v plicnich cévach
a (I-L) v systémovych cévach.
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5.2 Invazivni plicni aspergil6za

V poslednich letech doSlo k vyraznému zvySeni poctu populace imunodeficientnich
pacientu, ¢imZ prudce vzrostl i vyskyt invazivnich mykotickych infekci vyvolanych vldknitymi
houbami’. Invazivni plicni aspergil6za predstavuje progresivni smrtelné onemocnéni
s vyskytem vice nez 200 000 infekci ro¢né, které jsou spojeny s umrtnosti 30-90 % (cit.’?).
Mezi nejvice postizené skupiny pacienti patii piedev§im pacienti s hematologickymi
malignitami (pacienti s akutni leukémii, po transplantaci kostni dfené, alogenni a autogenni
transplantaci krvetvornych kmenovych buné¢k), pacienti s febrilni neutropenii, pacienti
po transplantaci organu, chemoterapii, pacienti trpici rakovinou a HIV, ale i pacienti
po dlouhodobém uzivani 1éka k potladeni imunity®®’t. A. fumigatus produkuje béhem IPA
infekce nescetné mnozstvi extracelularnich sloucenin ptispivajicich nejen k ziskavani zivotné
dalezitych prvkil a zivin, ale 1 k infekci hostitele a naslednému masivnimu rozvinuti IPA
infekce. Obecné plati, ze prorozvoj mykotickych infekci je nezbytné, aby patogenni
mikroorganismus ziskal kontrolu nad ziskavanim Zeleza z hostitelského organismu. Nicméné
obranou hostitelskeho organismu proti mikrobidlnim infekcim je zejména udrZzovani velmi
nizké hladiny volného Zeleza v télnich tekutinach, k ¢emuz hostitelsky organismus vyuziva
jeho specifické vazby na Zelezo vézajicimi proteiny (transferin, laktoferin, feritin aj.) nebo
zabudovani do hemu v hemoglobinu &i Fe-S klastrdi (tzv. nutri¢ni imunita)®"%%", Z tohoto
diavodu A. fumigatus vyvinul sofistikovany mechanismus pro ziskavani hostitelského Zeleza
zaloZeny na produkci nizkomolekuldrnich neribozomalnich peptidt (ligand) schopnych
vytvafet koordinaéni komplexy s vysokou selektivitou a afinitou pro Zelezité ionty,
tzv. siderofory®” "7, Mezi hlavni produkované siderofory patii extracelularni fusarinin C,
triacetylfusarinin C (TAFC) zodpovédné za ,kradez“ Zeleza z hostitelského organismu
a intracelularni ferricrocin (FC), hydroxyferricrocin zodpovédné za ukladani Zeleza v hyfach
¢i konidiich houby A. fumigatus™. Desferri a ferri formy TAFC a FC jsou povazovany
za potencialni markery IPA infekce®®7®,

Piestoze jiz bylo publikovano zna¢né mnozstvi experimentalnich pfistupt k identifikaci
mykotickych infekci, tak piekvapive v 21. stoleti doposud nebyla vyvinuta neinvazivni metoda
pro v¢asnou identifikaci IPA infekce s dostatecnou senzitivitou a specificitou. V soucasné dobé
se k diagnostice IPA infekce vyuziva pocitacova tomografie (CT), kde se pritomnost infekce
projevi budto tzv. ,,halo sign“ nalezem (pocate¢ni stadium, pozitivni u 68 % nemocnych

v 3. den infekce) nebo v pozdni fazi infekce tzv. ,,air-crescent sign“ ndlezem (pozitivni u 63 %
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nemocnych v 14. den infekce)’’. Mezi dalsi diagnostické metody patfi mikroskopické
¢i histopatologické vysetfeni ptitomnosti hyf A. fumigatus pfimo v biopsiich plicni tkan¢ nebo
v kulturach vzniklych kultivaci klinickych vzorku odebranych z infikované oblasti (biopsie,
resekat, likvor, bronchoalveolarni lavdz (BAL), aj.). Nekultivacni diagnostické metody
se obecné déli do dvou skupin, a to na serologické metody vyuzivaji detekce pFitomnosti
antigenll, protilatek nebo metabolitd Aspergillus spp. (galaktomananu, 1,3-B-D-glukanu)
a molekularn¢ genetické metody zalozené na detekci a sekvenovani specifickych nukleovych
kyselin Aspergillus spp. pomoci metod polymerazové fetézové reakce (PCR)’®°. Uvadéna
senzitivita a specificita stanoveni galaktomananu v séru se pohybuje v rozmezi 48-77 %
a 81-100 % (cit.”%8%82)  zatimco senzitivita a specificita stanoveni 1,3-p-D-glukanu
se pohybuje v rozmezi 85-100 % a 36-70 % (cit.8%8384) Avsak nékteré z prezentovanych
metod stale nejsou zahrnuty v diagnostickych kritériich pro mykoticke infekce podle Evropské
organizace pro vyzkum a lécbu rakoviny/ Skupiny pro vyzkum mykéz (EORTC/MSG,
»European Organization for Research and Treatment of Cancer/Mycoses Study Group*)
. ato hlavné z divodu nedostate¢né standardizace®?.

V ramci studia IPA infekce v potkanim modelu experimentalni aspergilozy jsme
se zaméfili na stanoveni mikrobialnich siderofort jakozto potencialnich markert IPA infekce®’.
K zobrazovani rozsiteni IPA infekce s naslednou jednoznacnou lokalizaci oblasti potkanich
plic postizenych IPA infekci jsme vyuzili multimodalniho piistupu s vyuZitim technik
molekuldrniho a prvkového hmotnostné spektrometrického zobrazovani (MALDI-MSI,
LA-ICP-MSI), skenovaci elektronové mikroskopie s energiové disperznim spektrometrem

(SEM-EDS), pozitronové emisni tomografie (PET) a pocitatové tomografie (CT).

28



w r

5.3 Experimentalni ¢ast

5.3.1 Pouzité chemikalie a material

V experimentalnim modelu experimentalni aspergilozy provedeného na samicich
LEWIS potkanti byl pouZit cyklofosfamid (Endoxan, Baxter, Ceska republika), teikoplanin
(Targocid, Sanofi, Ceska republika), ciprofloxacin (Ciprofloxacin Kabi, Fresenius Kabi, Ceska
republika), polymyxin (Colomycin, Forest Laboratories, Velka Britanie), ketamin (Calypsol,
Gedeon Richter, Mad’arsko), xylazin (Xylazin Ecuphar, Ecuphar, Némecko), isofluran (Forane,
Abbvie, Ceska republika), atropin (Atropin Biotika, Biotika, Ceska republika) a ®3Ga znageny
triacetylfusarinin C, jehoZ piiprava je popsana v publikaci™. Pro hmotnostné spektrometrické
zobrazovani a histologické barveni byl pouZit peroxid vodiku 30 % p.a.+, kyselina dusi¢na
65 % Analpure®, CRM vodny kalibra¢ni roztok Fe, Ag a Au o koncentraci 1 000 + 2 mg.I™
a CRM vodny kalibra¢ni roztok interniho standardu pro ICP-MS ,,INT-MIX 1“ (Sc, Y, In, Tb,
Bi) o koncentraci 10 + 0,1 mg.I"" (Analytika, spol. s.r.o, Ceskéa republika), chlorid Zelezity
hexahydrat , chlorid zlatity, dusi¢nan stfibrny > 99,9 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
poly[N-(-2hydroxypropyl)methakrylamid] polymer (pHPMA, Mw = 145 000), ,,indium-tin
oxide” (ITO) mikroskopické sklicka 75 x 25 x 1,1 mm (Bruker Daltonics, Némecko), barvici
kit dle Grocotta obsahujici roztoky kyseliny jodisté, chloridu zlatitého, thiosiranu sodného,
»Silver methenamine® (roztok hexamethylentetraminu a dusi¢nanu st¥ibrného), boraxu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a Eosin-Y (VWR Chemicals, Ceska republika).
Deionizovand voda (mérny odpor 18,2 MQ.cm) byla ziskdna z dvoustupniové deionizacni

stanice Milli-Q water systému (Millipore, Francie).
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5.3.2 Instrumentace

In vivo zobrazovani rozsifeni IPA infekce bylo provadéno pomoci Albira
PET/SPECT/CT zobrazovaciho systému pro mala zvifata (Bruker Biospin Corporation, VA,
USA), kdy po 10-ti minutovém PET zobrazovani (axialni délka zorného pole 148 mm)
nasledovalo CT zobrazovani (zorné pole 65 mm, 45 kVp, 400 pA, nasbirano 600 obrazl). Data
byla rekonstruovéna v programu Abira (Bruker Biospin Corporation, VA, USA) a nasledné
analyzovéana v programu PMOD (PMOD Technologies Ltd., Svycarsko). Zobrazovani 3D
struktury bylo provedeno v programu VolView (Kitware, NY, USA).

Pro LA-ICP-MS mapovani byl pouZit laserovy abla¢ni systém Analyte G2 (Photon
Machines, USA) s argonfluoridovym (ArF) excimerovym laserem o vinové délce 193 nm
a délkou pulzu < 4 ns. Soucasti tohoto systému byla dvou objemova abla¢ni komora HelEx 11
s efektivni plochou 100 cm? a malou pohyblivou vnitini celou. Povrch ablatovaného vzorku byl
sniméan barevnou CCD kamerou v HD rozliSeni. Transport ablatovaného aerosolu byl zajistén
kontinualnim proudem helia, do kterého byl pied vstupem do ICP ptimichavan argon. Ablaéni
cela byla spojena pomoci Tygon® hadi¢ky (4 mm x 1,2 m) s ORS-ICP-MS Agilent 7700x
(Agilent Technologies, Japonsko) vybavenym oktapolovou kolizné/reakéni celou pracujici
V heliovém moédu pro potlaceni spektralnich interferenci ovliviiujicich zejména stanoveni
Zeleza. LA-ICP-MSI data byla zpracovavana a vizualizovana programem ImagelLab (verze
2.18, Epina GmbH, Rakousko)®. Optimalizace parametrii LA-ICP-MS (energie laseru,
frekvence, prutoky nosného plynu) pro Géely minimalizace frakcionace a zvySeni intenzity
signald byla zaloZena na LA-ICP-MS analyze matri¢niho kalibra¢niho standardu s koncentraci
50 pg.g* Zeleza. V priibéhu optimalizaci parametr(i nastaveni laserové ablace byl monitorovan
signal i pro izotop kemiku (%8Si), za i¢elem nastaveni vhodné hodnoty energie laseru tak, aby
pii LA-ICP-MS zobrazovani pomoci linie boda dochazelo ke kompletni ablaci vzorku.
Nasledné byl optimalizovan pritok helia oktapolovou kolizné/reakéni celou za ucelem
minimalizace vlivu polyatomickych interferenci (napt. “°Ar'®0*) negativné ovliviujicich
kvantitativni stanoveni *®Fe*. Pro ovéieni koncentrace matri¢nich kalibragnich standardd bylo
vyuzito mikrovinneho rozkladného systemu MLS 1 200 mega (Milestone, Italie) a konven¢ni
roztokové ICP-MS analyzy pomoci ORS-ICP-MS Agilent 7700x vybaveného autosamplerem
(ASX-520), mikrokoncentrickym zmlZzova¢em, chlazenou mlznou komorou dle Scotta
a oktapolovou kolizné/reakéni celou. Optimalizované parametry nastaveni laserove ablace

a ORS-ICP-MS jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 5.2). K zobrazovani rozsifeni
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patogenni houby A. fumigatus v tenkych fezech plicni tkané bylo vyuZito skenovaciho
elektronového mikroskopu FEI Nova NanoSEM 450 vybaveného CBS detektorem (,,concentric
backscatter detector®) pro zobrazovani nevodivych vzorku s vysokym prostorovym rozlisenim

a EDAX Octane plus detektorem pro EDS analyzu a mapovani prvka.

Tab. 5.2 Parametry laserove ablace a ORS-ICP-MS

Parametr LA-ICP-MS Roztokova analyza
Hustota zafivé energie (J.cm) 2,12 -

Rezim ablace Linie bodt -
Frekvence (Hz) 20 -
Integraéni ¢as (ms) 80 100

Pramér laserového paprsku (um) 3, 5,10, 30 -

Pocet laserovych pulzi 5 -

Nosny plyn He (l.min) 0,65 -

Ptikon generatoru (W) 1200 1550
Vngjsi plazmovy plyn (I.min't) 15,0 15,0
Stiedni plazmovy plyn (I.min) 0,9 0,9

Pomocny plyn/nosny Ar (1.min™) 0,75 1,1

Monitorované izotopy [No Gas!)4— 1075'? g ;NAU [H5e6] _:75 SC'S?FG'

[He] - **Fe, *°Fe,”"Fe Fe,”"Fe, Y
He v kolizni cele (ml.min) 2,0 4,3

5.3.3 Kultivace houby Aspergillus fumigatus a IPA infekéni model

Kmen A. fumigatus 1059 CCF ziskany ze Shirky kultur hub (CCF- ,,Culture Collection
of Fungi““), Piirodovédecké fakulty, Univerzity Karlovy v Praze byl uchovavan na YM (,,yeast
medium®) Sikmém agaru (sloZzeni media: 3 g kvasni¢ny extrakt, 3 ¢ sladovit,
5 g pepton mykologicky, 5 g glukéza, 20 g agar) pfti teploté 4 °C. Inokulum bylo pfipraveno
z kultury ptipravené na YM agaru Vv Petriho misce, ktera byla kultivovéna pti teploté 30 °C
po dobu 7 dnu do UpIné sporulace. Spory byly ziskany splachnutim kultivaéni misky
fosfatovym pufrem s 0,1 % Tweenem 80 s naslednou filtraci pies 1,0 um nitrocelulézovy
membranovy filtr (Whatman, UK) za ucelem odstranéni hyf. Koncentrace spor A. fumigatus

v inokula¢ni suspenzi byla stanovena hemacytometrem.
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Zviteci model experimentalni aspergilézy byl proveden Vv souladu se zakonem
¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani a S povolenim Ministerstva Skolstvi, mladeze
a te€lovychovy (MSMT-21235/2013-12) a Odborné komise na ochranu zvifat proti tyrani
Lékatské fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci. VSechny experimenty byly provadény
na samicich LEWIS potkana (Anlab, Praha, Ceska republika), kterym byla 5 dni pred vlastni
aplikaci suspenze spor A. fumigatus snizovana imunitni reakce organismu podanim léku
cyklofosfamid. Potkani byli infikovani 150 pl inokula¢ni suspenze obsahujici spory houby
A. fumigatus o koncentraci 107-108 CFU/ml (CFU-,,colony forming unit*, jednotky tvofici
kolonie), ktera byla potkanim aplikovana endotrachealni rourkou pfimo do pridusnice
(intratrachedlni aplikace). Rozvoj IPA infekce byl monitorovan in vivo s vyuzitim PET/CT
zobrazovani, které bylo realizovano 1 hodinu po retroorbitalni aplikaci ®®Ga zna¢eného TAFC
(aktivita 4-6 MBq). Po provedeni PET/CT zobrazovani byli potkani usmrceni pfedavkovanim
ketaminem/xylazinem v poméru 2:1 a potkani plice byly odebrany pro dalsi detailni studium
IPA infekce pomoci technik hmotnostné spektrometrického zobrazovani. K hmotnostné
spektrometrickému zobrazovani byly odebirany tii typy vzorku potkanich plic: kolabovane
plice infikované houbou A. fumigatus, infikované plice fixované pHPMA polymerem?®
a kontrolni plice odebrané jedincim, kterym byl podan jen lék na potlaceni imunitni reakce
organismu (cyklofosfamid) a preventivni davky antibiotik. VVzorky potkanich plic byly ihned
po extrakci z téla zvitete hluboce zmrazeny v kapalném dusiku a nasledné uchovany k dal$imu

zpracovani pii teploté -80 °C.

5.3.4 Priprava vzorki a histologické barveni

Pied vlastni pfipravou tenkych fezi byly vzorky potkanich plic ponechany pii teploté
-20 °C v kryomikrotomu po dobu 60 minut a poté krajeny kryomikrotomem CM1950 (Leica,
Némecko) na fezy o tloudtce 15 um pro SEM a 30 um pro LA-ICP-MS zobrazovani. Rezy
tkani byly preneseny na ptfedem vychlazena ITO sklicka, tepeln¢ fixovany a nasledn¢ vakuové
suseny v exikatoru po dobu 40 minut. V této fazi byly potizeny optické obrazy jednotlivych
tkani pomoci skeneru HP Scanjet 4890 s rozliSenim 4 800 dpi. Takto pfipravené vzorky tenkych
fezil kontrolnich a infikovanych tkéni byly histologicky barveny modifikovanym postupem
barveni dle Grocotta (GMS - ,,Grocott-Gomori's methenamine silver stain*) zahrnujicim
kontrastni barveni Eosinem. Barveni dle Grocotta je zaloZeno na selektivni redukci stiibra

na mukopolysacharidovych sloZk&ch bunééné stény houby A. fumigatus, ¢imz dochazi k jejimu
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zviditelnéni v dusledku vzniku charakteristického c¢erného zbarveni vyredukovaného
elementarniho stiibra. K histologickému vyhodnoceni pfitomnosti IPA infekce byl pouzit
opticky mikroskop Leica DM2000 (Leica, N&émecko) a nasledné semikvantitativni
vyhodnoceni rozsahu IPA infekce zaloZené na porovnani poméru pocétu Cernych pixela

vyredukovaného stiibra a celkové zkoumané plochy®’ bylo provedeno v programu ImageJ®é.

5.3.5 Priprava kalibra¢nich standardu s prizpiisobenou matrici

Kalibra¢ni standardy pro LA-ICP-MS byly piipraveny dle modifikovaneho
metodického postupu piipravy kalibradnich standard@ s pFizptsobenou matrici®®. Hluboce
zmrazené potkani plice (-80 °C) byly temperovany pies noc na laboratorni teplotu a nasledné
nékolikandsobné oplachnuty deionizovanou vodou pro odstranéni zbytkd krve. Promyté tkan
byla homogenizovéna polykarbonatovym dispergacnim nastavcem pfipojenym k ULTRA-
TURRAX® T 18 basic homogenizatoru (IKA®, Némecko) s moznosti plynulé regulace
rychlosti otadek. Caste¢né homogenizovana tkan byla uschovéana pies noc pii teploté 4 °C.
K piipravenym alikvotnim podilim byly napipetovany piidavky standardniho roztoku Zeleza
tak, aby vysledna koncentrace odpovidala ptidavku 0; 50; 100; 150 a 200 pg.g* Zeleza.
Pro minimalizaci vlivu fedéni matrice kalibra¢nich standardi nesmi celkovy objem piidavku
standardniho roztoku Zeleza piekrocit 20 ul. Kazdy kalibra¢ni standard byl nasledné
homogenizovan po dobu 5 minut p¥i 5000 ot.min! a uchovavan k dal$imu zpracovani (testovani
homogenity, LA-ICP-MS mapovani) v polypropylenovych mikrozkumavkach pii teploté
-80 °C. Pro testovanim homogenity roztokovou ICP-MS analyzou byly z kazdého matri¢niho
kalibra¢niho standardu (po 10 sekundové homogenizaci) odebrany tii 50 mg alikvotni podily.
Vzorky kalibra¢nich standardd byly navazeny do teflonovych mineraliza¢nich kelimk,
kde k nim byla pfidana mineraliza¢ni smés slozena z 2 ml 65 % kyseliny dusi¢né a 1 ml 30 %
peroxidu vodiku. Takto ptipravené vzorky byly rozkladany v mikrovinném rozkladném
systému MLS 1200 mega umoznujiciho soub&zny rozklad v Sesti teflonovych mineraliza¢nich
kelimcich. K mineralizaci byl pouzit softwarové fizeny vicekrokovy rozkladny program
(Tab. 5.3). Vychlazené mineralizaty byly kvantitativné pfevedeny do 25 ml odmérnych banék
a doplnény po rysku deionizovanou vodou. Slepy pokus byl ptipraven z 2 ml 65 % kyseliny
dusi¢né a 1 ml 30 % peroxidu vodiku. Koncentrace Zeleza byla stanovena ORS-ICP-MS Agilent
7700x. Pro kvantitativni stanoveni koncentrace Zeleza technikou LA-ICP-MS byla sada

tenkych fezti matri¢nich kalibra¢nich standardi ptipravena dle postupu uvedeného v kap. 5.3.4.
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Na druhou stranu kvantitativni LA-ICP-MS analyza stiibra a zlata byla zalozena na vyuziti sady
Sesti matri¢nich kalibra¢nich standardu pfipravenych nakapnutim 0,2 pl standardnich roztoku
Ag a Au (0; 0,1; 1; 10; 100 a 1 000 pg.g™?) piimo na povrch 30 pm fezu zhomogenizované

potkani plicni tkang3,

Tab. 5.3 Rozkladny program

Krok 'lf‘r’(?lfu“z‘rﬁ?]') Vykon (W)
1 2 250
2 2 0
3 5 400
4 2 0
5 2 500
6 2 0
7 6 600

Ventilace: 10 min
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5.4 Vysledky a diskuze

5.4.1 Monitorovani invazivni plicni aspergilézy v potkanich plicich

Jelikoz by v pfipadé popsaného potkaniho modelu experimentalni aspergilozy
imunodeficientni jedinci neptezili vice nez 5 az 6 dnt od intratracheélni aplikace spor
A. fumigatus, proto byli potkani usmrceni jiz téeti den. Jak jiz bylo zminéno, tak pied jejich
usmrcenim bylo u vybranych jedinc provedeno in vivo zobrazovani rozsifeni IPA infekce
pomoci PET/CT a poté byly odebirany vzorky infikovanych kolabovanych plic, infikovanych
plic fixovanych pHPMA polymerem a kontrolnich plic (Obr. 5.3B). Princip PET zobrazovani
IPA infekce je zaloZen na vyuZiti velice podobnych vlastnosti radioizotopicky znac¢eného
8Ga-TAFC (Obr. 5.3D) a “°Fe-TAFC (ferri-forma TAFC produkovana A. fumigatus).
Po retroorbitalni aplikaci %Ga-TAFC dochazi rovnéz k jeho specifickému a selektivnimu
vychytavani houbou A. fumigatus, coZz umoziuje in vivo zobrazeni oblasti potkanich plic
postizenych 1PA infekci”.  Detekéni limit PET zobrazovani se pohybuje v rozmezi
101t a7z 1022 mol.I"* (cit.*°). U vétsiny infikovanych jedincti byla invazivni plicni aspergiloza
lokalizovana v obou plicnich lalocich, avSak s riznym rozsahem lozZisek IPA infekce
(Obr. 5.3A). Signal ®8Ga-TAFC byl také detekovan v dal3ich organech potkant, a to konkrétng
Vv ledvinach, zazivacim traktu a mo¢ovém meéchyii, které jsou vSak soucasti vyluCovaci cesty
radioizotopicky znaéeného *8Ga-TAFC (Obr. 5.3A,C) Ke studiu rozsifeni IPA infekce bylo
vyuzito i histologickeho vysetieni piitomnosti hyf A. fumigatus v plicni tkani (barveni dle
Grocotta), které rovnéz odhalilo rozsahla loZiska IPA infekce v plicich infikovanych jedinct
projevujici se Cetnym prorastanim hyf houby A. fumigatus z plicni tkan€ do prostoru bronchiolti
a alveol (Obr. 5.3E,F).

35



Obr. 5.3 Vizualizace invazivni plicni aspergil6zy v potkanich plicich. 3D projekce PET/CT dat pro
potkana infikovaného houbou A. fumigatus (A) a neinfikovaného (kontrolniho) potkana (C), kterym byl
retroorbitdlng aplikovan radioizotopicky znadeny ®Ga-TAFC (D). Infikovana plicni tkan
v kryomikrotomu (B). Tenky fez infikované tkané obarveny modifikovanym postupem barveni dle
Grocotta detailné znazoriujici jednotlivé ¢asti stény pradusnice (E): hyalinni chrupavka (1), fasinkovy
cylindricky epitel (2), pojivova tkan (3), hyfy A. fumigatus (4), Prokdzani piitomnosti IPA infekce v fezu
infikované plicni tkang (F): mycelium houby A. fumigatus (1), krvéaceni (2).
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5.4.2 Vliv optimalizace pritoku helia kolizni celou na LOD, LOQ a SNR
Hlavnim omezenim LA-ICP-MS zobrazovani nizkych koncentraci biologicky
relevantnich kovi s vysokym rozliSenim je zejména nedostate¢na citlivost, a to z divodu
vysokého pozadi zpusobeného piitomnosti polyatomickych interferenci. V pfipadé podminek
tzv. suchého plazmatu vytvareného béhem LA-ICP-MS jsou hlavnim zdrojem polyatomickych
interferenci ptredevsim neéistoty v nosném plynu (CO2, N2, H2O a Oz). Pro potlaceni
spektralnich interferenci béhem LA-ICP-MS zobrazovani se stejné jako u konven¢ni roztokové
ICP-MS analyzy vyuziva budto hmotnostnich spektrometrti s vysokym rozliSenim nebo
kolizné&/reakénich cel. AvSak vyuziti kolizné/reakénich cel pro LA-ICP-MS zobrazovani neni
rozsifené, a to predeviim z diivodu poklesu intenzity signalu pro analyt™. Tedy v piipadé
LA-ICP-MS zobrazovani biologicky relevantnich pomoci hmotnostnich spektrometri
vybavenych kolizné/reakéni celou je nutné provadét nejen optimalizaci nastaveni parametra
laserové ablace (energie laseru, frekvence, priutoky nosného plynu), ale i optimalizaci pritoku
kolizniho ¢i reakéniho plynu skrze kolizné/reakéni celu. Pro optimalizaci prutoku helia
oktapolovou kolizné/reakéni celou ORS-ICP-MS Agilent 7700x v rozmezi 0,0 az 2,5 ml.min™
bylo vyuZito opakované ablace matriéniho kalibradniho standardu s koncentraci 50 pg.g*
Zeleza. Intenzitni data byla sbirana po dobu 2 minut, kdy prvnich 10 a poslednich 30 sekund
byl zaznamenavan signal pozadi nosného plynu. Intenzitni data byla pro dany pritok kolizniho
plynu méfena ve tiech nezavislych replikach. Pramérné hodnoty intenzity signdlu pozadi
a analytu byly pouZity pro vypocet meze detekce (LOD), meze stanovitelnosti (LOQ) a poméru
signalu k Sumu (SNR- ,,Signal to noise ratio”). K vypo¢tu LOD, LOQ a SNR byly pouZity

nasledujici rovnice:*

LOQ = y, + 10s, (2
SNR = 2Xe 3)
Yo

kde yo je pramér intenzity signalu pozadi nosného plynu, so je smérodatnd odchylka intenzity signalu
pozadi nosného plynu, yc je pramér intenzity signalu analytu, xc je ovéfena koncentrace Zeleza
vV matri¢nim kalibraénim standardu.
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Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze béhem postupného zvySovani pritoku helia kolizni
celou dochazi k vyraznému snizovani intenzity signalu pozadi nosného plynu pro izotop *°Fe
(Obr. 5.4A). Tento trend 1ze vysvétlit skutecnosti, Ze s rostoucim prutokem helia se zvysuje tlak
v kolizni cele, ¢imz se zvysi pocet (pravdépodobnost) ion-molekulovych kolizi iont analytu
(*®Fe*) a interferentu (napt. “°Art*Q*) s koliznim plynem vedoucich k efektivnéjsi eliminaci
vyznamnych polyatomickych interferenci. Navic klesajici pozadi Zeleza vedlo k vyznamnému
zvySovani poméru signalu k Sumu, ktery pro pritok 2,0 ml.min? helia dosahl svého maxima
(Obr. 5.4B). Vliv pritoku helia kolizné/reakéni celou na hodnoty LOD a LOQ pro izotop *Fe
je znazornén na Obrazku 5.4C. S rostoucim priitokem helia dochazi k vyraznému zlepSeni meze
detekce a stanovitelnosti, které v pripadé optimalniho priitoku helia (2,0 ml.min) dosahly
hodnot 0,5 ug.g™ Fe pro LOD a 1,5 pg.g™ Fe pro LOQ. LA-ICP-MS mapovani distribuce Zeleza
bylo tedy provedeno s vyuzitim kolizné/reakéni cely a pritoku helia 2,0 ml.min™. Pouziti
kolizné&/reakéni cely pro LA-ICP-MS zobrazovani Zeleza vedlo ke sniZzeni LOD a LOQ, zvySeni
poméru signalu k Sumu a zejména ke sniZeni pozadi Zeleza ovliviiujici spravnost a ptresnost
kvantitativniho stanoveni, ale i kvalitu ziskanych 2D map distribuce Zeleza v kontrolni

a infikované plicni tkani.
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Obr. 5.4 Optimalizace pratoku He kolizn&/reakéni celou v rozmezi 0,0 az 2,5 ml.min™ pro izotop **Fe.
(A) Zmena intenzity signalu pozadi nosného plynu na pratoku He (intenzita logio (cps —,counts per
second”) vs pritok He (ml.min). (B) Zavislost poméru signalu k Sumu na priitoku He. (C) Vliv pritoku
helia kolizné&/reakéni celou na vypoétené hodnoty LOD a LOQ (ug.gt). LA-ICP-MS data byla nasbirana
s sitkou laserového svazku 30 um.

5.4.3 LA-ICP-MS zobrazovani zeleza v plicni tkani

Prvni ¢ast experimentalni prace byla zaméfena na studium prostoroveé distribuce desferri
a ferri-forem mikrobialnich sideroforti produkovanych patogenni houbou A. fumigatus, jakozto
potencidlnich markerti rozSifujici se IPA infekce. Prvotni aplikovanou hmotnostné
spektrometrickou technikou bylo MALDI-MS zobrazovani s vyuzitim hmotnostniho
spektrometru s vysokym rozliSenim Solarix 12T FT-ICR (Bruker Daltonics, Némecko).
BohuZel molekularni piistup zobrazovani mikrobialnich siderofori nebyl uspésny, a to bud’
z dtvodu nekompatibility ioniza¢nich procest s fixaénim polymerem na bazi pHPMA, anebo
kvali limitovanému dynamického rozsahu MALDI-MS zobrazovani. Z tohoto divodu jsme
se zamé&fili na zobrazovani prostorové distribuce Zeleza navdzaného do komplexu
s mikrobialnimi siderofory pomoci LA-ICP-MS zobrazovéani. K LA-ICP-MS zobrazovani bylo
vyuzito sady 30 um fezl plicni tkdné€ sestavajici se z kontrolnich vzorkt, infikovanych vzorka

kolabovanych plic, infikovanych vzorki fixovanych pHPMA polymerem. V porovnani
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s kontrolni tkéni, kvantitativni LA-ICP-MS analyza prokazala pfiblizn¢ 20-ti ndsobné zvyseni
koncentrace Zeleza v oblastech postiZzenych IPA infekci (Obr. 5.5). Vyznamné zvyseni
koncentrace Zeleza tak muze souviset pfimo s IPA infekci, a to v dasledku vyskytu ferri-forem
sekundarnich metabolitt, zejména pak siderofori, zodpovédnych za ,kradez Zeleza
z organismu hostitele anebo ukladani Zeleza v hyfach a konidiich houby A. fumigatus.
Na druhou stranu, rozsiteni IPA infekce muze byt ¢asto spojeno s rozsahlym krvacenim v plicni

tkani, kdy pozadi Zeleza z hemu muze zhorsit spravnost a pfesnost stanoveni koncentraci zeleza

odpovidajici skuteénému obsahu ferri-forem sekundarnich metabolitu.

o]

O MENTE > 200 pgg” O R

S > 200 pug.g”

Obr. 5.5 LA-ICP-MS zobrazovéani IPA infekce. (A) Opticky obraz IPA infekce, odpovidajici 2D mapy
prostorové distribuce **Fe (B) a *Fe (C) v infikované plicni tkani. LA-ICP-MS data byly nasbirany
s sitkou laserového svazku 30 um, métitko 500 pum.

Vliv pozadi (interference) hemového Zeleza byl dale studovan pomoci LA-ICP-MS
zobrazovani zeleza a stiibra ve vzorku infikované plicni tkané pfedem obarvené dle Grocotta
(specificka vazba Ag na mukopolysacharidové slozky bunééné stény A. fumigatus). Z vysledk
vyplyva, Ze interference hemového Zeleza neni tak vyznamna, jelikoz 2D mapa stiibra je
prakticky totozna s 2D mapou Zeleza a krom¢ toho se obé mapy plné shoduji s optickym

obrazem infikované oblasti po histologickém barveni (Obr. 5.6). Navic bylo zjisténo,
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Ze LA-ICP-MS poskytuje vyrazné lepsi dynamicky rozsah pro zobrazovani stiibra specificky

navazaného na buné&cné stény houby A. fumigatus béhem barveni dle Grocotta.

: )

0 1 006 Cps

Obr. 5.6 Porovnani vysledkti LA-ICP-MS mapovani distribuce *°Fe a ’Ag v infikované plicni tkani
s optickym obrazem IPA infekce po barveni dle Grocotta. LA-ICP-MS data byly nasbirany s sitkou
laserového svazku 10 pum (intenzita signalu vyjadiena v cps - ,,counts per second*).

Kvantitativni stanoveni Zeleza bylo zaloZzeno na vyuZiti dat ziskanych opakovanou
LA-ICP-MS analyzou péti kalibra¢nich standardu s ptfizptisobenou matrici na koncentra¢ni
hlading 0 (slepy vzorek), 60, 100, 150 a 220 ng.g™* Fe. Z kazdého kalibra¢niho standardu byla
opakované provedena analyza dvou linii bodi s délkou 1,5 mm. Po odeéteni signalu pozadi
byly priméry naméfenych intenzit vynaseny do kalibraéniho grafu proti skute¢nym

koncentracim ziskanym roztokovou ICP-MS analyzou po ptedchozi mikrovinné mineralizaci.
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Kalibra¢ni zavislosti pro jednotlivé velikosti laserového svazku 10, 30 um jsou spole¢né

s odpovidajicimi mezemi detekce a stanovitelnosti uvedeny na Obr. 5.7.
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Obr. 5.7 Kalibra¢ni graf pro Zelezo ziskany LA-ICP-MS analyzou pétice kalibra¢nich standardt
spole¢né s ptizpisobenou matrici a odpovidajici mezeme detekce a stanovitelnosti (intenzita signalu
vyjadiena v ¢ps - ,,counts per second*).

Kvantitativni LA-ICP-MS analyza piiblizné 20-ti nasobné zvyseni koncentrace Zeleza
v oblastech postiZzenych IPA infekci. Nartast koncentrace Zeleza v uvedenych oblastech tak
mize souviset piimo S pfitomnosti ferri-forem sekundarnich metabolitti, zejména sideroforu.
Kromé toho LA-ICP-MSI nabizi vyrazné lepsi dynamicky rozsah pro zobrazovani stiibra, které
je specificky redukovavano na bunécné sténé A. fumigatus béhem histologického barveni dle

Grocotta.
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5.4.4 Mapovani stiibra a zlata jako specifickych markeru IPA infekce
v plicni tkani

Dalsi vyznamnou aplikaci LA-ICP-MS v kontextu multimodalniho zobrazovéani IPA
infekce bylo mapovani  distribuce stiibra a zlata  specificky = navédzanych
na mukopolysacharidové slozky bunééné stény houby A. fumigatus béhem histologického
barveni dle Grocotta. Diky nizkym mezim detekce (0,03 pg.g™) a nizkému chemickému pozadi
pro oba prvky bylo mozné snizZit velikost laseroveho svazku (spotu) pro LA-ICP-MS
zobrazovani na 3-5 pm, coZz prakticky odpovida rozmérim jednotlivych hyf houby
A. fumigatus s velikosti 2 az 3 um. V ramci LA-ICP-MS zobrazovani byly testovany dva
rozdilné protokoly suseni fezt po histologickém barveni, a to suSeni provedené sérii roztoki
se zvysujicim se obsahem ethanolu (50, 70, 80, 90, 95 a 100 %) anebo suSeni za pomoci vakua
v exikatoru po dobu 40 minut. Suseni tenkych fezl stoupajici fadou ethanolu se prokazalo byt
(Obr. 5.8 a Obr. 5.9). Nicméné vzhledem k velmi nizkému pozadi sttibra v plicni tkani
(<0,45 pg.g™) bylo i pro 2D mapy s velikosti pixelu 3 pm dosaZeno dostate¢ného kontrastu
umoziujiciho jednozna¢nou identifikaci rozsifujici se IPA infekce (Obr. 5.8C,D). Kvantitativni
LA-ICP-MS mapovani selektivné vyredukovaného stiibra definuje moznost jeho vyuziti jako
selektivniho markeru pro monitorovani rozsitujici se IPA infekce.

Obdobnych vysledkt bylo dosazeno i v ptipadé LA-ICP-MS mapovani navazaneho
zlata s velikosti laseroveho svazku 5 pm. Specifické navdzani zlata na bunéénou sténu
A. fumigatus nastava béhem tonovani GMS barvenych tezi 0,2 % roztokem chloridu zlatitého,
kdy dochazi k selektivni iontové vyméné vyredukovaneho stiibra za ionty zlata z roztoku
chloridu zlatitého. K souc¢asnému LA-ICP-MS zobrazovani stiibra a zlata bylo rovnéz vyuzito
sady GMS barvenych 30 pum fezi plicnich tkani sestavajici se z kontrolniho vzorku,
infikovaného vzorku suSeného po GMS barveni stoupajici fadou ethanolu a infikovaného
vzorku suSené¢ho za pomoci vakua. Vysledné 2D mapy prostorové distribuce stiibra a zlata
piinasi spolehlivy obraz rozSifujici se IPA infekce v plicni tkéni infikované houbou
A. fumigatus. Mimoto LA-ICP-MS zobrazovani poskytuje vynikajici korelaci
charakteristickych znakt (rysti) IPA infekce vii¢i standardnimu histologickému vySetieni
zaloZzeném na vyhodnoceni GMS barveného prepardtu metodami optické mikroskopie
(Obr. 5.9). Na rozdil od opticke mikroskopie, LA-ICP-MS zobrazovani nabizi citlivé
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a selektivni kvantitativni stanoveni obou prvkd, které mize pomoci mikrobiologiim zejména

v diagnostice nejednoznaénych ptipad IPA infekce.

Obr. 5.8 LA-ICP-MS zobrazovani IPA infekce. (vlevo) Opticky obraz IPA infekce, (vpravo)
odpovidajici 2D mapy prostorové distribuce ’Ag v infikované plicni tkani. LA-ICP-MS data byla
nashirana se siikou laserového svazku 3 nebo 5 um a vysuseni fezi po GMS barveni byla provedena
stoupajici fadou ethanolu (A, C) nebo za pomoci vakua v exikatoru (B, D).
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Obr. 5.9 LA-ICP-MS zobrazovani IPA infekce. (A) Opticky obraz IPA infekce, odpovidajici 2D mapy
prostorové distribuce ’Ag (B) a *”Au (C) v infikované plicni tkani. LA-ICP-MS data byla nasbirana
s sitkou laserového svazku 5 um a vysuSeni fezli po GMS barveni byla provedena stoupajici fadou
ethanolu (vlevo) nebo za pomoci vakua v exikatoru (vpravo).

Kvantitativni analyza specificky navazaného stiibra a zlata byla zaloZena na vyuzZiti dat
ziskanych opakovanou analyzou Sesti kalibra¢nich standard s pfizpusobenou matrici
na koncentraéni hlading 0 (slepy vzorek), 0,1; 1; 10; 100 a 1 000 pg.g Ag a Au. Kalibra¢ni
zavislosti  spolecné s odpovidajicimi mezemi detekce a stanovitelnosti jsou uvedeny
na Obr. 5.10.
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Obr. 5.10 Kalibra¢ni grafy pro stiibro (A) a zlato (B) ziskané LA-ICP-MS analyzou $estice matri¢nich
kalibra¢nich standardt spole¢né s odpovidajicimi mezemi detekce a stanovitelnosti (intenzita signalu
vyjadfena v cps - ,,counts per second®).

DalSim cilem experimentalni prace bylo ur¢it teoretické mnozstvi prvka desorbovanych
z jednoho spotu ¢i pixelu pti LA-ICP-MS mapovani s velikosti laserového svazku 3, 5, 10,
30 pum. K teoretickému odhadu bylo vyuzito piedpokladu, ze pii LA-ICP-MS mapovani
dochazi ke kompletni ablaci vzorku, a tedy povrch ITO mikroskopického sklicka je znovu

obnoven. Pro vypocet mnozstvi desorbovanych prvki byla proto vyuZita hmotnost (2,7 mg)
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a skute¢na plocha (189,22 mm?) 30 um tenkého fezu kontrolni potkani plice fixované pHPMA
polymerem, tepelné fixovana tkan byla vazena v mokrém stavu (w.w.-,wet weight*).
Odhadované teoretické mnozstvi desorbovanych prvkt (Fe, Ag, Au) se pohybuje v rozsahu
jednotek femtogramu (Tab. 5.4), a to i pro velikost laserového svazku 30 um. Z ¢ehoz vyplyva,
Ze ablatované mnozstvi vzorku je sice dostacujici pro LA-ICP-MS zobrazovani, ale zaroven
nemusi byt postacujici molekularni pfistup zaméfeny na mapovani prostorové distribuce

jednotlivych forem sekundarnich metabolita A. fumigatus.

Tab. 5.4 Odhad teoretického mnozstvi prvki desorbovanych z jednoho spotu ¢i pixelu na drovni LOD
a LOQ pro rozdilné velikosti laserového svazku (spotu) 3, 5, 10, 30 um.

Hmotnost LOD LO
elikost l;rﬁotu spotu(ng) | (fg/kruhovy | (fo/ kr“?‘ow (fg;S)?el) (fg%gigel)
W.W. spot) spot)
Ag 3 um 0,10 0,01 0,02 0,01 0,02
Ag5 pm 0,28 0,01 0,03 0,01 0,04
Fe 10 um 1,12 0,80 2,40 1,00 3,00
Fe 30 um 10,09 5,20 14,90 6,70 19,00

w.w. — ,,wet weight*

Masivni rozsifeni invazivni plicni aspergilozy bylo dale potvrzeno pomoci skenovaciho
elektronoveho mikroskopu, ktery diky svému submikrometrickému rozliSeni umoznuje ziskat
morfologické detaily rozsifeni hyf A. fumigatus napti¢ celou infikovanou plicni tkani
(Obr.5.11A). Mimo to byla na povrchu GMS barveného fezu infikované plicni tkan¢ provedena
bodovad SEM-EDS analyza za ti¢elem stanoveni matri¢nich prvka odpovidajicich slozeni jak
ITO mikroskopického sklicka (pozadi), tak i hyf  houby

A. fumigatus. V pfipadé analyzy pozadi EDS analyza prokazala pfitomnost kiemiku, india

povrchu povrchu
a cinu pochézejicich z ITO mikroskopického skli¢ka, zatimco chemické pozadi pro Ag a Au
bylo zanedbatelné (Obr. 5.11B). Na druhou stranu, EDS analyza povrchu hyfy potvrdila
selektivni navazani stéibra a zlata na slozky bunééné stény A. fumigatus béhem barveni dle

Grocotta (Obr. 5.11C).
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Obr. 5.11 SEM zobrazovani fezu tkané infikované houbou A. fumigatus (A) s vyznacenymi body pro
prvkovou analyzu (barveni dle Grocotta, 15 kV, primarni zvétseni 8 000x), (B) ED spektrum pozadi
povrchu ITO mikroskopického skla, (C) ED spektrum nasbirané z povrchu hyfy houby A. fumigatus.

5.5 Zavér

Multimodalni zobrazovani invazivni plicni aspergilézy v potkanim modelu ukazalo,
Ze vyuziti jediné zobrazovaci techniky miZze byt nedostate¢né, a to zejména v piipadé studia
prostorové distribuce sekundarnich metaboliti jakozto potencialnich biomarkert invazivnich
mykotickych infekci. Bohuzel molekularni piistup mapovani sekundarnich metabolit
A. fumigatus nebyl Gspé&sny, jelikoz béhem MALDI-MS zobrazovani do$lo k potlaceni signala
mikrobialnich sideroforti, a to bud’ pfitomnosti fixaéniho pHPMA polymeru anebo kvili
omezenému dynamickému rozsahu MALDI-MSI. Na druhou stranu LA-ICP-MS zobrazovani
prostorové distribuce zeleza prokazalo piiblizné 20-ti nasobné zvySeni koncentrace Zeleza
v regionech postizenych IPA infekci, kdy nartst obsahu zeleza muze souviset piimo
s pritomnosti ferri-forem sekundarnich metabolitd zodpovédnych za ,kradez“ Zeleza
z organismu hostitele anebo ukladani Zeleza v hyfach a konidiich houby A. fumigatus.
Déale LA-ICP-MS mapovani specificky navazaného stiibra a zlata umoznilo detailni studium
roz§ifujici se IPA infekce v plicni tkani infikované houbou A. fumigatus. VVzhledem k nizkému
chemickému pozadi, nizkym detekénim limitim na koncentra¢ni Grovni 0,03 pg.g*
a unikatnimu dynamickému rozsahu pro oba kovy bylo mozné provést kvantitativni
LA-ICP-MS mapovani s velikosti laserového svazku 3-5 pm, coz by mohlo pomoci klinickym

mikrobiologim zejména v diagnostice nejednoznaénych piipadd vyskytu IPA infekce.

48



Selektivni navazani stiibra a zlata na mukopolysacharidové slozky bunécné stény A. fumigatus
spole¢né s nizkym chemickym pozadim pro oba kovy bylo potvrzeno SEM-EDS, ktery vyuZiva
submikrometrického rozliSeni elektronové mikroskopie. LA-ICP-MS zobrazovani zlata
a stiibra s prostorovym rozlisenim 3-5 pm odpovidajici prakticky velikosti jednotlivych hyf
ma znacny potencial stat se citlivéjsi alternativou ke standardnim vizualizaénim postuptim

pouZivanych v klinické mykologii.

6. Prostorové znacCky

6.1 Multimodalni zobrazovani a prostorové znacky

Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie (MSI-,,mass spectrometry imaging*) je jednou
z nejvyznamngéjSich a nejrozsifenéjSich analytickych technik poskytujici detailni studium
prostorové distribuce molekul a prvki v riznorodych biologickych vzorcich. Techniky MSI
umoznuji provést komplexni studium biologickych vzorkt od jednotlivych bunék, pres biopsie,
organy az po kompletni biologické systémy®>?%%2  Nejen proto je hmotnostné
spektrometrického zobrazovani hojné vyuzivano v oblastech biologie, biomediciny, patologie,
farmakologie, aj2®%%%, Avsak Zadna z komeréné dostupnych MSI technik neni sama o sobg
schopna poskytnout kompletni informace o prostorové distribuci biologicky vyznamnych
molekul a prvkt na povrchu studovanych biologickych tkani. Proto je pro detailni studium
biologickych vzorkli povazovanych za prostorové, morfologicky a metabolicky komplexni
systémy vyuzivan multimodalni ptistup kombinujici moznosti elementarniho a molekularniho
zobrazovani. V soucasnosti multimodalni zobrazovani vyuZiva nejcastéji pétice komercéné
dostupnych MSI technik, a to MALDI-MS, DESI-MS, SIMS, laserové ablace ve spojeni
s ionizaci elektrosprejem (LAESI) a LA-ICP-MS?%, Mimoto pro téely ziskani kompletnich
informaci o patofyziologickych ~ zménach v biologickych  tkanich mohou byt
molekularni/prvkovée 2D mapy dale porovnavany svysledky histologického barveni
(morfologické zmény), imunohistochemického barveni (detailni distribuce vybranych proteini
podilejicich se na patologickych zménach) ¢i fluorescencni mikroskopie (distribuce
fluorescentnich proteint, G¢innost signélnich drah atd.). Spravna interpretace takto ziskanych
dat ale vyzaduje piesny piekryv molekularnich/prvkovych 2D map s piislusnymi optickymi

snimky, coz mize byt zna¢n¢ obtizné zejména Vv piipadech, kdy analyzovana tkan neobsahuje
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charakteristické anatomické znaky. Navic i molekularni/prvkové 2D mapy mohou byt lehce
posunuty (deformovéany), a to v disledku zmény tvaru a velikosti fezu béhem kréjeni a fixace
biologického vzorku ¢i hardwarového nastaveni iontového zdroje. V piipadé multimodalniho
zobrazovani je pro spravny a piesny piekryv multimodalné nasbiranych dat nezbytné vyuzit
referenénich bodii tzv. prostorovych znacek (PZ, ,fiducial markers“)%, Dal$i vyznamnou
aplikaci PZ je 3D zobrazovani biologickych tkéani, kde jsou PZ vyuZivany ke sprdvnému
a presnému usporadani celé serie molekularnich/prvkovych 2D map ziskanych zobrazovanim
konsekutivné odebiranych fezii do jediného trojrozmérného objektu®>%,

Volba optimalniho slozeni prostorové znacky muize byt obtizna, a to zejména v piipadé
multimodalniho zobrazovani s vyuzitim kombinace MSI technik, optické mikroskopie,
fluorescenéni mikroskopie a histologického barveni. Zakladnimi poZzadavky kladenymi na PZ
je intenzivni zabarveni (opticka mikroskopie), absorpce/emise pii zvolené vinové délce
(fluorescencni mikroskopie), dostate¢na Gc€innost ionizace ve vybranych iontovych zdrojich
a v neposledni fadé také zanedbatelna difuze béhem piipravy biologického vzorku ¢i v prubéhu
histologického a imunohistochemického barveni.

Prvotni prace zaméfené na multimodalni zobrazovani s vyuzitim PZ byly zaloZeny
na vkladani kovovych jehel®®®" a teflonovych ty¢i® (rfizné priiméry a tvary) do biologickych
tkéani, bohuzel Zadna z uvedenych PZ neni kompatibilni s komeréné dostupnymi technikami
hmotnostné spektrometrického zobrazovani. Mezi PZ vhodné pro MSI, optickou
a fluorescencni mikroskopii patii PZ vyuzivajici smési organickych barviv ¢i inkoust. PZ
na bazi kresylové violeti, Ponceau S a bromfenolové modii byly vyuzity k 2D/3D zobrazovani
xenograftu rakoviny prsu pomoci MALDI-MSI a fluorescenéni mikroskopie®?. Zatimco
komeréni  Cerveny inkoust obsahujici smés Rhodaminu B, inhibitoru  koroze
a N-2-hydroxyetylpiperazin-N"-etansulfonové kyseliny (HEPES) byl pouZit k fuzovani 2D map
prostorove distribuce aktivnich farmaceutickych ingredienci a pomocnych latek na povrchu
pevnych lékovych forem, které byly multimodaln& nasbirané technikou DESI-MSI®**, Kromé
PZ na bazi organickych barviv bylo pro multimodalni zobrazovani potkaniho mozku a vzorku
rakoviny prsu technikami MALDI a SIMS vyuZito i katodového napraSovani tenkych a dobie
definovanych PZ zlata s velikosti 500 x 500 um®. Mezi dalsi velmi vyznamnou oblasti vyuZiti
riznych typu prostorovych znaéek jsou zobrazovaci metody pouzivané v Kklinické praxi
zahrnujici  magnetickou rezonanci (MRI)%°, pozitronovou emisni tomografii (PET)%,

pocita¢ovou tomografii (CT) a cilenou protonovou 1é¢bu'®.
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Cilem této prace bylo navrhnout a optimalizovat sloZeni prostorové znacky vhodné
K pfesnému a spravnému piekryvu molekularnich/prvkovych 2D map ziskanych MALDI-MS,
DESI-MS, LA-ICP-MS zobrazovani s optickymi snimky z histologického barveni (opticka

mikroskopie) a fluorescenéni mikroskopie.

6.2 Experimentalni ¢ast

6.2.1 Pouzité chemikalie a material

Rhodamin B (> 95 %, HPLC), kyselina mraven¢i (98 %), kyselina trifluoroctova
(99,0 %) byly dodany spole¢nosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Poly[N-(-2hydroxypropyl)methakrylamid] (pHPMA, Mw = 145000) byl syntetizovan
modifikovanou reakci methakryl chloridu s 1-aminopropan-2-olem v dichlormethanu
za piitomnosti uhli¢itanu sodného'®2. Methanol, acetonitril a HPLC voda byly zakoupeny
od firmy Merck Millipore (Praha, Ceska republika). Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova
(CHCA) a ,,indium-tin oxide* (ITO) mikroskopicka sklicka (75 x 25 x 0,9 mm) byly dodany
spole¢nosti Bruker Daltonics (Brémy, Némecko). Mikroskopicka skli¢ka ,,Omni slides*
potazend hydrofobni vrstvou teflonu byla zakoupena od firmy Prosolia, Inc (Indianapolis, IN,
USA). Zlaté nanocastice o velikosti 100 nm byly dodany spole¢nosti PerkinElmer Inc.
(Waltham, MA, USA). CRM vodny kalibra¢ni roztok Ag o koncentraci 1 000 + 2 mg.I"* byl
zakoupen od firmy Analytika, spol. s.r.o. (Praha, Ceska republika). Inzulinové injekéni
stiikacky Omnican 100 (vngjsi pramér 300 um) byly zakoupeny od firmy B. Braun (Praha,
Ceska republika).

6.2.2 Instrumentace

LA-ICP-MS zobrazovani bylo provedeno s vyuZitim laserového abla¢niho systému
Analyte G2 (Photon Machines, USA) ve spojeni s ORS-ICP-MS Agilent 7700x (Agilent
Technologies, Japonsko). Parametry LA-ICP-MS zobrazovani byly nasledujici: hustota zafivé
energie 2,12 J.cm?, frekvence 20 Hz, rezim ablace liniovy sken, pramér laserového svazku
85 um, rychlost pohybu vzorku 85 um.s*, pritok nosného plynu He 0,65 L.min™, piikon
generatoru 1200 W, pritok vné&jsiho plazmového plynu 15,0 L.min?, pritok stfedniho
plazmového plynu 0,9 I.min, pritok pomocného/nosného plynu Ar 0,75 1.min™, pritok He
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kolizni celou 2,0 ml.min™. LA-ICP-MSI data byla zpracovavana a vizualizovana programem
ImageLab (verze 2.18, Epina GmbH, Rakousko)®.

Pro MALDI-MS zobrazovani bylo vyuzito hmotnostniho spektrometru s vysokym
rozlisenim Solarix 12T FTICR (Bruker Daltonics, Némecko). Parametry MALDI-MS
zobrazovani byly nésledujici: vykon laseru 16 %, pocet laserovych pulzi 200, frekvence laseru
1000 Hz, prostorové rozliSeni 75 pum x 75 pm, pozitivni mod, hmotnostni rozsah
100-1 600 m/z. Z kazdého bodu bylo ziskano jedno hmotnostni spektrum. MALDI MSI data
byla zpracovavana a vizualizovana programem FlexImaging (verze 4.1, Bruker Daltonics,
Némecko).

K DESI-MS zobrazovéni byl pouZit DESI 2D systém (Prosolia, Inc., USA) ve spojeni
s Synapt G2-Si hmotnostnim spektrometrem (Waters Corporation, USA). Parametry DESI-MS
zobrazovani byly néasledujici: sprejovaci kapalina methanol:voda 9:1 (v/v), pritok sprejovaci
kapaliny 1,5 pl.min™, sprejovaci napéti 5 kV, tlak zmlZzovaciho plynu 0,45 MPa, vzdalenost
sprejovaci $pi¢ky od povrchu vzorku ~2 mm a od vstupu do hmotnostniho spektrometru 5 mm,
velikost spotu 75 um, rychlost pohybu vzorku 75 pm.s?, pozitivni mod, hmotnostni rozsah
100-1 200 m/z. Z kazdého bodu bylo ziskano jedno hmotnostni spektrum. DESI MSI data byla
zpracovavana a vizualizovana programem HDImaging (verze 1.4, Waters Corporation, USA).

6.2.3 Analyzované vzorky, sloZeni prostorovych znacek a jejich aplikace
Vzorky mySich ledvin byly ziskdny od zdravych jedinci a ihned
po vyjmuti z téla byly zmrazeny v kapalném dusiku a nasledné uchovany pii teploté -80°C.
Pted aplikaci prostorovych znacek a vlastnim krajenim byly tkané€ ponechéany pfi teploté -20 °C
po dobu 45 minut v kryomikrotomu CM1950 (Leica, Némecko). Pro tc¢ely multimodalniho
zobrazovani technikami MALDI-MS, DESI-MS LA-ICP-MS, optickou a fluorescen¢ni
mikroskopii bylo vysledné (optimalni) sloZzeni PZ nasledujici: 20 mmol.I"t rhodaminu B,
100 pg.ml? iontového stibra a 5 pg.ml™ nanodastic zlata ptipravenych v roztoku obsahujicim
100 mg.mI* pHPMA. Takto pfipravena polymerni smés byla postupné aplikovana do mysi
ledviny injekéni stfikackou s vnéjSim primérem injekéni jehly 300 um, za vzniku tfi
prostorovych znacek rozmisténych do vrcholii pravouhlého trojihelniku tvoficiho pismeno
L. Po aplikaci PZ byly vzorky mysich ledvin korondrné krajeny v pfedem definovanych
vzdalenostech na fezy o tloustce 10 um (MALDI-MSI), 20 um (DESI-MSI, opticka
a fluorescenéni mikroskopie) a 30 um (LA-1CP-MSI) pii teploté -20 °C pomoci kryomikrotomu
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CM1950. Rezy tkani byly pieneseny bud’ na ITO sklicko (MALDI-MSI, LA-ICP-MSI)
a,,Omni slides** (DESI-MSI) nebo na standardni mikroskopicka sklicka (opticka, fluorescen¢ni
mikroskopie) a poté tepeln¢ fixovany. Vzorky pro MALDI, LA-ICP-MS zobrazovani, optickou
a fluorescen¢ni mikroskopii byly vakuové suSeny po dobu 40 minut v exsikatoru, zatimco
vzorky pro DESI-MSI byly analyzovany bez jakéhokoliv dalsi Gpravy. V této fazi byly pofizeny
optické obrazy jednotlivych tkani pomoci skeneru HP Scanjet 4890 s rozliSenim 1 200 dpi
(DESI) a 4 800 dpi (MALDI, LA-ICP-MS). Poté byla na vzorky pro MALDI-MSI rovnomérné
nanesena CHCA matrice (7 g.I't v ACN:voda 50:50 (v/v) s 0,2 % kyselinou trifluoroctovou)

s vyuzitim pfistroje ImagePrep (Bruker Daltonics, Némecko) a pfednastavené nanaseci metody.

6.3 Vysledky a diskuze

6.3.1 Prostorové znacky, multimodalni a 3D zobrazovani mysi ledviny

Prvni cast experimentalni prace byla zaméfena na vybér optimalniho sloZzeni PZ
a na ovefeni jeho kompatibility s technikami MALDI-MS, DESI-MS, LA-ICP-MS
zobrazovani, optickou a fluorescen¢ni mikroskopii. Vysledné slozeni PZ poskytovalo syté
fialovo-rizové zbarveni, které zistalo nezménéno jak po aplikaci PZ do mysi ledviny
a opakovaném zmrazeni vzorku na -80 °C, tak i béhem pfipravy tenkych fezi a nasledném
naneseni CHCA matrice pro MALDI-MSI. Unikatnich vlastnosti rhodaminu B (intenzivni
razovo-fialové zbarveni, snadna ionizace a charakteristicka fluorescence) bylo vyuZito
pro zobrazovani rozmisténi PZ na povrchu mysi ledviny pomoci MALDI-MSI, DESI-MSI,
optické a fluorescen¢ni mikroskopie (Obr. 6.1A az D). Zatimco v ptipadé¢ LA-ICP-MS bylo
rozmisténi PZ urceno na zakladg& detekce signalii odpovidajicich stiibru (ve formé& Ag* ionti)
a zlatu (100 nm nanocastice) ptidanych do vysledné smési PZ (Obr. 6.1E). Vysledné sloZeni
PZ tedy poskytuje intenzivni fialovo-rizové zbarveni (optickd mikroskopie), intenzivni
fluorescenci (fluorescen¢ni mikroskopie), dobré ioniza¢ni vlastnosti rhodaminu B v pozitivhim
modu (MALDI-MSI, DESI-MSI) a intenzivni signal sttibra a zlata pro LA-ICP-MSI.
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Fluoro

Obr. 6.1 Porovnani signalti PZ ziskanych pomoci (B) fluorescen¢ni mikroskopie, (C) MALDI-MSI, (D)
DESI-MSI (rhodamin B 443,3 m/z), (E) LA-ICP-MS (¥’Ag, identicka 2D mapa byla ziskana i pro signal
¥7Au) s (A) optickym obrazem fezu mysi ledviny.

Dale byly prostorové znacky pouzity pro multimodalni zobrazovani molekul/prvki
v mysi ledviné. Po aplikaci PZ byla ledvinova tkan krajena kryomikrotomem v piedem
definovanych vzdalenostech na tenké fezy, které byly nasledné¢ upraveny dle postupt
uvedenych vkap. 6.2.3. V nasem piipadé¢ multimodalni zobrazovani zahrnovalo vyuZiti
MALDI-MSI, DESI-MSI, LA-ICP-MSI spole¢né s optickou a fluorescen¢ni mikroskopii.
Ziskana 2D data byla zpracovana a vizualizovana piisluSnymi programy za vzniku 2D map
distribuce molekul a prvku, které byly nasledné porovnavany s odpovidajicim optickym
snimkem mysi ledviny. Ke spravnému a ptesnému piekryvu multimodéalné nasbiranych dat
bylo vyuzito PZ respektive odpovidajicich signala pro jednotlivé komponenty PZ. VVzdjemné
uspofadani (pfekryv) vybranych molekularnich/prvkovych 2D map s optickym snimkem
analyzované mysi ledviny je zndzornéno na Obr. 6.2. Charakteristicky rozmisténych
prostorovych znacek bylo Gspésne vyuzito k vzijemnému prekryvu multimodalné nasbiranych
dat, coZ je nezbytné pro ziskani detailnich informaci o chemickém slozeni mysich ledvin

a prostorové distribuci biologicky vyznamnych prvka a molekul.
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Obr. 6.2 Vzajemny pickryv 2D map prostorové distribuce vybranych molekul (zejména lipidi) a
biogennich prvki z multimodalné zobrazovaciho experimentu s optickym snimkem mysi ledviny.
Soucasti porovnani jsou i 2D mapy odpovidajici prostorové distribuci tfech PZ — 443.3 m/z (MALDI,
DESI) ¥’ Au (LA-ICP-MS).

Posledni ¢ast prezentované prace byla zaméfena na studium moznosti aplikace PZ
pro 3D multimodalni zobrazovani. Pro testovani vhodnosti PZ pro 3D zobrazovani mysi tkané
bylo vyuzito molekularnich/prvkovych 2D map vzniklych analyzou tenkych fezii nakrajenych
v ptedem definovanych vzdalenostech (300 um) napfic¢ celou analyzovanou mysi ledvinou.
Ke spravnému a piesnému piekryvu multimodalné nasbiranych 2D map bylo vyuzito PZ
respektive odpovidajicich signadlti pro jednotlivé komponenty PZ. Vzijemné usporadani
jednotlivych molekularnich/prvkovych 2D map prostorové distribuce prostorovych znacek
na povrchu analyzované tkané spolecné s optickym snimkem analyzované mysi ledviny
je znazornéno na Obr. 6.3. Uvedeny piiklad demonstruje vyznam aplikace PZ pro spravné
a presné usporadani multimodalné ziskanych molekularnich/prvkovych 2D map za vzniku
jediného trojrozmérného objektu analyzované biologické tkan€. Pfedpokladem pro presnou
rekonstrukci 3D struktury analyzované tkané je soucasna vizualizace PZ na zakladé detekce
fyzikalné-chemickych vlastnosti jednotlivych sloZzek PZ vSemi pouzitymi zobrazovacimi

technikami.
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Obr. 6.3 Aplikace PZ pro 3D multimodalni zobrazovani biologickych tkani. Vzajemny piekryv 2D map
prostorové distribuce PZ vzniklych analyzou tenkych fezii nakrijenych v pfedem definovanych
vzdalenostech napfi¢ celou analyzovanou mysi ledvinou. Detekovany signal PZ — rhodamin B

443.3 m/z (MALDI-MS, DESI-MS) a *’Au (LA-ICP-MS).

6.4 Zavér

Multimodalni zobrazovani vyZaduje pouziti vhodnych prostorovych znacek pro spravny
a presny prekryv molekularnich/prvkovych 2D map pro ucely ziskani detailnich informaci
0 chemickém slozeni povrchu a prostorové distribuci biologicky vyznamnych prvki a molekul.
Aplikované PZ slozené z 20 mmol.I* rhodaminu B, 100 pg.ml™? iontového stiibra a 5 pg.ml*
nano¢astic zlata pfipravenych v roztoku 100 mg.mlt pHPMA polymeru se osvédgily
pro spravnou a piesnou kombinaci multimodalné nasbiranych molekularnich/prvkovych
2D map ziskanych pomoci pétice doplitujicich se zobrazovacich technik, a to MALDI-MS,
DESI-MS, LA-ICP-MS, optické a fluorescenéni mikroskopie. Nasledujici experimenty budou
zamé&feny na aplikaci PZ pro 3D zobrazovani raznych biologickych tkani a pro normalizaci
intenzity signélu jednotlivych molekularnich/elementarnich 2D map nezbytnou pro sprdvnou
rekonstrukci 3D struktury analyzované tkané na zakladé vzajemného piekryvu celé série

multimodalné nasbiranych molekularnich/prvkovych 2D map.
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7. LA-1ICP-MSI ve forenzni analyze — analyza povystielovych
zplodin piimo na latentnich otiscich prstu

7.1 Otisk prstu a kriminalisticka daktyloskopie

Prvni identifikaéni systém pro forenzni ucely byl zaveden na konci 19. stoleti v Anglii
a postupné se rozsiiil do celého svétal®®, Od té doby patii odbér otiskt prstu a jejich nasledna
analyza k zakladnim ukonim pfi vySetfovani kriminalnich ¢int. Studium otisku papilarnich
linii vychazi z poznatkii o fyziologickych vlastnostech pokozky c¢lovéka, které popisuje
daktyloskopie. Prabéh koznich papilarnich linii vytvofeny na vnitini strané prst, na dlanich,
na prstech nohou a chodidel je pro kazdého jedince charakteristicky, jedinecny a do jisté miry
i dédiény!®. Papilarni linie jsou tvofeny souvisle vyvysenymi koznimi reliéfy s vyskou
0,1-0,4 mm a $ifkou 0,2-0,7 mm, které se tvaruji do nejriznéjsich obrazcu — tzv. dermatoglyfi.
Vznik a existence dermatoglyfi papilarnich linii se fidi tfemi obecné€ uzndvanymi zakonitostmi
otiskli prsti: individualnost, neménnost a neodstranitelnost, které stanovil na konci 19. stoleti
Francis Galton®1%7_ Prvni z nich #ik4, Ze na svété neexistuji dva lidé, ktefi by méli naprosto
shodneé obrazce papilérnich linii. Je velice zajimavé, Ze i jednovaje¢nd dvojcata s identickou
DNA maji rozdilné otisky prstt, coz umoznuje jejich jednozna¢nou identifikaci. Druhy zakon
uvadi, ze obrazce tvotrené papilarnimi liniemi (skladba, ndvaznost, sled a relativni vzdalenost
mezi jednotlivymi daktyloskopickymi markanty) zUstavaji relativné neménné, piestoze
v prub¢hu zivota dochazi ke zménam ve velikosti papilarnich linii i celych sledovanych ploch
pokozky, ale i k poskozeni ¢i poruseni papilarnich linii v disledku riznych zranéni ¢i tvorbé
vrasek. Tteti z uvedenych zakonu fika, Ze obrazce papilarnich linii jsou trvale neodstranitelné.
Informace o tvaru papilarnich linii je totiZz uloZzena az v zarode¢né vrstvé pokozky (stratum
germinatium). Drobné povrchové poranéni nezanechavaji na obrazcich tvotenych papilarnimi
liniemi z4dné trvalé zmény, a to bez ohledu na zplsob poSkozeni (fezné rany, odieniny,
popéleniny). Zatimco Vv ptipad¢ hlubokych poranéni, kdy je poskozena ¢i ucelné odstranéna
zarode¢na vrstva, dochazi k trvalé zméné charakterizované jizvou. Vznikl3 jizva vSak miize byt
nositelem relevantni informace, nebot je sama o sobé dostate¢né jedineCnym
a charakteristickym znakem. Daktyloskopie spolecné¢ s DNA analyzou piedstavuje dva
zakladni pilife forenzni identifikace osob®1%7,

Vzhledem k vylucovani potu obsahujiciho komplexni smés chemickych latek (lipidy,
aminokyseliny, proteiny, hormony, anorganické prvky apod.) mohou byt otisky prsti
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zanechany na celé fadé povrchii VétSina zanechanych otiskd prsti jsou pro lidské oko
nedetekovatelné, a proto jsou oznacovany jako latentni (skryté). Latentni otisky prstii je mozné
zviditelnit riznymi fyzikalnimi, fyzikalné-chemickymi a chemickymi metodami. Bé&zné
fyzikalni, fyzikalné-chemické a chemické metody umoznuji sejmuti latentnich otiskd pfimo
z povrchll nalezenych na misté ¢inu, a to na zaklad¢ zvyraznéni kontrastu mezi vystouplymi
papilarnimi liniemi a prohlubnémil®. Tyto postupy musi byt velmi jednoduché, ale spolehlivé
natolik aby byl odebran co nejkvalitnéjsi otisk prstu, ktery mize byt nasledné porovnan
s databazi otisku prstt, popiipadé s otiskem referenénim. Zviditelnéni otiskt prsti mize byt
provadéno pomoci celé tady latek, které interaguji s chemickymi latkami obsaZenych v otisku
(aminokyseliny — ninhydrin, 1,8-diazafluoren-9-on, 1,2-indanedion, 5-methylthioninhydrin).
Na druhou stranu pro terénni vizualizaci otiskt prst byl velmi rozsifen postup vyuZivajici
depozice riznych druhii daktyloskopickych praski (argentorat, bronz, praskovy hlinik, zelezny
prach, apod.)!%, Né&které nové trendy zahrnujici vyuziti anorganickych nano¢astic a kvantovych
tecek v3ak byly publikovany teprve nedavno!'®!3, Zkoumani daktyloskopickych stop, tedy
daktyloskopicka identifikace, v kriminalistické praxi dosud piedstavuje aplikaci
identifika¢niho algoritmu tzv. ,.fingerprint matching algoritmus® zaloZzeného na pfimém
vizudlnim ¢i programovém srovnani shody daktyloskopickych markantti na otisku z mista ¢inu
s kontrolnim (referen¢nim) otiskem (,,Automated Fingerprint Identification System®, (AFIS)).
Minimalni pocet daktyloskopickych markantii pottebnych pro urceni shody daktyloskopickych
stop s referen¢nim otiskem Se pro jednotlivé zem¢ znacné 1i$i. Minimalni po¢et markanta pro
vybrané zemé je: 7 (Rusko), 8-12 (Némecko a Svycarsko), 10-12 (Nizozemsko), 10 (Ceska
republika a Slovensko), 12 (Belgie, Portugalsko, Francie, lIzrael, Slovinsko, Spanélsko,
Turecko, Staty Jizni Ameriky, 16-17 (ltalie), poptipadé na zakladé vyjadieni experta (USA,
Anglie)t4,

Nicméné v poslednich letech jsme svédky renesance detailniho studia latentnich otisk
prsti pomoci sofistikovanych instrumentalnich technik s cilem ziskat dodate¢né informace
napomahajici k objasnéni trestného ¢inu. K doposud ziskanym dopliiujicim informacim patii
zejména pohlavi a veék, pfitomnost endogennich chemickych latek (lidské metabolity
s diagnostickou hodnotou), pfitomnost exogennich chemickych latek (zneuzivani drog, farmak,
exploziv, kosmetiky, potravin) ¢i piitomnost ¢astic povystielovych zplodin!**?!, Soucasny
stav v oblasti zobrazovani latentnich otiskl prsti a moznosti analyzy endogennich a exogennich

chemickych latek obsazenych v otiscich prstii shrnuje prehledovy ¢lanek z roku 20162,
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7.2 Povystrelové zplodiny

Detekce a identifikace povystielovych zplodin (,,gunshot residues”- GSR) na povrchu
latentnich otiskl prsti poskytuje stézejni informace k urceni, zda podeziela osoba pouzila
stielnou zbran pii trestném ¢inu. Povystielové zplodiny jsou charakterizovany jako ¢astice
vytvarené v duasledku procesu hoteni zdzehové sloze zdpalky, prachové naplné naboje
a néasledné interakce vzniklych zplodin s konstrukénimi prvky naboje za teplot a tlaka
vznikajicich pfi samotném vystielul???*, Povystrelové zplodiny opousti stfelnou zbrai
(hlaven, zavér, netésnosti) v plynném skupenstvi a vytvaii oblak zplodin v okoli zbrané, ktery
rychle kondenzuje (n¢kolik milisekund) za vzniku mikroskopickych ¢astic charakteristickych
pro povystielové zplodiny. Zkondenzované castice nésledné sedimentuji a ulpivaji nejen
na rukou, obli¢eji a odévu stielce, ale i na predmétech a osobach nachazejicich se v tésné
blizkosti stielné zbran&'??1%>, Dle ENFSI (,,European Network of Forensic Science Institutes*)
jsou za charakteristické povystielové zplodiny povazovany kulovité castice s velikosti
0,5 = 5,0 um a chemickym sloZzenim odpovidajicim stielné zbrani, projektilu a nabojnici.
Na zéakladé profilu obsazenych prvki jsou povystielové zplodiny klasifikovany do 9 z&kladnich
tiid: tiida 1: Pb—Sh—Ba (navic ¢astice mohou obsahovat jeden nebo i nékolik uvedenych prvki:
Si, Ca, Al, Cu, Fe, S, P, Zn, Ni); tfida 2: Ba—Ca-Si; tiida 3: Sb—-Ba; tiida 4: Pb-Sb; tfida 5:
Ba—Al; tfida 6: Pb—Ba; tiida 7: Pb, tfida 8: Ba a tfida 9: Sb. MnozZstvi ulp&lych ¢astic na rukou,
obliceji, vlasech a odévu stielce zavisi na nékolika faktorech, mezi které patii typ zbrané,
pouzité stielivo, stafi a technicky stav zbrang, hygienické navyky stielce a uplynula dobal??124,

Za standardni techniku pro analyzu a jednoznaénou identifikaci ¢astic povystielovych
zplodin je stale povazovana skenovaci elektronovd mikroskopie s energiové-disperznim
spektrometrem (SEM-EDS)'%6-128 3 to i navzdory tomu, Ze v pritbéhu let byla pouZita cel4 fada
instrumentalnich technik!?®13°, Mezi dal$i pouzivané techniky prvkové analyzy patii

)3! rentgenova fluorescenéni spektrometrie (XRF),

neutronova aktivaéni analyza (NAA
asticové indukovana RTG emisni spektrometrie (PIXE)213 hmotnostni spektrometrie
sekundarnich iontd (SIMS), atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS), optickd emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES), hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS)*** a v neposledni #adg jeji spojeni s laserovou ablaci
(LA-ICP-MS)123124135136  jednotlivé aplikace uvedenych technik jsou dale shrnuty
v piehledovych ¢lancich®® 140, Pfestoze jiz bylo LA-ICP-MS vyuZito pro analyzu

povystielovych zplodin, tak doposud nebyla publikovana metoda umoznujici soucasné
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provedeni detekce a identifikace jednotlivych typti Castic povystielovych zplodin piimo
na povrchu latentniho otisku prstu spole¢né s jeho ndslednou rekonstrukci pro ucely identifikaci
,.stielce® pomoci standardnich daktyloskopickych metod. Cilem této prace bylo vyvinout
a optimalizovat LA-ICP-MSI metodu pro detekci a charakterizaci jednotlivych ¢astic
povystielovych zplodin na povrchu latentniho otisku prstu se souc¢asnou identifikaci ,,sttelce®.
Piima identifikace byla zalozena jednak na porovnani 2D map kovu charakteristickych
pro povysticlové zplodiny se zviditelnénymi kontrolnimi (referen¢nimi) otisky nebo
na vizualnim porovnani rozmisténi charakteristickych papilarnich linii a rozmanitych

daktyloskopickych markantd.

7.3 Experimentalni ¢ast

7.3.1 Pouzité chemikalie, material, pistole a munice

Kyselina dusiéna 65 % Analpure®, peroxid vodiku 30 % PA+, CRM vodné kalibra¢ni
roztoky Cu, Zn, Sh, Ba, Hg a Pb o koncentraci 1 000 + 2 mg.I"t a CRM vodny kalibraéni roztok
interniho standardu pro ICP-MS ,INT-MIX 1“ (Sc, Y, In, Th, Bi) o koncentraci
10 + 0,1 mg.I"* byly zakoupeny od firmy Analytika, spol. s.r.o. (Praha, Ceska republika).
Deionizovana voda (mérny odpor 18,2 MQ.cm) byla ziskdna z dvoustupniové deionizaéni
stanice Milli-Q water systému (Millipore, Francie). Mikroskopicka skli¢ka (76 x 26 X 1 mm),
bronzovy daktyloskopicky prasek, bilé daktyloskopické folie (3,8 x 5,2 cm), transparentni
daktyloskopicka paska (Sitka 3,8 cm), daktyloskopicky S$tétec (material veverka) byly
zakoupeny od firmy Sirchie (Youngsville, NC, USA). Pro ziskani vzorkd povystielovych
zplodin byla pouzita samonabijeci pistole CZ 75D Compact P-01 raze 9 mm (Ceska zbrojovka,
a.s., Uhersky brod, Ceska republika) a stielivo 9 x 19 mm Luger s celoplaitovou stielou ,,full
metal jacket” 7,5 g (Sellier & Bellot, Vlagim, Ceska republika).
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7.3.2 Instrumentace

Pro stanoveni koncentrace Cu, Zn, Sb, Ba, Hg a Pb ve vzorcich otiskl prstii odebranych
na daktyloskopickou pasku bylo vyuzito konvenéni roztokové ICP-MS analyzy vyuZivajici
mikrovinného rozkladného systému MLS 1200 mega a ORS-ICP-MS Agilent 7700x (Agilent
Technologies, Japonsko) vybaveného autosamplerem ASX-520, mikrokoncentrickym
zmlzovacem, chlazenou mlznou komorou dle Scotta a oktapdlovou kolizné/reakéni celou.
Pro LA-ICP-MS mapovani byl pouZit laserovy abla¢ni systém Analyte G2 (Photon Machines,
USA) ve spojeni s ORS-ICP-MS. Optimalizované parametry nastaveni laserove ablace
a ORS-ICP-MS jsou uvedeny v Tabulce 7.1. Ziskana (¢asové zavisld) hmotnostni spektra byla
rekonstruovana zobrazovacim programem ImageLab za vzniku 2D map prostoroveé distribuce
Cu, Zn, Sb, Ba, Hg a Pb. Nasledné byly vysledné 2D mapy korelovany s piislusnymi otisky
prsta tiech stielct po jejich pfedchozim zviditelnéni bronzovym daktyloskopickym praskem.
Optimalizace parametru laserové ablace (energie laseru, prutoky nosného plynu atd.) pro ucely
minimalizace frakcionace a ziskani nejvyssi intenzity signala byla zaloZzena na LA-ICP-MS
analyze Cu, Zn, Sh, Ba, Hg a Pb ve sklenéném certifikovaném referenénim materialu NIST
612.

Tab. 7.1 Optimalizované parametry laserove ablace a ORS-ICP-MS

Parametr LA-ICP-MS Roztokova analyza
Hustota zafivé energie (J.cm) 2,12 -
Rezim ablace Liniovy sken -
Frekvence (Hz) 20 -
Integraéni ¢as (ms) 80 100
Prumér laserového paprsku (um) 110 -
Rychlost pohybu vzorku (um.s™?) 110 -
Vzdalenost mezi liniemi (pm) 10 -
Nosny plyn He (l.min) 0,65 -
Ptikon generatoru (W) 1200 1550
Vnéjsi plazmovy plyn (l.min?) 15,0 15,0
Stiedni plazmovy plyn (I.min) 0,9 0,9
Pomocny plyn/nosny Ar (I.min™) 0,75 1,1
45 63 66 89
Monitorované izotopy “Cu, EZZZI_T ; 1221088b' +Ba, glcs,b,%géa,zlgéTb\,('
g, “*Pb 202g, 208ppy, 209R;]
He v kolizni cele (ml.min?) 2,0 43
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7.3.3 Stirelba a odbér otiskii prstu

Realné vzorky povystielovych zplodin ulpélych na rukou stielce po stielbé
ze samonabijeci pistole CZ 75D Compact P-01 raze 9 mm byly ziskény v prostorach venkovni
stielnice v Olomouci (LAZECKA STRELNICE, spol. s.r.0.). Pfed samotnou stielbou byla
zbran dikladné vycisténa dle pokynti vyrobce a poté jemné oSetfena 1 % roztokem kyseliny
dusi¢né. Navic pied kazdym experimentem byly stfelcovy ruce diikladné o€istény a oplachnuty
v 1 % (v/v) roztoku HNOs. Tento postup byl provadén za ucelem odstranéni vSech moznych
kovovych kontaminantt ulpélych jak na zbrani, tak i na rukou stelce z piedchozi stielby.
Pro detailni studium povystielovych zplodin byly vzorky kontrolnich otiskt (n = 3), otisku prstu
po manipulaci se stfelivem a stielnou zbrani (n = 3), po jednom vystielu (n = 3) a po péti
vystielech (n = 3) odebirany duplicitné. Prvni z nich byl otisknut na ¢isté mikroskopické sklicko
(LA-ICP-MS zobrazovani) a druhy otisk byl po otisknuti na mikroskopické skli¢ko odebran
transparentni daktyloskopickou paskou (roztokova ICP-MS analyza), ktera byla poté dukladné
zabalena a vlozena do Cisté a pfedem oznacené PP mikrozkumavky. Kromé redlnych vzorka
byly mezi kazdym experimentem odebirany slepé vzorky otiskti prstu stfelce. Pro ucely
porovnani rozdili mezi jednotlivymi testovanymi skupinami na zakladé vysledki roztokové
ICP-MS analyzy byly také odebirany kontrolni otisky (n = 10, sestavajici ze 7 otiskii muza
a 3 otiski Zen) a otisk po manipulaci s mincemi, konkrétné s mincemi o nominalni hodnot¢ 10,
20 a50 K¢ (n=1).

7.3.4 Zviditelnéni otisku prstu

Nasledné¢ byly v laboratofi odebirany kontrolni otisky prstit od vSech testovanych osob,
kdy testované osoby opét otiskly palce pravé ruky na mikroskopické sklicko oznaéené
ptislusnymi inicialami. Kontrolni otisky prstd byly poté zviditelnény bronzovym
daktyloskopickym praSkem a po jejich pteneseni na bilou daktyloskopickou folii byly snimany
skenerem Epson Perfection Photo V370 s rozlisenim 1 200 dpi. Zviditelnéné otisky prsti byly
pouzity jednak k vypoétu ploch jednotlivych otiski, ale zejména Kk identifikaci stielce
na zakladé porovnani s 2D mapami distribuce Cu, Zn, Sb, Ba, Hg a Pb ziskanych pomoci
LA-ICP-MS zobrazovanim.
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7.3.5 Analyza povystielovych zplodin

Transparentni daktyloskopické pasky s otisky prstii 0sob rozdélenych do 5 testovanych
skupin: kontrolni (n = 10), manipulace s mincemi (n = 1), manipulace se stfelivem a stielnou
zbrani (n = 3), po jednom vysticlu (n = 3) a po péti vystielech (n = 3) byly navaZzeny
do teflonovych mineralizacnich kelimkt, kde k nim byla pfidana mineraliza¢ni smés slozena
z2 ml 65 % kyseliny dusi¢né a 1 ml 30 % peroxidu vodiku. Takto ptipravené vzorky byly
rozkladany v mikrovinném rozkladném systému MLS 1200 mega podle vicekrokového
rozkladného programu uvedeném v Tabulce 5.3 Vychlazené mineralizaty byly kvantitativné
ptevedeny do 10 ml odmérnych ban¢k a doplnény po rysku deionizovanou vodou. Slepy pokus
byl pfipraven mikrovinnym rozkladem transparentni daktyloskopické pasky bez odebraného
otisku prstu. V takto piipravenych vzorcich byly koncentrace Cu, Zn, Sb, Ba, Hg a Pb
stanoveny pomoci roztokové ICP-MS analyzy. Pro vypocet mezi detekce byly slepé pokusy

ptipraveny rozkladem 2 ml 65 % kyseliny dusi¢né a 1 ml 30 % peroxidu vodiku.

7.3.6 Statistick4 analyza

Vysledna data jsou dale v textu vyjadiena jako primér + SD. Statisticky program NCSS
2007 (NCSS LLC, Kaysville, UT, USA) byl pouZit k jednorozmérné analyze dat, zatimco
program EZinfo (Umetrics, Svédsko) byl pouZit k vicerozmémé (multivariaéni) analyze dat
zahrnujici analyzu hlavnich komponent (PCA). Ovéfeni normalniho rozdéleni dat bylo
provadéno Shapirovym-Wilkovym testem normality. Pro porovnani vyznamnosti rozdilt
v primérnych koncentracich Cu, Zn, Sb, Ba, Hg a Pb mezi jednotlivymi testovanymi skupinami
(kontrolni, manipulace s mincemi, manipulace se stfelivem a stielnou zbrani, po jednom a pé&ti
vystrelech) bylo vyuzito dvouvybérového t-testu. Pro vSechny pouzité jednorozmérné
statistické testy byla P-hodnota <0,05 povaZovéana za statisticky vyznamnou. Meze detekce
(LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) byly vypocteny pomoci matematického modelu ,,meze:

3s — IUPAC* ve validovaném programu EffiValidation 3.0 (Effichem, s.r.o., Ceska republika).
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7.4 Vysledky a diskuze

7.4.1 Roztokové analyza povystielovych zplodin

Prvni ¢ast prace byla zaméfena na testovani pfitomnosti kovii charakteristickych pro
povystielové zplodiny s ndslednym porovnanim koncentra¢nich hladin pro Cu, Zn, Sb, Ba, Hg,
Pb v mineralizatech pienesenych otiska prsti pochézejicich 5 testovanych skupin: kontrolni,
manipulace s mincemi, manipulace se stielivem a stfelnou zbrani, po jednom a péti vystielech.
Kvantitativni stanoveni bylo provedeno pomoci ORS-ICP-MS po pfedchozim mikrovinném
rozkladu sady vzorkl otisktl prsti odebranych na transparentni daktyloskopické pasky (viz.
kapitola 7.3.5 Analyza povystielovych zplodin). Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti
(LOQ) byly vypocteny na zaklad¢ dat ziskanych analyzou 6 nezavisle pfipravenych slepych
pokusii podle matematického modelu ,,meze: 3s — IUPAC®, kdy ziskané hodnoty byly déle
piepocteny na priimérnou plochu otisku prstu 4,5 + 0,8 cm? a fedéni do 10 ml odmérnych bangk.

Ziskané hodnoty LOD a LOQ jsou shrnuty v Tabulce 7.2.

Tab. 7.2 Meze detekce a meze stanovitelnosti

1zotop LOD (ng.cm™) LOQ (ng.cm?)
3Cu 0,06 0,20
6Zn 0,28 0,93
1215 0,02 0,07
137Ba 0,05 0,17
202Hg 0,25 0,83
208pp 0,02 0,07

Kvantitativni ICP-MS analyza prokazala vyrazné zvySeni koncentraci prvku
charakteristickych pro sloZeni povystielovych zplodin (Sbh, Ba, Hg, Pb) ve vzorcich po jednom,
a hlavné po péti vystielech. Na druhou stranu ve vzorcich po manipulaci se stielivem a stielnou
zbrani byly zvySene zejména koncentrace Cu, Zn a Pb odpovidajici sloZzeni materialu nabojnice
(70 % Cu a 30 % Zn) a celoplastové stiely s jadrem ze slitiny olova, zatimco koncentrace rtuti
byla pod mezi detekce ICP-MS metody. V porovnani s kontrolni skupinou byla u vzorku
po manipulaci s mincemi namétfena vyrazné vySs$i koncentrace Cu, coz plné odpovida
prvkoveému sloZeni Upravy povrchu minci s nominalni hodnotou 10, 20 a 50 K¢. Primérné

koncentrace kovti pro kontrolni skupinu byly 35 + 16 ng.cm™ pro Cu, 89 + 37 ng.cm™ pro Zn,
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3 + 1 ng.cm?pro Sb, 11 + 4 ng.cm™ pro Ba, <LOQ (0,83 ng.cm™?) pro Hg a 17 + 6 ng.cm™
pro Pb. Pfi¢emz koncentrace vsech analyzovanych kovi ve slepém vzorku (transparentni paska
bez otisku prstu) se pohybovaly pod 1 ng.cm?. Pro porovnani vyznamnosti rozdila
v prumérnych koncentracich Cu, Zn, Sb, Ba, Hg a Pb mezi jednotlivymi testovanymi skupinami
bylo vyuzito dvouvybérového t-testu. V porovnéni s kontrolni skupinou, jsou rozdily
v koncentracnich hladinach pro Cu, Zn, Sb, Ba, Hg a Pb na otiscich prsti pochazejicich
ze skupiny po manipulaci s mincemi, po manipulaci se stielivem a stielnou zbrani, po jednom
a péti vystielech statisticky velmi vyznamné (p <0,01). Vyjimkou je Zn (manipulace s mincemi
vs kontrolni otisk) p = 0,038 (statisticky vyznamné) a Hg (manipulace s mincemi vs kontrolni
otisk (p = 0,369), manipulace se stielivem a stielnou zbrani vs kontrolni otisk (p = 0,676)),

kdy rozdily v namé&fenych koncentracich jsou statisticky nevyznamne (Obr. 7.1).
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Obr. 7.1 Porovnani koncentra¢nich hladin Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb ve vzorcich ptenesenych otisku prstt
pochézejicich z 5 testovanych skupin: kontrolni, manipulace s mincemi, manipulace se stfelivem
a stielnou zbrani, po jednom vystielu a po péti vystielech. Dvouvybérovy t-test byl povaZzovan za
vyznamny pro p <0,05, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, n - statisticky nevyznamny.



Pro ucely vicerozmérné analyzy byla data upravena prostiednictvim logaritmické
transformace za ucelem potlaceni kvantitativni a zvySeni kvalitativni funkce dat. Vznikly
soubor dat byl poté zpracovavan a studovan ve statistickém programu EZinfo s vyuZitim
analyzy hlavnich komponent (PCA). Rozptylovy diagram komponentniho skére (Obr. 7.2)
ukazuje vyznamné rozdily mezi testovanymi skupinami (kontrolni, manipulace s mincemi,
manipulace se stielivem a stfelnou zbrani, po jednom a péti vystielech), které jsou tak rozdéleny
do 5 oddélenych klastr. Kontrolni otisky jsou koncentrovany v oblasti definované jako
obdélnik se soufadnicemi (x1; X2; Y1; Y2) -2,0; -1,4; -0,7; -0,1, zatimco otisk po manipulaci
s mincemi se nachazi v oblasti definované bodem -2,7; 3,1. Oproti tomu otisky souvisejici
S pouzitim stfelné zbrané se nachéazeji v obdélnikovych oblastech definovanymi body
(X1; X2; y1; y2) 0,7; 1,2; 0,0; 0,4 (otisky po manipulaci se stielivem a stielnou zbrani),
2,2; 2,4, -0,4; -0,1 (otisky po jednom vystielu) a 3,1; 3,4; -0,1; 0,7 (otisky po péti vystielech).
Ziskané vysledky potvrdily, ze odbér latentnich otiskti prstu na mikroskopicka sklicka je
dostatecné ucinny tak, aby dochézelo i Kk pfeneseni ¢astecek povystielovych zplodin ulpélych
na papilarnich liniich jedince. Navic kvantitativni ICP-MS stanoveni Cu, Zn, Sh, Ba, Hg, Pb
umoznilo odliSit jednotlivé otisky prstu pochazejicich ze wvSech testovanych skupin,
ptekvapive 1 otisky prstli po manipulaci se stfelivem a stfelnou zbrani, po jednom a péti

vystrelech.
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Obr. 7.2 Rozptylovy diagram komponentniho skore, PC1: 80,84 %, PC2: 12,25 %. A - kontrolni
skupina, ¥ — manipulace s mincemi, ¢ — manipulace se stfelivem a stfelnou zbrani, ® — po jednom
vystielu, m — po péti vystielech.

7.4.2 LA-ICP-MS zobrazovani povystielovych zplodin

LA-ICP-MS zobrazovani bylo vyuZito jednak k detekci a charakterizaci jednotlivych
¢astic povystielovych zplodin na povrchu latentniho otisku prstu, ale pfedevsim k identifikaci
»stielce™ na zakladé porovnani 2D map prostorové distribuce Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb
se zviditelnénymi kontrolnimi (referen¢nimi) otisky. Monitorované kovy byly vybrany na

122124 " prvkového slozeni nabojnice,

zéklad¢ prvkového slozeni Castic povystielovych zplodin
zapalkové slozZe, celoplastové stiely a v neposledni fadé na zékladé vysledki roztokové analyzy
otiskt prstu s ulpélymi povystielovymi zplodinami. Mapovéna byla sada latentnich otiskt prstt
sestavajici se ze slepého vzorku (povrch mikroskopickeho skla bez otisku prstu), kontrolniho
otisku, otisk po manipulaci se stielivem a stielnou zbrani, otisku po jednom a péti vystielech.
Pro LA-ICP-MS analyzu byla vybrana oblast s rozmérem ~ 0,9 x 1,3 cm (doba analyzy ~ 2,5
az 3 hodiny), kterd byla symetricky rozmisténd okolo stiedu (vrcholu) otisku, z divodu
maximalizace pokryti rozmanitych daktyloskopickych znakd.

LA-ICP-MS mapovani poskytlo detailni informace o prostorove distribuci jednotlivych
Castic povystielovych zplodin na povrchu latentnich otiskii prstu souvisejicich piimo se

samotnou stfelbou, ale i kovovych castecek a dalSich necistot ulpélych na otiscich prstu

po manipulaci se stfelivem a stfelnou zbrani a na kontrolnim otisku (Cu, Zn, Pb). Vysledky
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mapovani Cu, Zn, Sh, Ba, Hg, Pb na povrchu odebranych otiski prsti jsou uvedeny na Obr. 7.3
(stielec 1) a Obr. 7.4 (stfelec 2). V ptipadé kontrolniho latentniho otisku vSak nebylo mozné
ziskat (rekonstruovat) 2D mapu prostorove distribuce Sb a Hg, a to z divodu jejich nizkého
piirozeného vyskytu v Zivotnim prostifedi. Mimo to rtut’ nebyla detekovana ani na povrchu
otisku prstu po manipulaci se stfelivem a stielnou zbrani, coz oba prvky fadi mezi velmi
vyznamné a unikatni markery povystielovych zplodin. V porovnani s kontrolnim otiskem,
LA-ICP-MS mapovani prokazalo vyrazny narust intenzity signalu pro Cu, Zn, Sbh, Ba, Hg, Pb
u otiskli pochdzejicich ze vSech tii testovanych skupin (stelivo, 1 vystrel, 5 vystteli). V piipadé
otiskli po manipulaci se stfelivem a stfelnou zbrani byla zjiSténa rovnomérnéjsi distribuce kovi
na povrchu papilarnich linii, ktera je ziejmeé zpisobena otérem celého biiska palce pii vkladani
naboju do zasobniku. Vzhledem k nedostupnosti certifikovaného referen¢niho materialu
s definovanym slozenim, respektive velikosti Castic povystielovych zplodin (intenzita
analytického signalu zavisi zejména na velikosti ¢astic povystielovych zplodin) nebyla bohuzel
provedena kvantitativni LA-ICP-MS analyza kovi charakteristickych pro povystielové
zplodiny. Z uvedenych vysledku vyplyva, ze studium rozdild v intenzité signali, ale ptedevsim
v distribuci Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb ma znacny dopad pro identifikaci a charakterizaci
povystielovych zplodin, kdy miizeme odlisit, zda odebrany otisk souvisi s manipulaci
se stielivem a stfelnou zbrani, nebo ptimo se samotnou stielbou. Tedy v piipadé, Ze na povrchu
otisku prstu nejsou identifikovany typické kulovité ¢astice s prvkovym profilem odpovidajicim
jednotlivym  tfidam  povystielovych  zplodin, tak je mozné vyvodit zavér,
ze odebrany otisk neni spojen se stielbou ze zbran¢ anebo jiné kontaminace povystielovymi

zplodinami (osoba v blizkosti stielby).
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Kontrola Strelivo 5 Vystrell

O — 500 cps

0 — w1 700 cps 0 — 2 500 cps

0 — . 1 500 cps 0 m— 2 000 cps

0 — . 17 000 cps O m— w40 000 cps

Obr. 7.3 Identifikace povystielovych zplodin na zakladé LA-ICP-MS zobrazovani prostorové distribuce
Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb na povrchu latentnich otiski prsti stielce ¢. 1 pochazejicich ze 4 testovanych
skupin: kontrolni, manipulace se stfelivem a stfelnou zbrani (stfelivo), po jednom vystielu a po péti
vystielech, (cps — intenzita signalu).
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O m— . 30 000 cps O m— 55 000 cps

Obr. 7.4 Identifikace povystielovych zplodin na zakladé LA-ICP-MS zobrazovani prostorové distribuce
Cu, Zn, Sh, Ba, Hg, Pb na povrchu latentnich otiska prsti stielce €. 2 pochézejicich ze 3 testovanych
skupin: manipulace se stielivem a stielnou zbrani (stfelivo), po jednom vystielu a po péti vystielech,
(cps — intenzita signalu).
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Céstice povystielovych zplodin byly na otiscich prstii souvisejicich s pouZitim stéelné
zbran¢ identifikovany jednak na zakladé pfitomnosti kulovitych ¢astecek a jejich shluka, které
maji shodnou prostorovou distribuci prvka (Sb, Ba, Hg, Pb, ale i Cu a Zn) odpovidajici
charakteristickému prvkovému slozeni jednotlivych tiid povystielovych zplodin (Obr. 7.3
a Obr. 7.4). Navic LA-ICP-MS casové¢ (prostorov€) zavisla data byla vyuzita pro detekci
a néslednou charakterizaci jednotlivych skupin povystielovych zplodin. Jednotlivé ¢astice byly
identifikovany na zaklad¢ simultanniho zaznamu signalu pro izotopy Pb, Sb, Ba, Hg, Cu, Zn
predstavujicich  prvkovy profil charakteristickych ¢astic povystielovych  zplodin.
Tedy v ptipad¢ soucasné detekce (identicky ablacni ¢as) signald pro Pb, Sbh, Ba, Hg, Cu, Zn Ize
tyto signély povazovat za charakteristické pro castice povystielovych zplodin s typickym
prvkovym sloZenim (Obr. 7.5). Nicmén¢ podminkou pro detekci ¢astic povystielovych zplodin
bylo nastaveni minimalni intenzity potiebné pro pozitivni identifikaci signalu pro pfislusné
izotopy kovu charakteristické pro povystielové zplodiny. Minimalni hodnota signélu
odpovidajici nejmensi detekované ¢astici byla stanovena jako desetinasobek priméru signalu
pozadi pro slepy vzorek*?* (1 640 cps pro Cu, 160 cps pro Zn, 101 cps pro Sh, 2 050 cps pro
Ba, 230 cps pro Hg a 6 850 cps pro Pb). PouZiti méné ptisnych kritérii by sice piispélo
K vyraznému zvysSeni poctu identifikovanych ¢astic, avSak ptisnéjsi kritéria byla volena
z divodu zvySeni vérohodnosti ziskanych vysledkt. Detailni studium ¢astic povystielovych
zplodin ulpélych na otisku prst stielct po stielbé ze samonabijeci pistole CZ 75D Compact
P-01 raZze 9 mm s naboji 9x19 mm Luger s celoplastovou stielou 7,5 g potvrdilo pfitomnost
8 riznych tfid povysttelovych zplodin, a to Pb-Sb-Ba-Hg, Pb-Sh-Ba, Sb-Ba, Sh-Hg, Pb, Ba,
Sb, Cu-Zn.
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Obr. 7.5 Charakterizace jednotlivych typt povysttelovych zplodin. Barevné svislé pruhy reprezentuji
identifikované typy povystielovych zplodin. Liniovy sken pochazi ze vzorku otisku stielce, ktery vypalil
5 po sobé jdoucich ran ze samonabijeci pistole CZ 75D Compact P-01 rdZze 9 mm s n&boji 9 x 19 mm
Luger s celoplastovou strelou 7,5 g.
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Hlavnim cilem celé prace byla predevsim aplikace LA-ICP-MS zobrazovani pro ptimou
identifikaci stfelce. Pfima identifikace byla zaloZzena jednak na vzijemném porovnani
(pfekryvu) 2D map prostorové distribuce Cu, Zn, Sb, Ba, (Hg), Pb s kontrolnim (referenénim)
otiskem prstu, ale i na principu daktyloskopicke identifikaci zahrnujici porovnani
charakteristickych identifikacnich znakt (daktyloskopickych markantii). Pro tyto ucely byla
odebrana sada 4 neznamych otiski, které byly odebirany duplicitné na ¢ista mikroskopicka
sklicka. Prvni otisk byl uréen pro LA-ICP-MS zobrazovéani a druhy (referencni) otisk byl
zviditelnén bronzovym daktyloskopickym praSkem. Pro ucely testovani vhodnosti LA-ICP-MS
zobrazovani pro ptimou identifikaci stielce obsahovala piipravena sada i otisky odebrané
jednovajeénym dvojcatim. Ze série odebranych otiskii byly poté vybrany dva otisky pro
LA-ICP-MS zobrazovani a ziskané 2D mapy prostorové distribuce Cu, Zn, Sb, Ba, Pb byly
porovnavany (piekryvany) se sadou zviditelnénych otiski prstu ziskanych od vSech tiech
testovanych osob. ldentifikace otisku prstu stielce pomoci vizualniho porovnani 2D mapy
prostorové distribuce olova s referen¢nim otiskem stielce a jeho jednovajeéného dvojcete je
uvedeno na Obr. 7.6. Identifikace stfilejici osoby na zaklad€¢ vizualniho porovnani
charakteristického rozmisténi papilarnich linii a rozmanitych daktyloskopickych znaki je
prezentovano na Obr. 7.7. Daktyloskopicka identifikace byla provedena ve spolupraci
s daktyloskopickymi znalci z Odboru kriminalistické techniky a expertiz Krajského feditelstvi
policie Moravskoslezského kraje. V piipad¢ porovnani shody rozmisténi daktyloskopickych
markanti bylo identifikovano 15 daktyloskopickych markantl, coz piedstavuje dostatecny
pocet pro uréeni shody s referenénim otiskem v Ceské republice, ale i jinych evropskych
statech. Prezentované postupy detailniho studia povystielovych zplodin definuji vyznamnost
a unikatnost LA-ICP-MS zobrazovani pro tcely analyzy latentnich otisk prsti v kontextu
analyzy povystielovych zplodin. Optimalizovana LA-ICP-MS metoda je vhodna nejen
k detekci a charakterizaci ¢astic povystielovych zplodin, ale pifedev§im k piimé identifikaci
osoby na zakladé¢ porovnani 2D map prostorové distribuce prvkl charakteristickych

pro povystielové zplodiny s kontrolnim (referen¢nim) otiskem prstu.
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Obr. 7.6 Identifikace otisku prstu stielce zalozena na pfimém vizualnim 2D mapy distribuce olova
s odpovidajicimi referen¢nimi otisky jednovaje¢nych dvojéat. Referenéni otisk dvojcete 1 (A) a dvojcete
2 (B), odpovidajici 2D mapa distribuce 2®Pb na povrchu latentniho otisku prstu (C). Identifikace stfelce

na zakladé fuzovani ziskané 2D mapy distribuce olova s referenénim otiskem dvojcete 1 (D).

Obr. 7.7 ldentifikace otisku prstu stielce zalozena na pfimém vizualnim srovnani shody rozmisténi
daktyloskopickych markantii (oznaGenych ¢isly 1 az 15) na otisku z mista ¢inu s kontrolnim

(referenc¢nim) otiskem.
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7.5 Zavér

Prezentovana metoda LA-ICP-MS zobrazovani latentnich otiskii prsti umoziuje
provést jednak vyhodnoceni pfitomnosti charakteristickych kovi odpovidajicich slozeni ¢astic
povystielovych zplodin, ale piedev§im umoziuje rekonstruovat otisk prsti z prostorové
distribuce kovti po LA-ICP-MS mapovani. Metoda vyuziva skute¢nosti, Ze pfi manipulaci
s naboji, stfelnou zbrani a stfelbé dochazi k ulpéni charakteristickych kovii na prstech (Cu, Zn,
Sb, Ba, Hg, Pb) a tyto kovy jsou pak pieneseny ve formé otiskdl na rizné povrchy. Nasledné
mohou byt ziskané 2D mapy prostorové distribuce Cu, Zn, Sh, Ba, Hg, Pb na povrchu latentniho
otisku pouzity k ptimé identifikaci sticlce jednak na zakladé porovnani (fizovani) s kontrolnim
(referen¢nim) otiskem nebo na zakladé vyhodnoceni shody jejich daktyloskopickych markanta.
LA-ICP-MS mapovani distribuce Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb ma zna¢ny potencial stat se citlivéjsi
a spolehlivgjsi alternativou ke standardnim forenznim metoddm identifikace a charakterizace
povystielovych zplodin zalozenych na vyuziti skenovaci elektronové mikroskopie ve spojeni
s energiove-disperznim spektrometrem (SEM-EDS). Nasledujici experimenty budou zaméfeny
na LA-ICP-MS zobrazovani vétsi série otiskul prstu a jejich fragmenti, kdy bude testovan vliv
pouziti riznych stielnych zbrani i druhi komeréné dostupnych naboji a v neposledni fadé
budou experimenty zaméfeny na analyzu otisku prstd  zviditelnénych pomoci

daktyloskopickych praskt.
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8. Studium vztahu mezi obsahem Zeleza a médi v myokardu a
funkci srde¢nich mitochondrii v kontextu srde¢niho selhani

8.1 Chronické srdec¢ni selhani

Srde¢ni selhani je povazovano za velmi komplikovany klinicky syndrom, béhem
kterého dochazi k dysfunkci srde¢niho svalu zabranujici srdci pumpovat dostate¢né mnozstvi
krve K pokryti metabolickych potieb lidského téla'*t. V Evropé je udavana prevalence
Chronického srde¢niho selhani (ChSS) mezi 2-3 %, nicméné ChSS se podili vyznamnou mérou

142 Chronické srde¢ni selhani vznika nejcastéji

na mortalité a morbidité zejména starsi populace
nasledkem onemocnéni srdec¢niho svalu nebo z extrakardidlnich pficin. K nejcastéjSim
pfi¢indam ChSS patii ischemickd choroba srde¢ni, idiopatickd kardiomyopatie, zanétliva
onemocnéni, chlopenni vady a hypertenze. Nasledkem ChSS dochazi nejen ke zhorSeni funkce
kardiovaskularniho, endokrinniho, nervového, imunitniho systému a Kkrvetvorby,
ale i k postizeni cilovych organi (svalstvo, kostra, plice, ledviny)4.

Tedy pro spravnou funkci srdeéniho svalu je nutné zajistit, aby byl srde¢ni sval
dostatecné a véasné zasobovan energii produkovanou mitochondriemil®. Z ¢ehoz vyplyva,
Zze mitochondrialni dysfunkce vyznacujici se sniZzenou biogenezi, snizenou substratovou
flexibilitou a odolnosti vii¢i oxidativnimu poSkozeni reaktivnimi formami kysliku mtze byti
mySlenkou vedouci k vysvétleni starnuti srde¢niho svalu a patofyziologii srde¢niho
selhani**147, Detailn&jsi porozuméni vztahu mitochondrialni dysfunkce v kontextu srde¢niho
selhavani maze tedy ptinést nove terapeutické postupy zaméiené na bioenergetiku a Gi¢innost

143148 Bjoenergetika srde¢niho svalu je znaéné regulovana obsahem

srdecniho svalu
Zeleza®1%2 jelikoz mitochondrialni enzymy podilejici se na oxidativni fosforylaci,
antioxida¢ni ochrané a transportu Kysliku potiebuji pro svou spravnou funkci ,,volné* Zelezo,
Zelezo navazané v hemu nebo v Fe-S klastrech. Ve vétsiné piipadt je ChSS doprovazeno

153

snizenym obsahem Zeleza v myokardu™° ¢i anémii, které zpusobuji mitochondrialni

abnormality v srde¢nim svalu a pfispivaji tak ke zhor$eni ChSS a zvyseni timrtnosti'>**®,
Nicméné korekce anémie skrze zvy3enou erytropoézu neni v pfipadé pacienti se srde¢nim
selhanim G¢inna'®®, zatimco u pacientll bez anémie intravendzni podavani Zeleza vede
ke zvySeni tolerance zatéze, zlepSeni kvality Zivota, a to i u pacient se srdeénim selhanim
a systematickym deficitem Zeleza'®®*!®’. Tento fakt naznacuje, Ze relativni nedostatek Zeleza

v neerytroidnich tk&nich muze mit kli¢ovou tulohu pii vysvétleni patofyziologie vzniku
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srdeéniho selhani. AvSak doposud publikované prace studujici obsah Zeleza u pacienti
se srde¢nim selhanim byly zaméfeny zejmeéna na analyzu cirkulujicich markerti Zeleza
na systémové Grovnit®31%5-1%8 piicemyz jen dvé studie se zabyvaly stanovenim obsahu Zeleza
piimo v myokardu®®®1%°, Studie vsak odhalily jen marginalni vztah mezi myokardialnimi
a cirkulujicimi markery Zeleza®>%1°,

Piekvapivé doposud bylo ziskédno jen velmi malo informaci o obsahu Zeleza a médi
piimo v srde¢nim svalu u kontrolnich a ChSS pacientti, zejména pak jejich dopadu na spravnou
funkci srdecnich mitochondrii. Pro detailnéjsi porozuméni uvedenych vztahti jsme se zamétili
na studium vztahu mezi obsahem zeleza a médi v myokardu, funkci srde¢nich mitochondrii
piimo v biopsiich srde¢nich svalti odebranych kontrolnim pacientim a pacientaim s ChSS

behem transplantace srdce v IKEMu v Praze.

8.2 Experimentalni ¢ast

8.2.1 Pouzité chemikalie a material

Kyselina dusiéna 65 % Analpure®, peroxid vodiku 30 % PA+, CRM vodné kalibraéni
roztoky Fe a Cu o koncentraci 1 000 + 2 mg.I"* a CRM vodny kalibraéni roztok interniho
standardu pro ICP-MS ,,INT-MIX 1“ (Sc, Y, In, Tb, Bi) o koncentraci 10 + 0,1 mg.I* byly
zakoupeny od firmy Analytika, spol. s.r.o (Praha, Ceska republika). CRM jezerni vody
TM-15.2 (LOT 0313) a TMDA-64.2 (LOT 1010) byly zakoupeny u firmy NRC-CNRC
(Ottawa, Kanada). SRM tkané tisttice SRM® 1566b byl zakoupen od NIST (Gaithersburg, MD,
USA). Deionizovand voda (mérny odpor 18,2 MQ.cm) byla ziskana z dvoustupniové

deionizac¢ni stanice Milli-Q water systému (Millipore, Francie).

8.2.2 Instrumentace

Pro stanoveni celkové koncentrace zeleza a médi ve vzorcich biopsii lidskych srdci bylo
vyuZzito mikrovinného rozkladného systému MLS 1200 mega a ORS-ICP-MS Agilent 7700x
(Agilent Technologies, Japonsko) vybaveného autosamplerem ASX-520, mikrokoncentrickym
zmlzovacem, chlazenou mlznou komorou dle Scotta a oktapolovou kolizné/reakéni celou.
Parametry nastaveni ORS-ICP-MS byly nasledujici: ptikon generatoru 1 550 W, pritok

vngjsiho plazmového plynu 14,95 L.min, pritok stfedniho plazmového plynu 0,9 l.min?,
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priitok nosného plynu 1,09 1.min" a priitok helia kolizni celou 4,3 ml.min™t. Monitorovany byly

izotopy *°Fe, %3Cu a *°Sc, &Y, které byly zvoleny jako vhodné interni standardly.

8.2.3 Analyzované vzorky srde¢ni tkané

Vzorky srde¢ni svalové tkané byly ziskany od 91 pacientt s pokrocilym ChSS, ktefi
postoupili transplantaci srdce v Institutu klinicke a experimentalni mediciny v Praze. Kontrolni
vzorky srdecni svalové tkadné byly ziskany od 38 darcti bez ChSS a systolické dysfunkce, jejichz
srdce nemohla byt pouZita k transplantaci z technickych nebo zdravotnich divoda. V porovnani
s kontrolni skupinou, byla u pacienti s ChSS diagnostikovana tézka dysfunkce levé komory
S Cast&jsi pritomnosti anémie, navic se jednalo o pacienty nepatrné starSi a ¢astéji muzského
pohlavi. Pfi¢iny smrti kontrolnich pacientti zahrnovaly hemoragickou cévni mozkovou piihodu
(56 %), poranéni hlavy (26 %), posthypoxicky otok mozku (14 %) a jiné pfic¢iny (5 %).
Ze srde¢ni svalové tkané byly odebrany vzorky levych komor tak, aby se zabranilo odbéru
zjizvene casti tkané ¢i epikardialniho tuku. Odebrané vzorky byly okamzité hluboce zmrazeny

Vv kapalném dusiku a nasledné uchovany pfi teploté -80 °C.

8.2.4 Stanoveni Zeleza a médi

Pied vlastnim stanovenim celkové koncentrace Zeleza a médi byly vzorky srde¢ni
svalové tkan¢ suSeny v lyofilizatoru dosucha. Lyofilizované vzorky (4,3-57,4 mg) byly
navazeny do teflonovych mineraliza¢nich kelimku, kde k nim byla pfidana mineraliza¢ni smés
slozena z 1 ml 65 % kyseliny dusi¢né a 0,25 ml 30 % peroxidu vodiku. Takto ptipravené vzorky
byly rozkladany v mikrovinném rozkladném systému MLS 1200 mega podle rozkladného
programu uvedeném v Tabulce 5.3. Vychlazené mineralizaty byly kvantitativné pievedeny
do 10 ml odmérnych banék a doplnény po rysku deionizovanou vodou. Standardni referen¢ni
material SRM® 1566b byl pied pouzitim vysuSen dle postupu uvedeného v certifikatu
anasledné bylo odebirano 250 mg referen¢niho materialu pro mikrovinny rozklad. Slepy pokus
byl pfipraven z 1 ml 65 % kyseliny dusiéné a 0,25 ml 30 % peroxidu vodiku. V takto
piipravenych vzorcich byl celkovy obsah zeleza a médi stanoven pomoci ORS-ICP-MS Agilent
7700x. Dale pro zajisténi kontroly kvality vysledka stanoveni celkové koncentrace Zeleza

a médi v srde¢nich tkanich byly pribézné analyzovéany certifikované referencni materidly

TM-15.2 a TMDA-64.2.

79



8.2.5 Statisticka analyza

Vysledna data jsou dale v textu vyjadiena jako primér + SD. Statisticky program JMP10
(SAS, Cary, NC, USA) byl pouzit k vyhodnoceni namé&fenych dat. Ovéfeni normalniho
rozdéleni dat bylo provadéno Shapirovym-Wilkovym testem normality, zatimco rozdily mezi
jednotlivymi skupinami byly porovnavany s vyuZitim neparového t-testu ¢&i y? testu. Korelaéni
analyza byla provadéna pomoci Pearsonova testu. Pro vSechny pouZité statistické testy byla
P-hodnota <0,05 povaZzovana za statisticky vyznamnou. Meze detekce (LOD) a meze
stanovitelnosti (LOQ) byly vypocteny pomoci matematického modelu ,,meze: 3s — IUPAC*

ve validovaném programu EffiValidation 3.0 (Effichem, s.r.o., Ceska republika).

8.3 Vysledky a diskuse

8.3.1 Validace ICP-MS metody

Validace metody zahrnovala testovani linearity, meze detekce, meze stanovitelnosti,
spravnosti a piesnosti. Linearita byla ové&fovana v rozsahu LOQ - 2000 ug.I* pro Fe
a LOQ — 1000 pg.I* pro Cu. Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) byly
vypocteny na zakladé dat ziskanych analyzou 6 nezavisle piipravenych slepych pokusi podle
matematického modelu ,,meze: 3s — IUPAC", kdy ziskané hodnoty byly dale pfepocteny
na prumérnou navazku 25 mg a fedéni do 10 ml odmérnych ban¢k. Ziskané hodnoty pro
valida¢ni parametry linearita, LOD a LOQ jsou shrnuty v Tabulce 8.1. Z divodu nedostupnosti
CRM lidskeho srdce bylo ovéteni spravnosti a presnosti ICP-MS metody provedeno s vyuzitim
SRM tkané ustiice SRM® 1566b s certifikovanou hodnotou 205,8 + 6,8 mg.kg™ pro Zelezo
a71,6 +1,6 mg.kg™ pro méd’ odpovidajici koncentra¢ni hladiné obou kovti v realnych vzorcich
srdecnich biopsii. Vysledky ovéfeni spravnosti a presnosti ICP-MS metody jsou uvedeny
v Tabulce 8.2. Za ucelem zajisténi kontroly kvality vysledkt ICP-MS stanoveni Fe a Cu byly
kazdou 10. a 11. analyzu opakovan¢ méteny certifikované referenéni materialy TM-15.2
(certifikované koncentrace 26,0 *+ 4,7 pg.I* pro Fe, 17,3 + 1,6 pg.I" pro Cu) a TMDA 64.2
(certifikované koncentrace 306 + 27,1 pg.I* pro Fe, 274 + 24,1 pg.I* pro Cu). Vysledky
opakované analyzy referen¢nich materidl jsou spole¢né s certifikovanymi hodnotami,

hodnotami vytéznosti a relativnich smérodatnych odchylek uvedeny v Tabulce 8.3.
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Tab. 8.1 Linearita, mez detekce a mez stanovitelnosti.

Brvek Korelatni LOD LOQ LOD* LOQ*
koeficient R (ng.I") (ug.I") (Mg.9™Y) (Mg.g™Y)
Fe 1,0000 08 2,7 0,3 11
Cu 0,9999 0,2 0,7 0,1 0,3

*hodnoty LOD a LOQ pfepoctené na primérnou navazku 25 mg a fedéni do 10 ml.

Tab. 8.2 Spravnost a pfesnost ICP-MS metody

SRM®1566b
Prvek | Certifikovana hodnota | Primérna koncentrace | Vyt&Znost RSD
X £ U (mg.kg?) X + 6 (mg.kg?) (%) (%)
Fe 205,8+6,8 2121+114 103,1 54
Cu 716 +1,6 733%+2,4 102,3 3,3
U —roz§ifena nejistota s koeficientem rozsifeni k = 2 (95 % hladina spolehlivosti)
n==6
Tab. 8.3 Vysledky opakované analyzy zeleza a médi v CRM TM-15.2 a TMDA-64.2
CRM TM-15.2
Prvek Certifikovana hodnota | Prumérna koncentrace | Vytéznost RSD
X + 20 (ugl1?) X + 20 (ug1?) (%) (%)
Fe 26,0 £4,7 26,6 £2,2 101,6 41
Cu 17,3+1,6 17,411 100,4 3,1
CRM TMDA-64.2
Fe 306 + 27,1 308 +6 100,6 1,0
Cu 274+ 24,1 277 +10 101,1 1,8
n=13
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8.3.2 Obsah Zeleza a médi v srdeéni svalové tkani

Validovana metoda ICP-MS stanoveni Zeleza a médi v biologickych tkanich byla
aplikovana na 129 realnych vzorkt srde¢nich biopsii odebranych béhem transplantace srdce
v IKEMu v Praze. Realné vzorky byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kap. 8.2.4.
Kvantitativni ICP-MS analyza prokazala vyrazné snizeni koncentrace zeleza a médi u pacientt
s chronickym srde¢nim selhanim. V porovnéni s kontrolni skupinou byla celkova koncentrace
obou kovll Vv srdecni tkani ChSS pacientli snizena pfiblizné o 22 %, a to z 200 + 38
na 156 + 41 pg.g™* pro Zelezo (Obr. 8.1A) a 15,1 + 3,9 na 11,7 + 3,1 pg.g™* pro méd’. Vysledky
stanoveni Zeleza v srde¢ni tkani koresponduji s dosud publikovanymi menSimi studiemi,
kdy bylo rovnéz pozorovano sniZzeni koncentrace zeleza u pacient s ChSS v rozmezi 16-29 %
(cit.?5%160) Piekvapive, myokardialni deficit Zeleza (,,myocardial iron deficiency — MID) mél
jen marginalni vztah Kk pfitomnosti anémie u ChSS pacientd a jeho prahova hodnota byla
definovana a priori jako obsah Zeleza <142.9 ug.g™ (Obr. 8.1A). Detailni porovnani celkové
koncentrace Zeleza pro kontrolni skupinu a jednotlivé podskupiny pacienti s ChSS je
prezentovano na Obr. 8.1B. Z porovnani vyplyva, Ze i u ChSS pacienti bez MID doslo
k vyraznému snizeni celkového obsahu Zeleza. Nicméné, pacienti s MID méli delsi anamnézu
ChSS, nizsi davku betablokatort a vétsi rozsah koronarni aterosklerdzy, v porovnani s pacienty
bez MID. Kromé¢ toho koncentrace zeleza a médi v srde¢nim svalu vykazovaly vyznamnou

korelaci (r=0,51), ktera byla siln&jsi v pfipadé vysledku pro ChSS skupinu (Obr. 8.1C).
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Obr. 8.1 (A) Distribuce obsahu Zeleza v myokardu (ug.g*, d. w.) pro kontrolni (nahote) a ChSS
skupinu pacientt (dole), kde preruSovana ¢ara ptedstavuje prahovou hodnotu pro myokardialni
deficit Zeleza (142,9 pg.g?, d. w.). (B) Zobrazeni obsahu Zeleza v myokardu (pramér + SD) pro
vybrané skupiny ChSS pacientti, 8 p < 0,001 vs kontrolni skupina. (C) Korelace obsahu zeleza

a médi v srde¢ni svalové tkani.
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Dalsi cast experimentalni prace byla zamétena na studium vztahu mezi obsahem zeleza
a médi v myokardu a funkci srdecnich mitochondrii v kontextu srde¢niho selhani. Funkce
srdecnich mitochondrii (stanoveni aktivity enzymii citratového cyklu a dychaciho fetézce,
mitochondrialni respirace a exprese mitochondridlnich proteinti) byla studovana vyzkumnymi
skupinami pod vedenim doc. RNDr. Jifiho Petraka, Ph.D., RNDr. TomaSe Mracka, Ph.D. a doc.
MUDr. Vojtécha Melenovského, CSc. (cit.*®). Vysledky detailniho studia funkce srde¢nich
mitochondrii potvrdily, Ze v dusledku srde¢niho selhani dochazi k prohloubeni mitochondrialni
dysfunkce, coz je v souladu s diive publikovanymi studiemi'#3161162 v/ljv koncentrace Zeleza
a médi v srde¢ni tkéni na funkci srde¢nich mitochondrii bude ilustrovan na ptikladu studia
enzymové aktivity. V ptipadé stanoveni aktivit mitochondrialnich enzymu u pacientti s ChSS
bylo zji$téno jejich vyrazneé snizeni. V porovnani s kontrolni skupinou byly aktivity akonitazy,
citratsyntazy, NADH-cytochrom c¢ reduktazy (NCCR), sukcinat-cytochrom c¢ reduktazy
(SCCR) a cytochrom c oxidazy (COX) vyrazn¢ sniZeny, a to konkrétné o -19 % pro akonitazu
(p <0,001), -22 % pro citratsyntazu (p <0,001), -27 % pro NCCR (p <0,001), -27 % pro SCCR
(p <0,001) a -33 % pro COX (p <0,001). Pritomnost MID vedla k dalSimu sniZeni aktivity
enzymu citratového cyklu (akonitazy o -26 % (p <0,05) a citratsyntazy o -15 % (p <0,05)),
pricemz aktivity oxidoreduktaz dychaciho fetézce zistaly prakticky nezménény. V piipadé
skupiny pacienti s ChSS byla zjiSténa vyznamna korelace mezi obsahem Zeleza a enzymovou
aktivitou akonitazy, citratsyntazy a SCCR. Vysledky korela¢ni analyz pro skupinu pacientt

s ChSS jsou uvedeny v Tab 8.4.

Tab. 8.4 Korelaéni analyza mezi obsahem Zeleza a aktivitou mitochondrialnich enzymi pro skupinu
pacientii s ChSS. Pfevzato z Cit®.

Enzym r p-hodnota
Akonitaza 0,23 0,03
Citratsyntaza 0,30 0,004
NADH-cyto’chrom c 0.1 0.3
reduktaza
Sukcmat-cytgchrom c 0,24 0,02
reduktdza
Cytochrom c oxidaza 0,18 0,08

r — Pearsonuv korelac¢ni koeficient
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Ziskané vysledky pfimé tkanové analyzy odhalily, ze v ptipad¢ pacientii s ChSS
dochazi k systematickému sniZeni celkové koncentrace Zeleza a médi v myokardu. SniZeni
koncentrace Zeleza je navic spojeno s mitochondridlni dysfunkci zahrnujici snizeni aktivity
mitochondrialnich enzymi a mitochondrialni respirace, ale 1 snizeni exprese katalazy,
glutathion peroxidazy, komplexu Il a V respiraéniho fetézce. Zatimco snizeny obsah médi
u pacient s ChSS byl spojen predevsim se snizenim COX dependentni respirace. Mezi klicové
poznatky patii zejména skute¢nost, ze ¢ast zmén ve funkci srde¢nich mitochondrii u ChSS
pacienti muze souviset s pfitomnosti myokardialniho deficitu zeleza, ktery tak piispiva
k prohloubeni mitochondridlni dysfunkce spojené se sniZzenou substratovou flexibilitou
(sniZena aktivita citratového cyklu — niz8i vyuZiti acetyl-CoA) a odolnosti vi¢i oxidativnimu
poskozeni reaktivnimi formami kysliku. Predkladana idea je zaloZena na skute¢nosti, Ze cela
fada mitochondridlnich enzymi podilejicich se na oxidativni fosforylaci nebo na antioxida¢ni
ochrang totiz vyuzivaji volné Zelezo jako kovového kofaktoru, ale i Zelezo navazaného v hemu

nebo v Fe-S klastrech.

8.4 Zavér

Prezentovana studie jako prvni systematicky zkouma vztah mezi obsahem Zeleza, médi
a funkci mitochondrii pfimo ve vzorcich srde¢ni svalové tkané odebrané kontrolnim a ChSS
pacientum podstupujicim transplantaci srdce. Validovand ICP-MS metoda byla vyuZita
ke kvantitativnimu stanoveni Zeleza a médi ve 129 redlnych vzorcich srde¢nich biopsii
odebranych béhem transplantace srdce v IKEMu v Praze. V porovnani s kontrolni skupinou,
doSlo u pacientt s pokro¢ilym ChSS vyraznému sniZeni (~22 %) obsahu Zeleza a médi, které
je spojeno se soucasnym sniZzenim aktivit enzymd citratového cyklu, mitochondrialni respiraci,
sniZzenim exprese proteinu dychaciho fetézce. Kromé toho, piitomnost MID u ChSS pacientt
se projevuje jeSt€ vyraznéj$im snizenim aktivity kliCovych enzymu citratového cyklu
a snizenou expresi tzv. ,,ROS-protecting enzymes“. Ptitomnost MID mize pfispivat
k prohloubeni mitochondriélni dysfunkce spojené se sniZzenou substratovou flexibilitou

a odolnosti vuci oxidativnimu poskozeni reaktivnimi formami kysliku.
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10. Seznam zkratek

2D Dvoudimenzionalni

3D Trojdimenzionalni

AAS Atomova absorp¢ni spektrometrie

AFIS Daktyloskopicky identifikacni systém (Automatic Fingerprint Identification
System)

ANOVA Analyza rozptylu (Analysis of variance)

BAL Bronchoalveolarni lavaz

CCF Shirka kultur hub (Culture Collection of Fungi)

CFU Jednotky tvortici kolonie (Colony forming unit)

CE Kapilarni elektroforéza (Capillary electrophoresis)

CHCA a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid)

CNS Centralni nervova soustava

COX Cytochrom c oxidaza (Cytochrome c oxidase)

CT Pocitacova tomografie (Computed tomography)

CRM Certifikovany referencni material

DESI Desorpéni elektrosprejova ionizace (Desorption electrospray ionisation)

DHB 2,5-dihydroxybenzoova kyselina

EDS Energiové disperzni spektrometrie (Energy dispersive X-ray spektrometry)

EFTEM Energiov¢ filtrovana transmisni elektronova mikroskopie (Energy filtered
transmission electron microscopy)

ETV Elektrotermické vypafovani (Electrothermal vaporization)

FC Ferricrocin

FIA Pritokova injekéni analyza (Flow injection analysis)

FFF Frakcionace tokem v poli (Field-flow fractionation)

FT-ICR lontova cyklotronova resonance s Fourierovou transformaci

GC Plynova chromatografie (Gas chromatography)

GMS Histologické barveni dle Grocotta (Grocott-Gomori's methenamine silver
staining)

GSR Povystielové zplodiny (Gunshot residues)

HEPES N-2-hydroxyetylpiperazin-N"-etansulfonovéa kyselina

HIV Virus lidské imunitni nedostate¢nosti (Human Immunodeficiency Virus)

HPLC Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High performance liquid
chromatography)
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ChSS
ICP
ICP-MS

ICP-OES

IKEM
IPA
ITO
LA
LAESI

LA-ICP-MS

LOD
LOQ
MALDI

MID

MRI

MS

MSI

NAA

NCCR
ORS-ICP-MS

PCA
PCR
PET
pHPMA
PIXE

¥4
Q

)

Chronické srde¢ni selhani
Indukéné vazané plazma (Inductively coupled plasma)

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (Inductively coupled
plasma mass spectrometry)

Opticka emisni spektrometrie sinduk¢éné vazanym plazmatem (Inductively
coupled plasma optical emission spectrometry)

Institut klinické a experimentalni mediciny

Invazivni plicni aspergil6za (Invasive pulmonary aspergillosis)
Cinem dopovany oxid indity (Indium Tin Oxide)

Laserova ablace (Laser ablation)

Laserova ablace ve spojeni sionizaci elektrosprejem (Laser ablation
electrospray ionization)

Laserova ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem (Laser ablation inductively coupled plasma mass spectrometry)

Mez detekce (Limit of detection)
Mez kvantifikace (Limit of quantification)

Laserova desorpce a ionizace za ucasti matrice (Matrix-assisted laser
desorption/ionization)

Myokardialni deficit Zeleza (Myocardial iron deficiency)
Magneticka rezonance (Magnetic resonance imaging)

Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry imaging)
Neutronova aktivacni analyza

NADH-cytochrom ¢ reduktaza (NADH-cytochrome c reductase)

ICP-MS ve spojeni s oktapdlovym reakénim systémem (ICP-MS equipped with
an octopole reaction system)

Analyza hlavnich komponent (Principal component analysis)
Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)
Pozitronova emisni tomografie (Positron emission tomography)
Poly[N-(-2hydroxypropyl)methakrylamid] polymer

Casticové indukovand RTG emisni spektrometrie (Particle-induced X-ray
emission)

Prostorova znacka
Kvadrupdl (Quadrupole)
RozliSovaci schopnost (Resolving power)
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RSF

RSD

SA

SD

SCCR
SEM-EDS

SF
SIMS

SNR
TAFC
TFA
TOF
uv
XRF

Relativni citlivostni faktor (Relative sensitivity factor)

Relativni smérodatna odchylka (Relative standard deviation)
3,5-dimethoxy-4-hydroxy skoticova kyselina (Sinapinic acid)
Smérodatna odchylka (Standard deviation)

Sukcinat-cytochrom ¢ reduktaza (Succinate-cytochrome ¢ reductase)

skenovaci elektronovy mikroskop ve spojeni s energiové disperznim
spektrometrem (Scanning electron microscope with an energy dispersive x-ray
spectrometer)

Sektorovy analyzétor (Sector field)

Hmotnostni sekundarnich ionti (Secondary ion mass

spectrometry)

spektrometrie

Poméru signalu k Sumu (Signal to noise ratio)
Triacetylfusarinin C

trifluoroctova kyselina (Trifluoroacetic acid)
Analyzéator doby letu (Time of flight)
Ultrafialové zaieni (Ultraviolet)

Rentgenova fluorescence (X-ray fluorescence)
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Souhrn

Disertacni prace se zabyva studiem novych moznosti aplikaci laserové ablace ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem v klinické a forenzni analyze.
Teoreticka Cast disertacni prace je vénovana hmotnostni spektrometrii s indukéné vézanym
plazmatem se zaméfenim na analyzu prvkl v biologickych vzorcich. Jsou zde popsany zékladni
principy hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem, rozklady biologickych
tkani, princip komeréné dostupnych technik hmotnostné spektrometrického zobrazovani
se zam&fenim na laserovou ablaci ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné vdzanym
plazmatem.

Prvni ¢ast prace je zaméfena na multimodalni zobrazovani invazivni plicni aspergildzy
(IPA) v kontrolnich a infikovanych potkanich plicich. K zobrazovani IPA infekce bylo vyuZito
PET/CT, LA-ICP-MSI, SEM-EDS, ale i standardniho histologického vySetieni zaloZeného
na vyuZziti barveni dle Grocotta. Multimodalni zobrazovani umoznilo detailni studium masivné
se roz$ifujici infekce s naslednou jednoznacnou lokalizaci oblasti postizenych IPA infekci.
LA-ICP-MS  mapovani  distribuce  stiibra a  zlata  specificky  navadzaného
na mukopolysacharidové slozky bunééné stény Aspergillus fumigatus s velikosti laserového
svazku 3-5 um poskytlo spolehlivy obraz rozsitujici se IPA infekce v plicni tkani infikované
houbou Aspergillus fumigatus. Masivni rozsifeni IPA infekce bylo dale potvrzeno SEM-EDS
jenz vzhledem ke svému submikrometrickému rozlieni umoznil ziskat morfologické detaily
rozsifeni hyf Aspergillus fumigatus napfic celou infikovanou plicni tkani.

Druhé ¢ast prace se zabyva vyvojem a naslednou aplikaci prostorovych znacek pro
spravny a piesny piekryv molekularnich/prvkovych map pro ucely multimodalniho a 3D
zobrazovani biologickych tkani. Prostorové znacky obsahujici Rhodamin B, iontové stiibro
a nanocCastice zlata pfipravené v roztoku pHPMA polymeru se osvéd¢ily pro vzajemné
uspofadani molekularnich/prvkovych map ziskanych prostfednictvim pétice doplitujicich
se zobrazovacich technik, a to MALDI-MSI, DESI-MSI, LA-ICP-MSI optické a fluorescen¢ni
mikroskopie.

Treti ¢ast se vénuje detailni analyze povystrelovych zplodin ulpélych na rukou stielce
po pouziti stielné zbrané s naslednou piimou identifikaci osoby. LA-ICP-MS mapovéani Cu, Zn,
Sb, Ba, Hg a Pb na povrchu latentnich otiskii poskytuje nejen obraz distribuce cCastic
povystitelovych zplodin na povrchu otisku prstu, ale i moznost jejich klasifikace do piislusnych

tfid na zaklad€ prvkového profilu. Mimo to LA-ICP-MS zobrazovani umoziuje i spolehlivou



a presnou rekonstrukcei otisku prstu stielce, ktery tak mize byt pfimo identifikovan na zakladé
vizudlniho porovnani shody rozmisténi papildrnich linii a rozmanitych daktyloskopickych
markantti na 2D mapach distribuce Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb a kontrolnim (referencnim) otisku.

Posledni Cast disertacni prace je zaméfena na studium vlivu obsahu celkového Zeleza
a médi v myokardu na funkci srde¢nich mitochondrii béhem chronického srde¢niho selhani
(ChSS). V ramci studie byla vyvinuta a validovana ICP-MS metoda pro stanoveni zeleza a médi
v biologickych tkanich, ktera byla dale pouZita ke kvantitativnimu stanoveni obou kovu
ve vzorcich biopsii srde¢nich svalti odebranych pacientim s chronickym srde¢nim selhanim
béhem transplantace srdce provadéné v Institutu klinické a experimentalni mediciny v Praze.
Kvantitativni ICP-MS stanoveni odhalilo, ze v ptipadé pacientd s pokro¢ilym ChSS doslo
k vyraznému sniZeni (~22 %) obsahu Zeleza a médi, které je spojeno se soucasnym sniZenim
aktivit enzymu citratového cyklu, mitochondridlni respiraci a snizenim exprese proteint
dychaciho fetézce. Krom¢ toho pfitomnost myokardidlniho deficitu Zzeleza pfispiva
k prohloubeni mitochondriélni dysfunkce spojené se sniZzenou substratovou flexibilitou

a odolnosti vii¢i oxidativnimu poSkozeni reaktivnimi formami kysliku.



Summary

This dissertation thesis is focused on new applications of laser ablation inductively
coupled plasma mass spectrometry in clinical and forensic analyses. The theoretical part of the
thesis is devoted to the theoretical aspects of inductively coupled plasma mass spectrometry
with focus to elemental analysis in various biological samples. In the next part, the principles
of commonly used MSI techniques, especially laser ablation inductively coupled plasma mass
spectrometry are discussed.

The first part reports on multimodal imaging of an invasive pulmonary aspergillosis
in control and infected rat lung tissue. PET/CT, LA-ICP-MSI, SEM-EDS and the standard
histological evaluation employing Grocott’s methenamine silver staining were used for
the multimodal imaging of IPA infection. Multimodal imaging described the fungal burden in
rats with a subsequent localization of the regions affected by the IPA infection. LA-ICP-MS
imaging of silver and gold with 3-5 pum laser foci combined with GMS staining provided
a reliable image of fungal hyphae deposition in Aspergillus infected lung tissue. SEM-EDS with
its submicrometric lateral resolution confirmed the presence of the massive aspergillosis and
provided morphological details on hyphae spreading within the Aspergillus infected lung tissue.

The second part of the thesis was focused on the development and application of fiducial
markers for accurate alignment of individual molecular or elemental images in multimodal and
3D imaging of biological samples. Fiducial markers consisting of Rhodamine B, ionic silver
and gold nanoparticles in a pHPMA solution were suitable for a correct fusion
of molecular/elemental images obtained by five complementary imaging techniques, namely
MALDI-MSI, DESI-MSI, LA-ICP-MSlI, optical and fluorescence microscopy.

The consecutive part of the thesis was aimed at analysing gunshot residues adhered onto
the shooter’s hands after firing followed by a subsequent identification of the shooter based
on the dactyloscopic principle. LA-ICP-MS imaging of Cu, Zn, Sbh, Ba, Hg and Pb on the latent
fingerprints provided not only a detailed image of the gunshot residues distribution, but also the
possibility of the gunshot residue classification based on a specific elemental profile. Moreover,
the LA-ICP-MS imaging offered a reliable and correct reconstruction of shooter fingerprint,
which could be directly identified based on the visual comparison of the consistency in the
distribution of papillary lines and various dactyloscopic markers on the 2D images of Cu, Zn,

Sbh, Ba, Hg, Pb and the control (reference) fingerprint.



The last part of the dissertation thesis studied the relationship between the myocardial
iron content and mitochondrial function in human heart failure. The ICP-MS method for the
determination of iron and copper in biological samples was developed and validated.
The validated ICP-MS method was used for the determination of both metals in samples
of failing myocardium that were obtained from patients undergoing transplantation at the
Institute for Clinical and Experimental Medicine in Prague. The ICP-MS analysis revealed that
myocardial iron and copper contents were systematically diminished (~22 %) in patients
with heart failure. Moreover, decreased myocardial iron content was associated with
a mitochondrial dysfunction, particularly with a reduced activity of citric acid cycle enzymes,
reduced mitochondrial oxygen respiration, and reduced expression of mitochondrial respiratory
chain enzymes. In addition, the presence of myocardial iron deficit contributed to worsening
the mitochondrial dysfunction by altering substrate metabolism (i.e. by reducing substrate

flexibility) and handling of reactive oxygen species.
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1. LA-ICP-MS

Laserova ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
patii mezi nejrozsifenéjsi mikroanalytické techniky zaméfené na multielementarni stanoveni
kovu, polokovii a nekovu s prostorovym rozlisenim obvykle v rozmezi 5-200 pum. LA-ICP-MS
mimo jiné nabizi nizké meze detekce (ng.g az pg.g?), Siroky linearni dynamicky rozsah
az 10 fadu, ale i moznost velmi piesného stanoveni izotopovych poméra pro uréeni ptivodu
a stafi analyzovanych pfedméti. K dalSim vyhodam néleZi minimalni pfiprava biologickych
vzorkll, a hlavné moznost analyzy vodivych, nevodivych, nepriihlednych i transparentnich
vzorkt. Nejen proto LA-ICP-MS nas$la Siroké uplatnéni v povrchové mikroanalyze,
hloubkovém profilovani anebo mapovani distribuce prvka na povrchu tenkych fezi riznych

biologickych vzorkal?.

Soucasny trend LA-ICP-MSI spoc¢iva v zobrazovani prostorové distribuce esencialnich,
prospésnych nebo toxickych kova (Fe, Zn, Cu, Mn, Mo, Ca, Mg, K, Cd, Cr, Pb, Tl, Hg, U, Th
a dalsich), polokovi (Se, As a dalSich) a nekovu (Se, S, P, 1, Cl a dalich) v biologickych
vzorcich pro ucely objasnéni funkce jednotlivych Zivotné dulezitych biologickych procest,
detailnimu studiu biologické dostupnosti a bioakumulace prvka pro hodnoceni ekologickych
¢i toxikologickych rizik u lidi, zvifat a rostlin¥2. Dal$imi rozvijejicimi oblastmi
LA-ICP-MS je selektivni detekce a lokalizace imunochemicky znacenych intracelularnich
a extracelularnich proteintit (napf. nadorové znacky Her 2, CK 7 a MUC 1), studium
neurodegenerativnich onemocnéni (Parkinsonova a Alzheimerova choroba), mapovani
kontrastnich latek a metalofarmak, metalomika, metaloproteomika, studium velikosti

a distribuce nanoéastic, analyza jediné buiiky tzv., ,,single cell analysis*2.



1.1 Princip a instrumentace LA-ICP-MS

Princip LA-ICP-MS je zaloZzen na vyuziti fokusovaného laserového paprsku
emitovaného pevnolatkovym nebo excimerovym laserem Kk postupnému a ptesnému
vzorkovani biologického vzorku umisténého v ablaéni komote. V dusledku interakce fotont
laserového svazku s povrchem vzorku (tzv. laserové ablaci) dochazi pomoci celé fady reakci
k destrukci materidlu a vzniku laserem indukovaného mikroplazmatu vedoucich k tvorbé
¢astecné ionizovaného aerosolu ablatovanych castic (atomy, ionty, molekuly a fragmenty ¢astic
z povrchu). Céstedné ionizovany aerosol je poté kontinualnim proudem nosného plynu (argon,
helium) transportovan do indukéné vazaného plazmatu, kde je atomizovdn a ionizovan
za vzniku kladné nabitych iontt. Vzniklé ionty jsou extrahovany z atmosférické casti
do hmotnostniho spektrometru vybaveného kvadrupdlovym analyzatorem (poptipadé i
kolizné/reak¢éni celou) nebo sektorovym analyzdtorem s dvoji fokusaci. V hmotnostnim
analyzatoru dochazi k separaci iontti dle poméru m/z a nasledné detekci detekénim systémem
hmotnostniho spektrometru. V ptipadé LA-ICP-MS jsou intenzitni data pro kazdy analyzovany
prvek zaznamenavana v zavislosti na ¢ase a pohybu laserového svazku napii¢ biologickym
vzorkem. Tato surova (Casové zavisld) data jsou dale zpracovana piislusnymi programy za
vzniku 2D map prostorové distribuce prvki. Naméfend intenzita ¢i piepoctena koncentrace
kazdého analyzovaného prvku je poté znazornéna barevnou Skalou napii¢ analyzovanou
oblasti®. Schéma zapojeni a princip LA-ICP-MS zobrazovani lze zjednodusené vyjadfit

schématem na Obr. 1.1.
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Obr. 1.1 Schéma spojeni LA-ICP-MS (A). Popis postupu LA-ICP-MSI experimentu (B) od ptipravy
tkanovych fezl, pies LA-ICP-MS analyzu aZz po zpracovani surovych dat do 2D map prostorové
distribuce prvki. Pfevzato z cit.*,



2. Cile disertacni prace

Cile diserta¢ni prace jsou spojeny predevsim s aplikaci laserové ablace ve spojeni s

hmotnostni spektrometrii s induk¢né vazanym plazmatem v klinické a forenzni analyze.

Cile disertacni prace lze shrnout do nésledujicich bodii:

e Aplikace multimodalniho pfistupu zahrnujiciho vyuziti pétice komplementarnich
technik, a to PET/CT, MALDI-MSI, LA-ICP-MS, SEM-EDS zobrazovani spole¢né
se standardnim histologickym vySetienim, pro detailni studium invazivni plicni

aspergildzy v kontrolnich a infikovanych potkanich plicich.

e Vyvoj a optimalizace vhodného sloZeni prostorovych znacek pro spravny a piesny
prekryv molekul&rnich/prvkovych map ziskanych pomoci zobrazovacich technik,
a to MALDI-MSI, DESI-MSI, LA-ICP-MSI s optickymi snimky z histologického

barveni a fluorescen¢ni mikroskopie.

e Detailni studium povystielovych zplodin ulpélych na rukou stielce po pouziti stielné
zbrané s naslednou identifikaci osoby na zakladé vizualniho porovnani shody
rozmisténi  papilarnich  linii a rozmanitych daktyloskopickych  markantt

na odpovidajicich prvkovych mapach a kontrolnim (referen¢nim) otisku.

e Vyvoj a validace ICP-MS metody pro stanoveni Zeleza a médi v biologickych tkanich.
Kvantitativni stanoveni obou kovii ve vzorcich biopsii srde¢nich svalti odebranych
pacientim s chronickym srdecnim selhanim béhem transplantace srdce provadéné

v Institutu Klinické a experimentalni mediciny v Praze.

Nejvyznamnéjsi  vysledky prezentované v této praci byly publikovany ve ¢tyfech

impaktovanych publikacich®®.



3. Multimodalni zobrazovani invazivni plicni aspergilozy

3.1 Aspergillus fumigatus
patiiciho mezi vieckovytrusné houby, tzv. askomycety®. V dnesni dobé rod Aspergillus
zahrnuje piiblizn€ 200 znamych druhtl, z nichz témét 40 druht je povazovano za potencialni
lidské patogeny!l. Pro rod Aspergillus je typicky tvar a uspofadani konidioforu, které jsou
i z&kladnimi znaky pro morfologickou identifikaci jednotlivych druhi. Jediny konidiofor je
schopen vyprodukovat tisice hydrofobnich konidii (spor) s rozmérem 2-3 pum, které se jsou
nasledné pienaseny proudem okolniho vzduchu®'®. Diky svym malym rozmérim pronikaji
spory A. fumigatus pifimo do plicnich alveol, kde jsou v zavislosti na stavu hostitelského
organismu bud'to zni¢eny a odstranény sofistikovanymi mechanismy imunitniho systému
anebo v ptipadé¢ oslabené imunitni reakce organismu vyrustaji ve formé vlaken (hyf)
vytvaikejicich tzv. mycelia. Mezi hlavni ptivodce mykotickych onemocnéni patii A. fumigatus,
A. flavus, A. terreus, A. niger a A. nidulans*'"3, Nicméné A. fumigatus je povazovan za hlavni
pfi¢inu vzniku vétSiny oportunnich plicnich infekei zahrnujicich aspergilom, invazivni plicni
aspergildzu, alergickou bronchoplicni aspergilozu, chronickou plicni aspergilozu, chronickou
nekrotizujici aspergilozu a alergickou plisiiovou rymu*?°,

Invazivni plicni aspergiléza piedstavuje progresivni smrtelné onemocnéni
s vyskytem vice nez 200 000 infekci ro¢né, které jsou spojeny s umrtnosti 30-90 % (cit.).
Mezi nejvice postizené skupiny pacientu patéi predev§im pacienti s hematologickymi
malignitami, pacienti s febrilni neutropenii, pacienti po transplantaci organt, chemoterapii,
pacienti trpici rakovinou a HIV, ale i pacienti po dlouhodobém uzivani 1ékt k potlaceni
imunity®, A, fumigatus produkuje béhem IPA infekce neséetné mnozstvi extraceluldrnich
sloucenin pfispivajicich nejen k ziskdvani zivotné dulezitych prvka a zivin, ale 1 k infekcei
hostitele a naslednému masivnimu rozvinuti IPA infekce Pro zisk&vani hostitelského Zeleza
A. fumigatus vyvinul sofistikovany mechanismus zaloZeny na produkci nizkomolekularnich
neribozomalnich peptida (ligandi) schopnych vytvafet koordinaéni komplexy s vysokou
selektivitou a afinitou pro Zelezité ionty, tzv. sideroforti (fusarinin C, triacetylfusarinin C
(TAFC), ferricrocin (FC) a hydroxyferricrocin), které jsou povaZzovany za potencialni markery
IPA infekce®!®. Piestoze jiz bylo publikovano zna¢né mnoZstvi experimentalnich p¥istupi

k identifikaci mykotickych infekci, tak ptekvapivé v 21. stoleti doposud nebyla vyvinuta



neinvazivni metoda pro vcasnou identifikaci IPA infekce s dostateCnou senzitivitou
a specificitou.

V ramci studia IPA infekce v potkanim modelu experimentalni aspergilozy jsme
se zamé&fili na stanoveni mikrobialnich sideroforti jakozto potencialnich markeri IPA infekce®.
K zobrazovani rozsiteni IPA infekce s naslednou jednoznacnou lokalizaci oblasti potkanich
plic postizenych IPA infekci jsme vyuzili multimodalniho piistupu s vyuZitim technik
molekularniho a prvkového hmotnostné spektrometrického zobrazovani (MALDI-MSI,
LA-ICP-MSI), skenovaci elektronové mikroskopie s energiové disperznim spektrometrem

(SEM-EDS), pozitronové emisni tomografie (PET) a pocitatové tomografie (CT).

3.2 Experimentalni ¢ast

3.2.1 IPA infekéni model

Zviteci model experimentalni aspergilézy byl proveden Vv souladu se zakonem
€. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani a s povolenim Ministerstva Skolstvi, mladeze
a te€lovychovy (MSMT-21235/2013-12) a Odborné komise na ochranu zvifat proti tyrani
Lékarské fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci. Vsechny experimenty byly provadény
na samicich LEWIS potkana (Anlab, Praha, Ceska republika), kterym byla 5 dni pred vlastni
aplikaci suspenze spor A. fumigatus sniZzovana imunitni reakce organismu podanim léku
cyklofosfamid. Potkani byli infikovani 150 ul inokula¢ni suspenze obsahujici spory houby
A. fumigatus (kmen A. fumigatus 1059 CCF) o koncentraci 10’-102 CFU/ml (CFU-,,colony
forming unit*, jednotky tvofici kolonie), ktera byla potkanim aplikovana endotrachedlni
rourkou pfimo do pridus$nice (intratrachealni aplikace). Rozvoj IPA infekce byl monitorovan
in vivo s vyuzitim PET/CT zobrazovani, které bylo realizovano 1 hodinu po retroorbitalni
aplikaci ®®Ga znaceného TAFC (aktivita 4-6 MBq). Po provedeni PET/CT zobrazovani byli
potkani usmrceni piedavkovanim ketaminem/xylazinem v poméru 2:1 a potkani plice byly
odebrény pro dalsi detailni studium IPA infekce pomoci technik hmotnostné spektrometrického
zobrazovéani. K hmotnostné spektrometrickému zobrazovani byly odebirany tfi typy vzorka
potkanich plic: kolabované plice infikovane houbou A. fumigatus, infikované plice fixované
poly[N-(-2hydroxypropyl) methakryamid] polymerem (pHPMA)!" a kontrolni plice odebrané
jedinctim, kterym byl podan jen lék na potlac¢eni imunitni reakce organismu (cyklofosfamid)

a preventivni davky antibiotik. VVzorky potkanich plic byly ihned po extrakci z téla zvifete



hluboce zmrazeny v kapalném dusiku a nasledn¢ uchovany k dalSimu zpracovani

pfi teploté -80 °C.

3.2.2 Priprava vzorki a histologické barveni

Pted vlastni pfipravou tenkych fezii byly vzorky potkanich plic ponechany pfi teploté
-20 °C v kryomikrotomu po dobu 60 minut a poté krajeny kryomikrotomem CM1950 (Leica,
Némecko) na fezy o tloudtce 15 um pro SEM a 30 um pro LA-ICP-MS zobrazovani. Rezy
tkani byly pfeneseny na ptfedem vychlazena ITO sklicka, tepeln¢ fixovany a nasledné vakuové
suseny v exikatoru po dobu 40 minut. V této fazi byly potizeny optické obrazy jednotlivych
tkani pomoci skeneru HP Scanjet 4890 s rozliSenim 4 800 dpi. Vzorky tenkych fezti byly
histologicky barveny modifikovanym postupem barveni dle Grocotta (GMS - ,,Grocott-
Gomori's methenamine silver stain*) zahrnujicim kontrastni barveni Eosinem. Barveni dle
Grocotta je zaloZeno na selektivni redukci stiibra na mukopolysacharidovych sloZzkach bunéc¢né
stény houby A. fumigatus, ¢imz dochazi K jejimu zviditelnéni v dusledku vzniku

charakteristického ¢erného zbarveni vyredukovaného elementarniho stiibra.

3.3 Vysledky a diskuze

3.3.1 Monitorovani invazivni plicni aspergilézy v potkanich plicich

Jak jiz bylo zminéno, tak tfeti den od intratrachealni aplikace spor A. fumigatus bylo
u vybranych jedincti provedeno in vivo zobrazovani rozsifeni IPA infekce pomoci PET/CT
a poté byly odebirany vzorky infikovanych kolabovanych plic, infikovanych plic fixovanych
pHPMA polymerem a kontrolnich plic (Obr. 3.1B). Princip PET zobrazovani IPA infekce je
zalozen na vyuziti velice podobnych vlastnosti radioizotopicky znageného ®8Ga-TAFC
(Obr. 3.1D) a ®Fe-TAFC (ferri-forma TAFC produkovana A. fumigatus). Po retroorbitalni
aplikaci ®3Ga-TAFC dochazi rovnéz k jeho specifickému a selektivnimu vychytavani houbou
A. fumigatus, coZ umoziiuje in vivo zobrazeni oblasti potkanich plic postizenych IPA infekcit8,
Detekéni limit PET zobrazovani se pohybuje v rozmezi 10! az 1012 mol.I"* (cit.2®). U vétsiny
infikovanych jedinct byla invazivni plicni aspergil6za lokalizovana v obou plicnich lalocich,
aviak s riznym rozsahem lozisek IPA infekce (Obr. 3.1A). Signal %®Ga-TAFC byl také
detekovan v dalSich organech potkant, a to konkrétné v ledvinach, zazivacim traktu a mo¢ovém
méchyii, které jsou v3ak soucasti vyludovaci cesty ®8Ga znateného TAFC (Obr. 3.1A,C)

Ke studiu rozsifeni IPA infekce bylo vyuzito i histologického vySetfeni pfitomnosti hyf



A. fumigatus v plicni tkéni (barveni dle Grocotta), které rovnéz odhalilo rozsahla loZiska IPA
infekce v plicich infikovanych jedinci projevujici se Cetnym prorustanim hyf houby

A. fumigatus z plicni tkan¢ do prostoru bronchiolt a alveol (Obr. 3.1E,F).

Obr. 3.1 Vizualizace invazivni plicni aspergilozy v potkanich plicich. 3D projekce PET/CT dat pro
potkana infikovaného houbou A. fumigatus (A) a neinfikovaného (kontrolniho) potkana (C), kterym byl
retroorbitalng aplikovan %®Ga znac¢eny TAFC (D). Infikovan4 plicni tkan v kryomikrotomu (B). Tenky
fez infikované tkan¢ obarveny modifikovanym postupem barveni dle Grocotta detailné znazoriujici
jednotlivé ¢asti stény pradusnice (E): hyalinni chrupavka (1), fasinkovy cylindricky epitel (2), pojivova
tkan (3), hyfy A. fumigatus (4), Prokazani ptitomnosti IPA infekce v fezu infikované plicni tkané (F):
mycelium houby A. fumigatus (1), krvaceni (2).



3.3.2 LA-ICP-MS zobrazovani zeleza v plicni tkani

Prvni ¢ast experimentalni prace byla zamétena na studium prostorové distribuce desferri
a ferri-forem mikrobialnich sideroforti produkovanych patogenni houbou A. fumigatus, jakozto
potencialnich markert rozSifujici se IPA infekce. Prvotni aplikovanou hmotnostné
spektrometrickou technikou bylo MALDI-MS zobrazovani s vyuzitim hmotnostniho
spektrometru s vysokym rozliSenim Solarix 12T FT-ICR (Bruker Daltonics, Némecko).
BohuZel molekularni piistup zobrazovani mikrobialnich siderofori nebyl uspésny, a to bud’
z divodu nekompatibility ioniza¢nich procest s fixaénim polymerem na bazi pHPMA, anebo
kvili limitovanému dynamického rozsahu MALDI-MS zobrazovani. Z tohoto divodu jsme se
zaméfili na zobrazovani prostorove distribuce Zeleza navazaného do komplexu s mikrobilnimi
siderofory pomoci LA-ICP-MS zobrazovani. K LA-ICP-MS mapovani Zeleza bylo vyuZito
laserového ablacniho systému Analyte G2 (Photon Machines, USA) ve spojeni s ORS-ICP-MS
Agilent 7700x (Agilent Technologies, Japonsko) vybaveného kolizné/reakéni celou pracujici
V heliovém moédu pro potlaceni polyatomickych interferenci. V porovnani s kontrolni tkani,
kvantitativni LA-ICP-MS analyza prokazala ptiblizné 20-ti nasobné zvySeni koncentrace Zeleza
v oblastech postizenych IPA infekci (Obr. 3.2). Vyznamné zvySeni koncentrace Zeleza tak
muze souviset piimo SIPA infekci, a to v diasledku vyskytu ferri-forem sekundarnich
metabolitl, zejména pak siderofort, zodpovédnych za ,.kradez* Zeleza z organismu hostitele
(TAFC) anebo ukladani Zeleza v hyfach a konidiich houby A. fumigatus (FC). Na druhou
stranu, rozsifeni IPA infekce muze byt Casto spojeno s rozsahlym krvacenim v plicni tkani, kdy
pozadi Zeleza zhemu miZe zhorSit spravnost a piesnost stanoveni koncentraci zeleza
odpovidajici skuteénému obsahu ferri-forem sekundarnich metaboliti. Kvantitativni stanoveni
Zeleza bylo zaloZzeno na vyuziti dat ziskanych opakovanou LA-ICP-MS analyzou péti
kalibrac¢nich standardl s ptfizpisobenou matrici na koncentra¢ni hladiné 0 (slepy vzorek),
60, 100, 150 a 220 pg.g! Fe. Mez detekce a mez stanovitelnosti byla stanovena na 0,5 pg.g*
a 1,5 ug.g* pro izotop zeleza *°Fe.



o MENERNT > 200 pg.g’ o NN N > 200 ug.g’

Obr. 3.2 LA-ICP-MS zobrazovani IPA infekce. (A) Opticky obraz IPA infekce, odpovidajici 2D mapy
prostorové distribuce %*Fe (B) a **Fe (C) v infikované plicni tkani. LA-ICP-MS data byly nasbirany
s sitkou laserového svazku 30 um, métitko 500 pum.

3.3.3 Mapovani stiibra a zlata jako specifickych markeri IPA infekce
v plicni tkani

Dalsi vyznamnou aplikaci LA-ICP-MS v kontextu multimodalniho zobrazovani IPA
infekce bylo mapovani  distribuce stiibra a  zlata  specificky navdzanych
na mukopolysacharidové slozky bunécné stény houby A. fumigatus béhem histologického
barveni dle Grocotta. Diky nizkym mezim detekce (0,03 pg.g™t) a nizkému chemickému pozadi
pro oba prvky bylo mozné snizZit velikost laseroveho svazku (spotu) pro LA-ICP-MS
zobrazovani na 3-5 pm, coZz prakticky odpovida rozmérim jednotlivych hyf houby
A. fumigatus s velikosti 2 az 3 um. V ramci LA-ICP-MS zobrazovani byly testovany dva
rozdilné protokoly suseni fezt po histologickém barveni, a to suSeni provedené sérii roztoki
se zvysujicim se obsahem ethanolu (50, 70, 80, 90, 95 a 100 %) anebo suSeni za pomoci vakua
v exikatoru po dobu 40 minut. SuSeni tenkych fezl stoupajici fadou ethanolu se prokazalo byt
(Obr. 3.3). Nicmén¢ vzhledem kvelmi nizkému pozadi stiibra Vv plicni tkani

(<0,45 pg.gt) bylo i pro 2D mapy s velikosti pixelu 3 pm dosazeno dostateéného kontrastu
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umoziujiciho jednozna¢nou identifikaci rozsitujici se IPA infekce. Vysledné 2D mapy
prostorové distribuce stiibra a zlata pfinasi spolehlivy obraz rozsitujici se IPA infekce v plicni
tkani infikované houbou A. fumigatus. Mimoto LA-ICP-MS zobrazovani poskytuje vynikajici
korelaci charakteristickych znakll (ryst) IPA infekce vi¢i standardnimu histologickému
vySetieni zalozeném na vyhodnoceni GMS barveného preparatu metodami optické mikroskopie
(Obr. 3.3). Na rozdil od optické mikroskopie, LA-ICP-MS zobrazovani nabizi citlivé
a selektivni kvantitativni stanoveni obou prvki, které mize pomoci mikrobiologim zejména
v diagnostice nejednozna¢nych piipadd IPA infekce. Kvantitativni analyza specificky
navazaného stiibra a zlata byla zaloZena na vyuziti dat ziskanych opakovanou analyzou Sesti
kalibra¢nich standardl s pfizptisobenou matrici na koncentracni hlading 0 (slepy vzorek); 0,1;
1; 10; 100 a 1 000 pg.g* Ag a Au. Mez detekce byla pro oba kovy stanovena na 0,03 pg.g™,

zatimco mez stanovitelnosti byla stanovena na 0,10 pg.g™* pro *¥Ag a 0,07 pg.g™* pro **’Au.

Obr. 3.3 LA-ICP-MS zobrazovani IPA infekce. (A) Opticky obraz IPA infekce, odpovidajici 2D mapy
prostorové distribuce 1°’Ag (B) a *”Au (C) v infikované plicni tkani. LA-ICP-MS data byla nasbirana
s sitkou laserového svazku 5 um a vysuseni fezll po GMS barveni byla provedena stoupajici fadou
ethanolu (vlevo) nebo za pomoci vakua v exikatoru (vpravo).
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Masivni roz§iteni invazivni plicni aspergil6zy bylo dale potvrzeno pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu, ktery diky svému submikrometrickému rozliseni umoziuje ziskat
morfologické detaily rozsifeni hyf A. fumigatus napti¢ celou infikovanou plicni tkani
(Obr. 3.4A). Mimo to byla na povrchu GMS barveného fezu infikované plicni tkané provedena
bodovd SEM-EDS analyza za uéelem stanoveni matri¢nich prvka odpovidajicich slozeni jak
povrchu ITO mikroskopického sklicka (pozadi), tak i povrchu hyf houby
A. fumigatus. V ptipad¢ analyzy pozadi EDS analyza prokazala ptitomnost kiemiku, india
a cinu pochazejicich z ITO mikroskopického skli¢ka, zatimco chemické pozadi pro Ag a Au

bylo zanedbatelné (Obr. 3.4B). Na druhou stranu, EDS analyza povrchu hyfy potvrdila

selektivni navazani stiibra a zlata na slozky bunééné stény A. fumigatus béhem barveni dle
Grocotta (Obr. 3.4C).

Obr. 3.4 SEM zobrazovani fezu tkan¢ infikované houbou A. fumigatus (A) s vyznac¢enymi body pro
prvkovou analyzu (barveni dle Grocotta, 15 kV, primarni zvétseni 8 000x), (B) ED spektrum pozadi
povrchu ITO mikroskopického skla, (C) ED spektrum nasbirané z povrchu hyfy houby A. fumigatus.

3.4 Zavér

Multimodalni zobrazovani invazivni plicni aspergilézy v potkanich plicich ukazalo,
Ze vyuziti jediné zobrazovaci techniky mize byt nedostate¢né, a to zejména v piipadé studia
prostorové distribuce sekundarnich metabolit jakozto potencialnich biomarkert invazivnich
mykotickych infekci. Bohuzel molekularni pfistup mapovani sekundarnich metabolit

A. fumigatus nebyl uspésny, jelikoz béhem MALDI-MS zobrazovani do$lo k potlaceni signala
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mikrobialnich sideroforti, a to bud’ ptfitomnosti fixaéniho pHPMA polymeru anebo kvili
omezenému dynamickému rozsahu MALDI-MSI. Na druhou stranu LA-ICP-MS zobrazovani
prostorové distribuce Zeleza prokazalo piiblizné 20-ti nasobné zvySeni koncentrace Zeleza
v regionech postizenych IPA infekci, kdy narust obsahu Zeleza muze souviset piimo
s pritomnosti ferri-forem sekundarnich metaboliti zodpovédnych za ,kradez“ zeleza
z organismu hostitele anebo ukladani Zeleza v hyfach a konidiich houby A. fumigatus.
Déle LA-ICP-MS mapovani specificky navdzaného stiibra a zlata umoznilo detailni studium
rozsitujici se IPA infekce v plicni tkani infikované houbou A. fumigatus. Vzhledem k nizkému
chemickému pozadi, nizkym detekénim limitim na koncentra¢ni Grovni 0,03 pg.g™
a unikadtnimu dynamickému rozsahu pro oba kovy bylo mozZzné provest kvantitativni
LA-ICP-MS mapovani s velikosti laseroveho svazku 3-5 pm, coz by mohlo pomoci klinickym
mikrobiologm zejména v diagnostice nejednoznaénych piipadd vyskytu IPA infekce.
Selektivni navazani stfibra a zlata na mukopolysacharidové slozky bunééné stény A. fumigatus
spole¢né s nizkym chemickym pozadim pro oba kovy bylo potvrzeno SEM-EDS, ktery vyuZiva
submikrometrického rozliSeni elektronové mikroskopie. LA-ICP-MS zobrazovani zlata
a stiibra s prostorovym rozlisenim 3-5 pm odpovidajici prakticky velikosti jednotlivych hyf
ma znacny potencial stat se citlivéjsi alternativou ke standardnim vizualizaénim postupiim

pouZivanych v klinické mykologii.
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4. Prostorové znacky

4.1 Multimodalni zobrazovani a prostorové znacky

Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie (MSI-,,mass spectrometry imaging*) je jednou
z nejvyznamnéjSich a nejrozsifenéjSich analytickych technik poskytujici detailni studium
prostorove distribuce molekul a prvku v riznorodych biologickych vzorcich. Techniky MSI
umoznuji provést komplexni studium biologickych vzorkt od jednotlivych bunék, pres biopsie,
organy az po kompletni biologické systémy?*?2, Avsak zadna z komeréné dostupnych MSI
technik neni sama o sobé& schopna poskytnout kompletni informace o prostorové distribuci
biologicky vyznamnych molekul a prvkia na povrchu studovanych biologickych tkani. Proto je
pro detailni studium biologickych vzorkid povazovanych za prostorové, morfologicky
a metabolicky komplexni systémy vyuZivan multimodalni ptistup kombinujici moznosti
elementarniho a molekularniho zobrazovani. V soucasnosti multimodalni zobrazovani vyuziva
zejména pétice komeréné dostupnych MSI technik, a to MALDI-MS, DESI-MS, SIMS,
laserové ablace ve spojeni s ionizaci elektrosprejem (LAESI) a LA-ICP-MS?223, Mimoto pro
ucely ziskani kompletnich informaci o patofyziologickych zménach v biologickych tkénich
mohou byt molekularni/prvkové 2D mapy dale porovnavany s vysledky histologického a
imunohistochemického barveni ¢i fluorescenéni mikroskopie.

Spravna interpretace takto =ziskanych dat ale vyzaduje pfesny piekryv
molekularnich/prvkovych 2D map s pfislusnymi optickymi snimky, coz mutze byt zna¢né
obtizné zejména v ptipadech, kdy analyzovana tkan neobsahuje charakteristické anatomické
znaky. Navic i molekularni/prvkové 2D mapy mohou byt lehce posunuty (deformovany),
a to v dusledku zmény tvaru a velikosti fezu béhem krajeni a fixace biologického vzorku
¢i hardwarového nastaveni iontového zdroje. V piipadé multimodalniho zobrazovéani je
pro spravny a piesny prekryv multimodalné nasbiranych dat nezbytne vyuzit referen¢nich boda
tzv. prostorovych znaéek (PZ, ,fiducial markers*)?*224 Dal$i vyznamnou aplikaci PZ je 3D
zobrazovani biologickych tkani, kde jsou PZ vyuZivany ke spravnému a pfesnému usporadani
celé série molekularnich/prvkovych 2D map ziskanych zobrazovanim konsekutivné
odebiranych fezi do jediného trojrozmérmého objektu?. Volba optimalniho sloZeni prostorové
znaCky muze byt obtiZzna, a to zejmeéna v piipadé multimodalniho zobrazovani vyuZivajiciho
kombinace MSI technik, optické mikroskopie, fluorescenéni mikroskopie a histologického

barveni. Zakladnimi poZadavky kladenymi na PZ je intenzivni zabarveni (opticka
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mikroskopie), absorpce/emise pii zvolené vinové délce (fluorescencni mikroskopie),
dostatecnd ucinnost ionizace ve vybranych iontovych zdrojich a v neposledni fad¢ také
zanedbatelna difuze b&hem piipravy biologického vzorku ¢i Vv prabéhu histologického
a imunohistochemickeho barveni.

Cilem této prace bylo navrhnout a optimalizovat sloZeni prostorové znacky vhodné
K pfesnému a spravnému piekryvu molekularnich/prvkovych 2D map ziskanych MALDI-MS,
DESI-MS, LA-ICP-MS zobrazovani s optickymi snimky z histologického barveni (opticka

mikroskopie) a fluorescenéni mikroskopie.

4.2 Experimentalni Cast

4.2.1 Analyzované vzorky, sloZeni prostorovych znacek a jejich aplikace
Vzorky mySich ledvin byly ziskdny od zdravych jedincd a ihned
po vyjmuti z t€la byly zmrazeny v kapalném dusiku a nasledné uchovany pii teploté -80°C.
Pted aplikaci prostorovych znacek a vlastnim krajenim byly tkdné€ ponechany pfi teploté -20 °C
po dobu 45 minut v kryomikrotomu CM1950 (Leica, Némecko). Pro tc¢ely multimodalniho
zobrazovani technikami MALDI-MS, DESI-MS LA-ICP-MS, optickou a fluorescenéni
mikroskopii bylo vysledné (optimalni) slozeni PZ nasledujici: 20 mmol.I"t rhodaminu B,
100 pg.ml? iontového stfibra a 5 pg.ml™ nanodastic zlata ptipravenych v roztoku obsahujicim
100 mg.ml** pHPMA. Takto pfipravena polymerni smés byla postupné aplikovdna do mysi
ledviny injekéni stfikackou s vnéjSim primérem injekéni jehly 300 um, za vzniku tfi
prostorovych znacek rozmisténych do vrcholti pravouhlého trojuhelniku tvoficiho pismeno
L. Po aplikaci PZ byly vzorky mysich ledvin korondrné krajeny v pfedem definovanych
vzdalenostech na fezy o tloustce 10 pum (MALDI-MSI), 20 um (DESI-MSI, opticka
a fluorescenéni mikroskopie) a 30 um (LA-1CP-MSI) pti teploté -20 °C pomoci kryomikrotomu
CM1950. Rezy tkani byly pieneseny bud’ na ITO sklicko (MALDI-MSI, LA-ICP-MSI)
a ,,Omni slides* (DESI-MSI) nebo na standardni mikroskopicka skli¢ka (opticka, fluorescencni
mikroskopie) a poté tepelné fixovany. Vzorky pro MALDI, LA-ICP-MS zobrazovani, optickou
a fluorescen¢ni mikroskopii byly vakuové suseny po dobu 40 minut v exsikatoru, zatimco
vzorky pro DESI-MSI byly analyzovany bez jakéhokoliv dalsi Upravy. V této fazi byly
pofizeny optické obrazy jednotlivych tkani pomoci skeneru HP Scanjet 4890 s rozliSenim 1 200
dpi (DESI) a 4800 dpi (MALDI, LA-ICP-MS). Poté byla na vzorky pro MALDI-MSI

rovnomérné nanesena CHCA matrice (7 g.I'" v ACN:voda 50:50 (v/v) s 0,2 % kyselinou

15



trifluoroctovou) s vyuzitim pfistroje ImagePrep (Bruker Daltonics, Némecko) a pfednastavené

nanaSeci metody.

4.3 Vysledky a diskuze

4.3.1 Prostorové zna¢ky, multimodalni a 3D zobrazovani mysi ledviny

Prvni cast experimentalni prace byla zaméfena na vybér optimalniho sloZzeni PZ
a na ovéfeni jeho kompatibility s technikami MALDI-MS, DESI-MS, LA-ICP-MS
zobrazovani, optickou a fluorescen¢ni mikroskopii. Vysledné sloZeni PZ poskytovalo syté
fialovo-ruzové zbarveni, které zustalo nezménéno jak po aplikaci PZ do mysi ledviny
a opakovaném zmrazeni vzorku na -80 °C, tak i béhem piipravy tenkych fezu a nasledném
naneseni CHCA matrice pro MALDI-MSI. Unikétnich vlastnosti rhodaminu B (intenzivni
razovo-fialové zbarveni, snadna ionizace a charakteristicka fluorescence) bylo vyuZito
pro zobrazovani rozmisténi PZ na povrchu mysi ledviny pomoci MALDI-MSI, DESI-MSI,
optické a fluorescen¢ni mikroskopie (Obr. 4.1A az D). Zatimco v ptipadé¢ LA-ICP-MS bylo
rozmisténi PZ ureno na zakladé detekce signalii odpovidajicich stiibru (ve formé Ag"* iontt)
a zlatu (100 nm nanocastice) ptidanych do vysledné smési PZ (Obr. 4.1E). Vysledné sloZeni
PZ tedy poskytuje intenzivni fialovo-rizové zbarveni (opticka mikroskopie), intenzivni
fluorescenci (fluorescen¢ni mikroskopie), dobré ioniza¢ni vlastnosti rhodaminu B v pozitivnim
modu (MALDI-MSI, DESI-MSI) a intenzivni signal stiibra a zlata pro LA-ICP-MSI.

Obr. 4.1 Porovnani signalt PZ ziskanych pomoci (B) fluorescen¢ni mikroskopie, (C) MALDI-MSI, (D)
DESI-MSI (rhodamin B 443,3 m/z), (E) LA-ICP-MS (1*’Ag, identicka 2D mapa byla ziskana i pro signal
¥7Au) s (A) optickym obrazem fezu mysi ledviny.
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Dale byly prostorové znacky pouzity pro multimodalni zobrazovani molekul/prvki
v mysi ledviné. V nasem ptipadé multimodalni zobrazovani zahrnovalo vyuZiti MALDI-MSI,
DESI-MSI, LA-ICP-MSI spoleéné s optickou a fluorescen¢ni mikroskopii. Ziskana 2D data
byla zpracovana a vizualizovana pfislusnymi programy za vzniku 2D map distribuce molekul
a prvkd, které byly nasledné porovnavany s odpovidajicim optickym snimkem mysi ledviny.
Ke spravnému a presnému piekryvu multimodalné nasbiranych dat bylo vyuzito PZ respektive
odpovidajicich signalii pro jednotlivé komponenty PZ. Vzijemné uspotradani (piekryv)
vybranych molekularnich/prvkovych 2D map s optickym snimkem analyzované mysi ledviny
je znazornéno na Obr. 4.2. Charakteristicky rozmisténych prostorovych znacek bylo Gspésné
vyuzito k vzajemnému piekryvu multimodalné nasbiranych dat, coZ je nezbytné pro ziskani
detailnich informaci o chemickém sloZeni mysich ledvin a prostorové distribuci biologicky

vyznamnych prvka a molekul.

Obr. 4.2 Vzajemny piekryv 2D map prostorové distribuce vybranych molekul (zejména lipida) a
biogennich prvkid z multimodalné zobrazovaciho experimentu s optickym snimkem mysi ledviny.
Soucasti porovnani jsou i 2D mapy odpovidajici prostorové distribuci tiech PZ — 443.3 m/z (MALDI,
DESI) ¥’ Au (LA-ICP-MS).

Posledni ¢ast prezentované prace byla zaméfena na studium moznosti aplikace PZ
pro 3D multimodalni zobrazovéni. Pro testovani vhodnosti PZ pro 3D zobrazovani mysi tkan¢
bylo vyuzito molekul&rnich/prvkovych 2D map vzniklych analyzou tenkych fezli nakrajenych
v pfedem definovanych vzdalenostech (300 um) napti¢ celou analyzovanou mysi ledvinou.
Ke spravnému a piesnému piekryvu multimodalné nasbiranych 2D map bylo vyuzito PZ
respektive odpovidajicich signalti pro jednotlivé komponenty PZ. Vzajemné uspotadani
jednotlivych molekuldrnich/prvkovych 2D map prostorové distribuce prostorovych znacek
na povrchu analyzované tkané spole¢né s optickym snimkem analyzované mysi ledviny

je znazornéno na Obr. 4.3. Uvedeny piiklad demonstruje vyznam aplikace PZ pro spravné
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a presné usporadani multimodalné ziskanych molekulérnich/prvkovych 2D map za vzniku
jediného trojrozmérného objektu analyzované biologické tkané. Predpokladem pro piesnou
rekonstrukci 3D struktury analyzované tkané je soucasna vizualizace PZ na zakladé detekce
fyzikalné-chemickych vlastnosti jednotlivych slozek PZ vSemi pouZitymi zobrazovacimi

technikami.

300 pm 300 um 300 um

Obr. 4.3 Aplikace PZ pro 3D multimodalni zobrazovani biologickych tkani. Vzajemny piekryv 2D map
prostorové distribuce PZ vzniklych analyzou tenkych fezii nakrajenych v ptedem definovanych

vzdalenostech napfi¢ celou analyzovanou mysi ledvinou. Detekovany signal PZ — rhodamin B
443.3 m/z (MALDI-MS, DESI-MS) a *’Au (LA-ICP-MS).

4.4 Zavér

Multimodalni zobrazovani vyZaduje pouZiti vhodnych prostorovych znacek pro spravny
a presny prekryv molekularnich/prvkovych 2D map pro ucely ziskani detailnich informaci
o chemickém slozeni povrchu a prostorové distribuci biologicky vyznamnych prvki a molekul.
Aplikované PZ se osvédcily pro spravnou a presnou kombinaci multimodalné nasbiranych
molekularnich/prvkovych 2D map ziskanych pomoci pétice doplnujicich se zobrazovacich
technik, a to MALDI-MS, DESI-MS, LA-ICP-MS, optické a fluorescenéni mikroskopie.
Nésledujici experimenty budou zaméfeny na aplikaci PZ pro 3D zobrazovéni rtznych
biologickych  tkdni a  pro normalizaci intenzity  signdlu  jednotlivych
molekularnich/elementarnich 2D map nezbytnou pro spravnou rekonstrukci 3D struktury
analyzované tkané na zakladé vzadjemneho piekryvu celé série multimodalné nasbiranych

molekularnich/prvkovych 2D map.
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5. LA-ICP-MSI ve forenzni analyze — analyza povystielovych
zplodin piimo na latentnich otiscich prstu

5.1 Otisk prstu a kriminalisticka daktyloskopie

Prvni identifika¢ni systém pro forenzni Gcely byl zaveden na konci 19. stoleti v Anglii
a postupné byl rozsiten do celého svéta®®. Od té doby patii odbér otiski prstu a jejich nasledna
analyza k zakladnim tkonim pfi vySetfovani kriminalnich ¢ind. Studium otisku papilarnich
linii vychazi z poznatkti o fyziologickych vlastnostech pokozky c¢lovéka, které popisuje
daktyloskopie. Prabéh koznich papilarnich linii vytvofeny na vnitini strané prst, na dlanich,
na prstech nohou a chodidel je pro kazdého jedince charakteristicky, jedine¢ny a do jisté miry
i d&diény?® Vznik a existence dermatoglyfii papilarnich linii se ¥idi tfemi obecn& uznavanymi
zékonitostmi otiskil prstl: individualnost, neménnost a neodstranitelnost, které¢ stanovil
na konci 19. stoleti Francis Galton?’?°. Daktyloskopie spole¢né s DNA analyzou ptedstavuje
dva zékladni pilife forenzni identifikace osob?’ %,

Otisky prstd mohou byt zanechany na celé fad¢ povrchd, a to diky vylu¢ovani potu
obsahujiciho komplexni smés chemickych latek (lipidy, aminokyseliny, proteiny, hormony,
anorganické prvky apod.). VétSina zanechanych otiskii prstd jsou pro lidské oko
nedetekovatelné, a i proto jsou oznacovany jako latentni (skryte). Latentni otisky prsti je mozné
zviditelnit riznymi fyzikalnimi, fyzikalné-chemickymi a chemickymi metodami. Bézné
fyzikalni, fyzikalné-chemické a chemické metody umoznuji sejmuti latentnich otiskd pfimo
Z povrchil nalezenych na misté ¢inu, a to na zaklad¢ zvyraznéni kontrastu mezi vystouplymi
papildrnimi liniemi a prohlubnémi®’. Zkoumani daktyloskopickych stop, tedy daktyloskopicka
identifikace, v kriminalistické praxi dosud ptedstavuje aplikaci identifika¢niho algoritmu tzv.
»fingerprint matching algoritmus* zaloZzeného na ptfimém vizualnim ¢i programovém srovnani
shody daktyloskopickych markantti na otisku z mista ¢inu s kontrolnim (referen¢nim) otiskem
(,;Automated Fingerprint Identification System, AFIS®).

Nicméné v poslednich letech jsme svédky renesance detailniho studia latentnich otiski
prsti pomoci sofistikovanych instrumentalnich technik s cilem ziskat dodate¢né informace
napomahajici k objasnéni trestného ¢inu. K doposud ziskanym dopliiujicim informacim patii
zejména pohlavi a ve&k, piitomnost endogennich chemickych latek (lidské metabolity
s diagnostickou hodnotou), pfitomnost exogennich chemickych latek (zneuzivani drog, farmak,

exploziv, kosmetiky, potravin) ¢i pfitomnost &astic povystielovych zplodin®®. Soudasny stav
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Vv oblasti zobrazovani latentnich otiskli prstli a mozZnosti analyzy endogennich a exogennich

chemickych latek obsazenych v otiscich prstl shrnuje piehledovy ¢lanek z roku 2016%.

5.2 Povystrelové zplodiny

Detekce a identifikace povystielovych zplodin (,,gunshot residues“-GSR) na povrchu
latentnich otiskl prsti poskytuje stézejni informace k urceni, zda podeziela osoba pouzila
stfelnou zbran pii trestném ¢inu. Povystielové zplodiny jsou charakterizovany jako ¢astice
vytvarené v diasledku procesu hotfeni zdzehové sloze zapalky, prachové naplné néaboje
a néasledné interakce vzniklych zplodin s konstrukénimi prvky naboje za teplot a tlaka
vznikajicich pfi samotném vystielu®’. Povystielové zplodiny opousti stielnou zbraii (hlaves,
zaver, netésnosti) v plynném skupenstvi a vytvari oblak zplodin v okoli zbrané, ktery rychle
kondenzuje (n€kolik milisekund) za vzniku mikroskopickych ¢astic charakteristickych
pro povystielové zplodiny. Zkondenzované castice nésledné sedimentuji a ulpivaji nejen
na rukou, obli¢eji a odévu stielce, ale i na predmétech a osobach nachazejicich se v tésné
blizkosti stielné zbran&*"®. Dle ENFSI (,,European Network of Forensic Science Institutes)
jsou za charakteristick¢ povystielové zplodiny povazovany kulovité cCastice s velikosti
0,5 — 5,0 um a chemickym slozenim odpovidajicim stielné zbrani, projektilu a nabojnici.
Na zéakladé profilu obsazenych prvki jsou povystielové zplodiny klasifikovany do 9 z&kladnich
tiid: tiida 1: Pb—Sh—Ba (navic ¢astice mohou obsahovat jeden nebo i nékolik uvedenych prvki:
Si, Ca, Al, Cu, Fe, S, P, Zn, Ni); tfida 2: Ba—Ca-Si; tfida 3: Sb—Ba; tiida 4. Pb-Sb; tiida 5:
Ba—Al; tfida 6: Pb—Ba; tiida 7: Pb, tfida 8: Ba a tfida 9: Sb. MnozZstvi ulp&lych ¢astic na rukou,
obliceji, vlasech a odévu stielce zavisi na nékolika faktorech, a to typu zbrané a pouzitém
stielivu, stafi a technickém stavu zbrang, hygienickych navycich stielce a uplynulé dobg®’%,

Za standardni techniku pro analyzu a jednozna¢nou identifikaci ¢astic povysticlovych
zplodin je stale povazovana skenovaci elektronovd mikroskopie s energiové-disperznim
spektrometrem (SEM-EDS)%, a to i navzdory tomu, Ze v priibéhu let byla pouZita cela fada
instrumentalnich technik. Mezi dalSi pouzivané techniky prvkové analyzy patii neutronova
aktivaéni analyza (NAA), rentgenova fluorescencéni spektrometriec (XRF), ¢&asticove
indukovana RTG emisni spektrometrie (PIXE), hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontt
(SIMS), atomova absorpcni spektrometrie (AAS), optickd emisni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-OES), hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

(ICP-MS) a v neposledni fad¢ jeji spojeni s laserovou ablaci (LA-ICP-MS). Jednotlivé aplikace
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uvedenych technik jsou dale shrnuty v piehledovych ¢lancich*3. Prestoze jiz bylo
LA-ICP-MS vyuzito pro analyzu povystielovych zplodin, tak doposud nebyla publikovana
metoda umoznujici soucasné provedeni detekce a identifikace jednotlivych typl Castic
povystielovych zplodin pifimo na povrchu latentniho otisku prstu spole¢né s jeho naslednou
rekonstrukci pro ucely identifikaci ,,stielce* pomoci standardnich daktyloskopickych metod.
Cilem této prace bylo vyvinout a optimalizovat LA-ICP-MSI metodu pro detekci
a charakterizaci jednotlivych ¢astic povystielovych zplodin na povrchu latentniho otisku prstu
se soucasnou identifikaci ,,stielce”. Pfima identifikace byla zalozena jednak na porovnani 2D
map kovu charakteristickych pro povystielové zplodiny se zviditelnénymi kontrolnimi
(referen¢nimi) otisky nebo na vizudlnim porovnani rozmisténi charakteristickych papilarnich

linii a rozmanitych daktyloskopickych markantd.

5.3 Experimentalni ¢ast

5.3.1 Stielba a odbér otiskii prstu

Realné vzorky povystielovych zplodin ulpélych na rukou stielce po stielbé
ze samonabijeci pistole CZ 75D Compact P-01 raze 9 mm byly ziskany v prostorach venkovni
stfelnice v Olomouci (LAZECKA STRELNICE, spol. s.r.0.). Pfed samotnou stfelbou byla
zbran dukladné vyc¢isténa dle pokynt vyrobce a poté jemné oSettena 1 % roztokem kyseliny
dusicné. Navic pred kazdym experimentem byly stielcovy ruce dikladné oc¢istény a oplachnuty
v 1 % (v/v) roztoku HNOs. Tento postup byl provadén za ucelem odstranéni v§ech moznych
kovovych kontaminanti ulpélych jak na zbrani, tak i na rukou stielce z predchozi stielby.
Pro detailni studium povysttelovych zplodin byly vzorky kontrolnich otiska (n=3), otiski prstu
po manipulaci se stfelivem a stielnou zbrani (n = 3), po jednom vystielu (n = 3) a po péti
vystielech (n = 3) odebirany duplicitné. Prvni z nich byl otisknut na ¢isté mikroskopické skli¢ko
(LA-ICP-MS zobrazovani) a druhy otisk byl po otisknuti na mikroskopické sklicko odebran
transparentni daktyloskopickou paskou (roztokova ICP-MS analyza), ktera byla poté dukladné
zabalena a vloZena do Cisté a pfedem oznacené PP mikrozkumavky. Nasledn¢ byly v laboratofi
odebirany kontrolni otisky prstti od v§ech testovanych osob, které byly zviditelnény bronzovym
daktyloskopickym praskem a po jejich pteneseni na bilou daktyloskopickou folii byly snimany
skenerem Epson Perfection Photo V370 s rozliSenim 1 200 dpi.
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5.4 Vysledky a diskuze

5.4.1 LA-ICP-MS zobrazovani povystrelovych zplodin

LA-ICP-MS zobrazovani bylo vyuZito jednak k detekci a charakterizaci jednotlivych
Castic povystielovych zplodin na povrchu latentniho otisku prstu, ale piedevsim k identifikaci
,,stielce”. Monitorované kovy Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb byly vybrany zejména na zakladé
prvkového sloZeni ¢astic povystielovych zplodin, prvkového slozeni nabojnice, zapalkové
slozZe, celoplastové strely a v neposledni fadé na zakladé vysledku roztokové ICP-MS analyzy.
Mapovana byla sada latentnich otiskti prsti sestavajici se ze slepého vzorku (povrch
mikroskopického skla bez otisku prstu), kontrolniho otisku, otisk po manipulaci se stielivem
a stfelnou zbrani, otisku po jednom a péti vystielech. Pro LA-ICP-MS analyzu byla vybrana
oblast s rozmérem ~ 0,9 x 1,3 cm (doba analyzy ~ 2,5 az 3 hodiny), kterd byla symetricky
rozmisténd okolo stiedu (vrcholu) otisku, z davodu maximalizace pokryti rozmanitych
daktyloskopickych znakd.

LA-ICP-MS mapovani poskytlo detailni informace o distribuci ¢astic povystielovych
zplodin na povrchu latentnich otiski prstu souvisejicich pfimo se samotnou stfelbou,
ale i kovovych ¢astecek a dalSich necistot ulpélych na otiscich prstu po manipulaci se stielivem
a stielnou zbrani a na kontrolnim otisku (Cu, Zn, Pb). Vysledky mapovéani Cu, Zn, Sh, Ba, Hg,
Pb na povrchu odebranych otiski prstii jsou uvedeny na Obr. 5.1 (stielec 1). V piipadé
kontrolniho latentniho otisku vSak nebylo moZné ziskat (rekonstruovat) 2D mapu prostorové
distribuce Sb a Hg, a to z divodu jejich nizkého piirozeného vyskytu v Zivotnim prostiedi.
Mimo to rtut’ nebyla detekovana ani na povrchu otisku prstu po manipulaci se stielivem
a stfelnou zbrani, coz oba prvky fadi mezi velmi vyznamné a unikéatni markery povystielovych
zplodin. V porovnani s kontrolnim otiskem, LA-ICP-MS mapovéni prokézalo vyrazny nartst
intenzity signalu pro Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb u otiskti pochazejicich ze vSech tii testovanych
skupin (stfelivo, 1 vystiel, 5 vystielll). V ptipad¢ otiskii po manipulaci se stielivem a strelnou
zbrani byla zjisténa rovnomérné&jsi distribuce kova na povrchu papilarnich linii, ktera je zfejmé
zpusobena otérem celého biiska palce pii vkladani naboji do zsobniku. Z uvedenych vysledka
vyplyva, Ze studium rozdild v intenzité signalu, ale piedevsim v distribuci Cu, Zn, Sb, Ba, Hg,
Pb ma znaény dopad pro identifikaci a charakterizaci povystielovych zplodin, kdy muzeme
odlisit, zda odebrany otisk souvisi s manipulaci se stielivem a stfelnou zbrani, nebo piimo se
samotnou stielbou. Tedy Vv pfipadé€, Ze na povrchu otisku prstu nejsou identifikovany typické

kulovité cCastice s prvkovym profilem odpovidajicim jednotlivym tfiddm povystielovych
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zplodin, tak je mozné vyvodit zavér, ze odebrany otisk neni spojen se stielbou ze zbran¢ anebo

jiné kontaminace povystfelovymi zplodinami (osoba v blizkosti stielby).

Kontrola Strelivo 1 Vystrel 5 Vystreld
, ory @ ~ . "o : - saCu

(0 — W 000 cps

O — . 100 cps

0 — 1 700 cps 0 /— 2 500 cps

e .:é"
O m— w1 500 cps O m— 2 000 cps 0 — 2 500 cps 0 — w3 600 cps

0 m— 150 cps

0 m— w40 000 cps O m— mmmm 80 000 cps

Obr. 5.1 Identifikace povystielovych zplodin na zakladé LA-ICP-MS zobrazovani prostorové distribuce
Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb na povrchu latentnich otiski prsti stielce ¢. 1 pochazejicich ze 4 testovanych
skupin: kontrolni, manipulace se stielivem a stielnou zbrani (stfelivo), po jednom vystielu a po péti

vystielech, (cps — intenzita signalu).
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Céstice povystielovych zplodin byly na otiscich prstil souvisejicich s pouZitim stéelné
zbran¢ identifikovany jednak na zakladé pfitomnosti kulovitych ¢astecek a jejich shluka, které
maji shodnou prostorovou distribuci prvka (Sb, Ba, Hg, Pb, ale i Cu a Zn) odpovidajici
charakteristickému prvkovému sloZeni jednotlivych tiid povysttelovych zplodin (Obr. 5.1).
Navic LA-ICP-MS casové (prostorové) zavisla data byla vyuzita pro detekci
a naslednou charakterizaci jednotlivych skupin povystielovych zplodin. Céstice byly
identifikovany na zaklad¢é simultanniho zaznamu signalu pro izotopy Pb, Sb, Ba, Hg, Cu, Zn
predstavujicich  prvkovy profil charakteristickych ¢astic povystielovych  zplodin.
Tedy v ptipad¢ soucasné detekce (identicky ablacni ¢as) signala pro Pb, Sbh, Ba, Hg, Cu, Zn Ize
tyto signaly povazovat za charakteristické pro castice povystielovych zplodin s typickym
prvkovym sloZenim (Obr. 5.2). Nicméné podminkou pro detekci ¢astic povystielovych zplodin
bylo nastaveni minimalni intenzity potiebné pro pozitivni identifikaci signalu pro pfislusné
izotopy kovu charakteristické pro povystielové zplodiny. Minimalni hodnota signélu
odpovidajici nejmensi detekované ¢astici byla stanovena jako desetinasobek praméru signalu
pozadi pro slepy vzorek®’ (1 640 cps pro Cu, 160 cps pro Zn, 101 cps pro Sb, 2 050 cps pro Ba,
230 cps pro Hg a 6 850 cps pro Pb). PouZiti mén¢ ptisnych kritérii by sice ptispélo k vyraznému
zvyseni poctu identifikovanych ¢astic, avSak piisnéjsi kritéria byla volena z dtivodu zvySeni
vérohodnosti ziskanych vysledkl. Detailni studium ¢astic povystielovych zplodin ulpélych
na otisku prst stielct po stielbé ze samonabijeci pistole CZ 75D Compact P-01 rdZze 9 mm
s naboji 9x19 mm Luger s celoplastovou stielou 7,5 g potvrdilo ptfitomnost 8 riznych tiid
povystielovych zplodin, a to Pb-Sh-Ba-Hg, Pb-Sh-Ba, Sb-Ba, Sb-Hg, Pb, Ba, Sb, Cu-Zn.

24



Pb-Sb-Ba-Hg Pb-Sb-Ba Pb-Sb
Cu-Zn Cu-Zn Cu-Zn Cu-Zn

100 000 SCu

50 000

ESzn
5 000

2500

121Sb
25 000

12 500

lu (cps)

-

igna
o

137
30 000 Ba

Intenzita s

15 000

202
400 Hg

200

ZOBPb
1 000 000

500 000

o 50 | 100 150 200

Obr. 5.2 Charakterizace jednotlivych typt povystielovych zplodin. Barevné svislé pruhy reprezentuji
identifikované typy povystrelovych zplodin. Liniovy sken pochazi ze vzorku otisku stielce, ktery vypalil
5 po sobé jdoucich ran ze samonabijeci pistole CZ 75D Compact P-01 rdZze 9 mm s n&boji 9 x 19 mm
Luger s celoplastovou stielou 7,5 g.



Hlavnim cilem celé prace byla predevsim aplikace LA-ICP-MS zobrazovani pro pfimou
identifikaci stfelce. Piima identifikace byla zalozena na principu daktyloskopické identifikaci
zahrnujici porovnani charakteristickych identifika¢nich znaka (daktyloskopickych markanti).
Identifikace stfilejici osoby na zaklad¢ vizualniho porovnéni charakteristického rozmisténi
papildrnich linii a rozmanitych daktyloskopickych znakl je prezentovdno na Obr. 5.3.
Daktyloskopicka identifikace byla provedena ve spolupraci s daktyloskopickymi znalci
Z Odboru kriminalistické techniky a expertiz Krajského teditelstvi policie Moravskoslezského
kraje. V ptipadé porovnani shody rozmisténi daktyloskopickych markanti bylo identifikovano
15 daktyloskopickych markant, coz predstavuje dostateny pocet pro urceni shody
s referenénim otiskem v Ceské republice, ale i jinych evropskych statech. Prezentované
postupy detailniho studia povystielovych zplodin definuji vyznamnost a unikatnost
LA-ICP-MSI pro ucely analyzy latentnich otiskl prstli v kontextu analyzy povystielovych
zplodin. Optimalizovand LA-ICP-MS metoda je vhodna nejen k detekci a charakterizaci ¢astic
povystitelovych zplodin, ale predevsim k pifimé identifikaci osoby na zaklad¢ porovnani shody
charakteristického rozmisténi rozmanitych daktyloskopickych markanti na 2D mapéach

prostorové distribuce Cu, Zn, Sh, Ba, (Hg), Pb a kontrolnim (referenénim) otisku prstu.
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Obr. 5.3 Identifikace otisku prstu stielce zaloZzena na ptimém vizualnim srovnani shody rozmisténi
daktyloskopickych markanti (oznagenych ¢&isly 1 az 15) na otisku z mista ¢inu s kontrolnim
(referencnim) otiskem.
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5.5 Zavér

Prezentovana metoda LA-ICP-MS zobrazovani latentnich otiskii prstd umoziuje
provést jednak vyhodnoceni pfitomnosti charakteristickych kovii odpovidajicich slozeni ¢astic
povysttelovych zplodin, ale piedev§im umoziuje rekonstruovat otisk prsti z prostorové
distribuce kovii po LA-ICP-MS mapovani. Mectoda vyuziva skute¢nosti, Ze pti manipulaci
s naboji, stfelnou zbrani a stielbé dochazi k ulpéni charakteristickych kovii na prstech (Cu, Zn,
Sb, Ba, Hg, Pb) a tyto kovy jsou pak pieneseny ve formé otiskil na rizné povrchy. Nasledné
mohou byt ziskané 2D mapy prostorové distribuce Cu, Zn, Sh, Ba, Hg, Pb na povrchu latentniho
otisku pouzity k ptimé identifikaci sticlce jednak na zakladé porovnani (fizovani) s kontrolnim
(referen¢nim) otiskem nebo na zaklad¢é vyhodnoceni shody jejich daktyloskopickych markant.
LA-ICP-MS mapovani distribuce Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb ma zna¢ny potencial stat se citlivéjsi
a spolehlivgjsi alternativou ke standardnim forenznim metodam identifikace a charakterizace
povystielovych zplodin zalozenych na vyuziti skenovaci elektronové mikroskopie ve spojeni
s energiove-disperznim spektrometrem (SEM-EDS). Nasledujici experimenty budou zaméfeny
na LA-ICP-MS zobrazovani vétsi série otiskul prstt a jejich fragmentd, kdy bude testovan vliv
pouziti riznych stfelnych zbrani i druhid komeréné dostupnych naboji a v neposledni fadé
budou experimenty zaméfeny na analyzu otisku prstd zviditelnénych pomoci

daktyloskopickych praskt.
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6. Studium vztahu mezi obsahem zZeleza a médi v myokardu a
funkci srde¢nich mitochondrii v kontextu srde¢niho selhani

6.1 Chronické srdecni selhani

Srde¢ni selhani je povazovano za velmi komplikovany klinicky syndrom, béhem
kterého dochazi k dysfunkci srde¢niho svalu zabranujici srdci pumpovat dostate¢né mnozstvi
krve K pokryti metabolickych potieb lidského téla*. V Evropé je udavéana prevalence
Chronického srde¢niho selhani (ChSS) mezi 2-3 %, nicmén¢ ChSS se podili vyznamnou mérou
na mortalité a morbidité zejména starsi populace®. Chronické srde¢ni selhani vznika nejcastéji
nasledkem onemocnéni srdecniho svalu nebo z extrakardidlnich pfic¢in. K nejcastéjSim
pfi¢indam ChSS patii ischemickd choroba srde¢ni, idiopatickd kardiomyopatie, zanétliva
onemocnéni, chlopenni vady a hypertenze. Nasledkem ChSS dochazi nejen ke zhorSeni funkce
kardiovaskularniho, endokrinniho, nervového, imunitniho systému a krvetvorby,
ale i k postizeni cilovych organt (svalstvo, kostra, plice, ledviny)*.

Tedy pro spravnou funkci srdeéniho svalu je nutné zajistit, aby byl srde¢ni sval
dostatecné a véasné zasobovan energii produkovanou mitochondriemi*®. Z ¢ehoz vyplyva,
Zze mitochondrialni dysfunkce vyznacujici se sniZzenou biogenezi, snizenou substratovou
flexibilitou a odolnosti vii¢i oxidativnimu poSkozeni reaktivnimi formami kysliku maze byti
mySlenkou vedouci k vysvétleni starnuti srdeéniho svalu a patofyziologii srde¢niho
selhani*’. Bioenergetika srde¢niho svalu je znaéné regulovana obsahem Zeleza®®*°, jelikoz
mitochondrialni enzymy podilejici se na oxidativni fosforylaci, antioxida¢ni ochrané
a transportu kysliku pottebuji pro svou spravnou funkci ,,volné“ Zelezo, Zelezo navazane
v hemu nebo v Fe-S klastrech. Ve vétsin¢ ptipada je ChSS doprovazeno snizenym obsahem
Zeleza v myokardu®! ¢i anémii, které zptisobuji mitochondridlni abnormality v srde¢nim svalu
a prispivaji tak ke zhorSeni ChSS a zvy$eni umrtnosti®>®3. Nicméné korekce anémie skrze
zvySenou erytropoézu neni Vv piipadé pacientii se srde¢nim selhanim ucinna®®, zatimco
U pacientli bez anémie intraven6zni podavani Zeleza vede ke zvySeni tolerance zatéze, zlepSeni
kvality Zivota a to i u pacientl se srde¢nim selhdnim a systematickym deficitem Zeleza®*®.
Tento fakt naznacuje, Ze relativni nedostatek Zeleza v neerytroidnich tkanich mtze mit klicovou
ulohu pfi vysvétleni patofyziologie vzniku srde¢niho selhani. AvSak doposud publikovane
prace studujici obsah Zeleza u pacientii se srde¢nim selhanim byly zaméfeny zejména

+51,53-56

na analyzu cirkulujicich markerd Zeleza na systémové urovni , pti¢emz jen dv¢ studie
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se zabyvaly stanovenim obsahu Zeleza ptimo v myokardu®’°8. Studie v3ak odhalily jen
marginalni vztah mezi myokardialnimi a cirkulujicimi markery Zeleza®"8.

Piekvapivé doposud bylo ziskano jen velmi malo informaci o obsahu Zeleza a médi
piimo v srde¢nim svalu u kontrolnich a ChSS pacientti, zejména pak jejich dopadu na spravnou
funkci srdecnich mitochondrii. Pro detailngjsi porozuméni uvedenych vztahii jsme se zaméfili
na studium vztahu mezi obsahem zeleza a médi v myokardu, funkci srde¢nich mitochondrii
piimo v biopsiich srde¢nich svali odebranych kontrolnim pacientim a pacientim s ChSS

behem transplantace srdce v IKEMu v Praze.

6.2 Experimentalni ¢ast

6.2.1 Analyzované vzorky srde¢ni tkané

Vzorky srde¢ni svalové tkané byly ziskany od 91 pacienti S pokroc¢ilym ChSS, ktefi
postoupili transplantaci srdce v Institutu klinickeé a experimentalni mediciny v Praze. Kontrolni
vzorky srdecni svalové tkan€ byly ziskany od 38 darcti bez ChSS a systolické dysfunkce, jejichz
srdce nemohla byt pouZita k transplantaci z technickych nebo zdravotnich divodu. Ze srde¢ni
svalové tkané byly odebrany vzorky levych komor tak, aby se zabranilo odbéru zjizvené ¢asti
tkan¢ ¢i epikardialniho tuku. Odebrané vzorky byly okamzité hluboce zmrazeny v kapalném

dusiku a nasledné uchovany pfi teploté -80 °C.

6.2.2 Stanoveni Zeleza a médi

Pied vlastnim stanovenim celkové koncentrace Zeleza a médi byly vzorky srde¢ni
svalové tkan¢ suSeny v lyofilizatoru dosucha. Lyofilizované vzorky (4,3-57,4 mg) byly
navazeny do teflonovych mineraliza¢nich kelimku, kde k nim byla pfidana mineraliza¢ni smés
slozena z 1 ml 65 % kyseliny dusi¢né a 0,25 ml 30 % peroxidu vodiku. Takto ptipravené vzorky
byly rozkladany v mikrovinném rozkladném systému MLS 1200 mega podle softwarové
fizeného vicekrokového rozkladného programu. Vychlazené mineralizaty byly kvantitativné
pievedeny do 10 ml odmérnych banék a doplnény po rysku deionizovanou vodou. Slepy pokus
byl ptipraven z 1 ml 65 % kyseliny dusi¢né a 0,25 ml 30 % peroxidu vodiku. V takto
ptipravenych vzorcich byl celkovy obsah zeleza a médi stanoven pomoci ORS-ICP-MS Agilent
7700x. (Agilent Technologies, Japonsko) vybaveného kolizné/reakéni celou.
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6.2.3 Statisticka analyza

Vysledna data jsou dale v textu vyjadiena jako primér + SD. Statisticky program JMP10
(SAS, Cary, NC, USA) byl pouzit k vyhodnoceni namé&fenych dat. Ovéfeni normalniho
rozdéleni dat bylo provadéno Shapirovym-Wilkovym testem normality, zatimco rozdily mezi
jednotlivymi skupinami byly porovnavany s vyuzitim neparového t-testu ¢&i y? testu. Korelaéni
analyza byla provadéna pomoci Pearsonova testu. Pro vSechny pouZité statistické testy byla
P-hodnota <0,05 povaZzovana za statisticky vyznamnou. Meze detekce (LOD) a meze
stanovitelnosti (LOQ) byly vypocteny pomoci matematického modelu ,,meze: 3s — IUPAC*

ve validovaném programu EffiValidation 3.0 (Effichem, s.r.o., Ceska republika).

6.3 Vysledky a diskuse

6.3.1 Validace ICP-MS metody

Validace metody zahrnovala testovani linearity, meze detekce, meze stanovitelnosti,
spravnosti a presnosti. Linearita byla ové&fovana v rozsahu LOQ - 2000 ug.I* pro Fe
a LOQ — 1000 pg.I* pro Cu, kdy byla pro oba kovy ziskana linearni kalibraéni zavislost
s korelaénim koeficientem > 0.9999. Meze detekce a meze stanovitelnosti byly vypocteny
na zaklad¢ dat ziskanych analyzou 6 nezavisle ptipravenych slepych pokust a ziskané hodnoty
byly nasledné piepocéteny na primérnou navazku 25 mg a fedéni do 10 ml odmérnych bangk.
Mez detekce byla vypodtena na 0,3 pg.g* pro Fe a 0,1 pg.g* pro Cu, zatimco mez
stanovitelnosti byla vypoétenana 1,1 pg.g™* pro Fe a 0,3 pg.g™ pro Cu. Z diivodu nedostupnosti
CRM lidského srdce bylo ovéfeni spravnosti a piesnosti ICP-MS metody provedeno s vyuZitim
standardniho referenéniho materidlu SRM® 1566b. Vysledky ovéfeni spravnosti
a presnosti ICP-MS metody jsou uvedeny v Tabulce 6.1. Za ucelem zajisténi kontroly kvality
vysledka ICP-MS stanoveni Fe a Cu byly kazdou 10. a 11. analyzu opakované méieny
certifikované referen¢ni materiadly TM-15.2 a TMDA. Vysledky opakovanych analyz
referencnich materidld jsou spole¢né s certifikovanymi hodnotami, hodnotami vytéznosti

a relativnich smérodatnych odchylek uvedeny v Tabulce 6.2.
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Tab. 6.1 Spravnost a piesnost ICP-MS metody

SRM®1566b
Prvek | certifikovana hodnota | Priimérna koncentrace | VytéZnost RSD
X + U (mg.kg?) X + 6 (mg.kg?) (%) (%)
Fe 205,8 £ 6,8 2121+114 103,1 54
Cu 716+16 73,3+24 102,3 3,3

U —roz§ifena nejistota s koeficientem rozsiteni k = 2 (95 % hladina spolehlivosti)

n==6

Tab. 6.2 Vysledky opakované analyzy zeleza a médi v CRM TM-15.2 a TMDA-64.2

CRM TM-15.2

Prvek | Certifikovana hodnota | Pramérna koncentrace | Vyt&Znost RSD
X £ 26 (ngl?) X £ 26 (ngl?) (%) (%)

Fe 26,0 £ 4,7 26,6 £2,2 101,6 4,1
Cu 17316 174+11 100,4 3,1

CRM TMDA-64.2
Fe 306 + 27,1 3086 100,6 1,0
Cu 274 +£24,1 277 £ 10 101,1 1,8
n=13

6.3.2 Obsah Zeleza a médi v srdec¢ni svalové tkani

Validovana metoda ICP-MS stanoveni zeleza a médi v biologickych tkanich byla
aplikovana na 129 realnych vzorku srde¢nich biopsii odebranych béhem transplantace srdce
v IKEMu v Praze. Realné vzorky byly piipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 7.2.2.
Kvantitativni ICP-MS analyza prokazala vyrazné snizeni koncentrace zeleza a médi u pacient
s chronickym srde¢nim selhanim. V porovnani s kontrolni skupinou byla celkova koncentrace
obou kovu Vv srde¢ni tkani ChSS pacientd snizena piiblizné o 22 %, a to z 200 + 38
na 156 + 41 pg.g™* pro Zelezo (Obr. 6.1A) a 15,1 + 3,9 na 11,7 + 3,1 pug.g™* pro méd’. Vysledky
stanoveni Zeleza v srde¢ni tkani koresponduji s dosud publikovanymi menSimi studiemi,
kdy bylo rovnéz pozorovano snizeni koncentrace zeleza u pacienti s ChSS v rozmezi 16-29 %
(cit.>"®8), Piekvapivé, myokardialni deficit Zeleza (,,myocardial iron deficiency — MID) mél
jen marginalni vztah Kk pfitomnosti anémie u ChSS pacientd a jeho prahova hodnota byla
definovana a priori jako obsah Zeleza <142.9 ug.g™ (Obr. 6.1A). Detailni porovnani celkové
koncentrace zeleza pro kontrolni skupinu a jednotlivé podskupiny pacienti s ChSS je

prezentovano na Obr. 6.1B. Z porovnani vyplyva, ze i u ChSS pacientt bez MID doslo
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k vyraznému snizeni celkového obsahu Zeleza. Nicméné, pacienti s MID méli del§i anamnézu

ChSS, nizsi davku betablokatort a vétsi rozsah koronarni aterosklerdzy, v porovnani s pacienty

bez MID. Kromé toho koncentrace Zeleza a médi v srde¢nim svalu vykazovaly vyznamnou

korelaci (r=0,51), ktera byla siln&jsi v pfipadé vysledku pro ChSS skupinu (Obr. 6.1C).

A Kontrola
40 - 200 + 38
n=38

O

O O Q L S S L
P PSP &

PR
Obsah Zeleza v myokardu (ug.g” d.w.)
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0
OO LOD Q O
Kl NN '\7’ L 'O n
Obsah zeleza v myokardu (pg.g" d.w.)
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100
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'!.. »
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Obsah zeleza v myokardu (pg.g"* d.w.)

Obr. 6.1 (A) Distribuce obsahu Zeleza v myokardu (ug.g2, d. w.) pro kontrolni (nahote) a ChSS
skupinu pacienti (dole), kde pferusovana cara predstavuje prahovou hodnotu pro myokardidlni
deficit Zeleza (142,9 pg.g?, d. w.). (B) Zobrazeni obsahu Zeleza v myokardu (primér + SD) pro
vybrané skupiny ChSS pacientti, 8 p < 0,001 vs kontrolni skupina. (C) Korelace obsahu Zeleza

a médi v srde¢ni svalové tkani.



Dalsi ¢ast experimentalni prace byla zamétena na studium vztahu mezi obsahem Zeleza
a médi v myokardu a funkci srdecnich mitochondrii v kontextu srdecniho selhani. Funkce
srdecnich mitochondrii (stanoveni aktivity enzymu citratového cyklu a dychaciho fetézce,
mitochondrialni respirace a exprese mitochondrialnich proteini) byla studovana vyzkumnymi
skupinami pod vedenim doc. RNDr. Jifiho Petraka, Ph.D., RNDr. Tomase Mracka, Ph.D. a doc.
MUDr. Vojtécha Melenovského, CSc. (cit.”). Vysledky detailniho studia funkce srde¢nich
mitochondrii potvrdily, Ze v dusledku srde¢niho selhani dochazi k prohloubeni mitochondrialni
dysfunkce. Vliv koncentrace Zeleza a médi v srde¢ni tkani na funkci srde¢nich mitochondrii
bude ilustrovan na piikladu studia enzymové aktivity. V piipadé stanoveni aktivit
mitochondrialnich enzymi u pacient s ChSS bylo zjisténo jejich vyrazné sniZeni. VV porovnani
s kontrolni skupinou byly aktivity akonitazy, citratsyntdzy, NADH-cytochrom ¢ reduktazy
(NCCR), sukcinat-cytochrom ¢ reduktazy (SCCR) a cytochrom c¢ oxidazy (COX) vyrazné
snizeny, a to konkrétné o -19 % pro akonitazu (p <0,001), -22 % pro citratsyntazu (p <0,001),
-27 % pro NCCR (p <0,001), -27 % pro SCCR (p <0,001) a -33 % pro COX (p <0,001).
Pritomnost MID vedla k dalS$imu sniZeni aktivity enzymu citratového cyklu (akonitazy o -26 %
(p <0,05) a citratsyntazy o -15 % (p <0,05)), pficemz aktivity oxidoreduktaz dychaciho fetézce
zustaly prakticky nezménény. V pfipad¢ skupiny pacientd s ChSS byla zjiSténa vyznamna
korelace mezi obsahem Zeleza a enzymovou aktivitou akonitazy, citratsyntazy a SCCR.
Vysledky korela¢ni analyz pro skupinu pacientti s ChSS jsou uvedeny v Tab. 6.3.

Tab. 6.3 Korelaéni analyza mezi obsahem zeleza a aktivitou mitochondrialnich enzymu pro skupinu
pacientii s ChSS. Pfevzato z cit.”

Enzym r p-hodnota
Akonitaza 0,23 0,03
Citratsyntaza 0,30 0,004
NADH-cyto’chrom c 0.1 0.3
reduktaza
Sukcmat-cytgchrom c 0,24 0,02
reduktaza
Cytochrom c oxidaza 0,18 0,08

r — Pearsonuv korela¢ni koeficient
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6.4 Zavér

Prezentovana studie jako prvni systematicky zkouma vztah mezi obsahem Zeleza, médi
a funkci mitochondrii pfimo ve vzorcich srde¢ni svalové tkané odebrané kontrolnim a ChSS
pacientum podstupujicim transplantaci srdce. Validovand ICP-MS metoda byla vyuZita
ke kvantitativnimu stanoveni Zeleza a médi ve 129 readlnych vzorcich srdeénich biopsii
odebranych béhem transplantace srdce v IKEMu v Praze. V porovnani s kontrolni skupinou,
doSlo u pacientt s pokro¢ilym ChSS vyraznému sniZeni (~22 %) obsahu Zeleza a médi, které
je spojeno se soucasnym sniZzenim aktivit enzymd citratového cyklu, mitochondrialni respiraci,
sniZzenim exprese proteint dychaciho fetézce. Zatimco snizeny obsah médi u pacientti s ChSS
byl spojen piedevsim se snizenim COX dependentni respirace. Kromé toho, ptitomnost MID
u ChSS pacienti se projevuje jeSté vyraznéjsim sniZzenim aktivity klicovych enzymu
citrdtoveho cyklu a snizenou expresi tzv. ,,ROS-protecting enzymes*. Pfitomnost MID muze
piispivat k prohloubeni mitochondrialni dysfunkce spojené se sniZzenou substratovou

flexibilitou a odolnosti vii¢i oxidativnimu poskozeni reaktivnimi formami kysliku.
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