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SEZNAM ZKRATEK:

LA laserova ablace

ICP indukéné vazané plazma

MS hmotnostni spektrometrie

MT metalothionein

DPV diferenéni pulzni voltametrie

CZE kapilarni zénova elektroforéza

HPLC vysokouginna kapalinova chromatografie



. ABSTRAKT

Maligni melanom se fadi do skupiny deseti nejCastéji se vyskytujicich
typu karcinomu u dospélé populace. Metabolismus melanomovych bunék je
pfedmétem rozsahlého vyzkumu zejména z pohledu novych diagnostickych
a terapeutickych moznosti. Jednou z velmi zajimavych otazek je hospodareni
téchto nadorovych bunék s ionty kovu, které jsou velmi dulezité pro funkci vice
nez tietiny celkového obsahu proteinu v burice. Z tohoto dlvodu je hladina iont(
kovu a vyznamnych kov-dependentnich proteint dalezitym tématem. Jednim ze
zajimavych kov-vazajicich proteint je metalothionein, jehoz hladina a exprese
jsou v posledni dobé intenzivné studovany ve spojitosti se vznikem a progresi
nadorového onemocnéni.

Hlavnim cilem predkladané bakalarské prace je spektrometricka
a elektrochemicka analyza Fez( nodularnich a povrchové se Sificich melanomu
ziskanych z miniaturnich prasat linie MeLiM s dédichym melanomem.
Ve tkadnich je sledovana prostorova distribuce iontd kovl pomoci metody
laserové ablace s hmotnostni spektrometrii (LA-ICP-MS). Metoda LA-ICP-MS
vyuziva zaostfeného laserového paprsku pro vzorkovani studovaného
materialu. Paprsek Ize zaostfit na bod o definované velikosti v rozmezi od 4 do
250 um. Proto je tato metoda vhodna pro studium rozlozeni prvkd na povrchu
studovaného materialu. Pfedmétem této prace je optimalizovat metodu LA-ICP-
MS a zjistit, zda je tato metoda pouzitelna pro studium lateralniho rozdéleni
sledovanych kovl ve zkoumanych melanomech.

Dale bude stanoven obsah kov-vazajiciho proteinu metalothioneinu.
Hladina proteinu metalothioneinu bude stanovena pomoci diferenéni pulzni
voltametrie BrdiCkovy reakce.



ABSTRACT

Malignal melanomas belong to group of ten the most frequent types of
carcinoma of adult population. The metabolism of melanomas cells is the point
of extensive research, mostly because of new diagnostic and therapeutic
possibilities. One of very interesting questions is handling of this cancer cells
with metal ions, which are important for more than one third of all proteins in
cell.That is why a concentration of metal ions and metal-depend proteins is still
very interesting question. One of important metal-dependent protein is
methalothionein, which amount and expression are intensively studied to
connection to formation and progress of tumor disease.

The main target of this work will be spektrometric and electrochemical
analysis of cryoscopic incisions of nodular and surface spread melanomas
acquired from minipigs line MeLim with hereditary melanoma. Spatial
distribution of ions of metals is detected by laser ablation with mass
spectrometry (LA-ICP-MS). This method uses focused laser beam for sampling
of studied material in this work. The beam is possible to focuse to the point of
define size from 4 to 250 um. It is the reason, why this metod is suitable for
studiing distribution of the elements on surface of study material. The subject of
this work is optimalization of metod LA-ICP-MS and findout, if this metod is
usefull for study of lateral distribution of monitored metals in examined
melanomas.

Than there will be determine the content of metal-binding protein
metalothionein in biological samples by differential pulse voltametry of Brdicka
reaction.



ll. Cil prace, zadani prace

Hlavnim cilem predkladané bakalarské prace je spektrometricka
a elektrochemicka analyza kryoskopickych fezd nodularnich a povrchové se
Sificich melanomu ziskanych z miniaturnich prasat linie MeLiM s dédi€nym
melanomem. V tkanich byla detekovana prostorova distribuce iontt kovu
pomoci metody laserové ablace s hmotnostni spektrometrii (LA-ICP-MS).
Pfedmétem této prace je optimalizovat metodu LA-ICP-MS a zjistit, zda je tato
metoda pouZitelna pro studium lateralniho rozdéleni sledovanych kovu ve
zkoumanych melanomech. Déle byl stanoven obsah kov-vazajiciho proteinu
metalothioneinu. Hladina proteinu metalothioneinu byly stanovena pomoci
diferenéni pulzni voltametrie Brdickovy reakce.



I1l. UVOD

Nadorova onemocnéni jsou skupinou chorob, které lidstvo postihuji od
nepaméti. V poslednich letech se ale stavaji oblasti vice a vice diskutovanou,
prozkoumavanou a v neposledni fadé také obavanou, at uz v kruzich odbornikd
Ci laické verfejnosti. Hlavnim dlvodem je stale stoupajici incidence (vyskyt
pfipadd onemocnéni za urgitou dobu') a prevalence (poet nemocnych osob
k uréitému datu na 1000 osob') té&chto onemocnéni. Je to jakasi dai za
prodluzovani zivota a potlacovani zanétlivych chorob. Po kardiovaskularnich
onemocnénich jsou kancerdzy druhou nejéastéjsi pficinou umrti v CR.

Definice nadorovych onemocnéni Fika, ze ,jsou to onemocnéni
charakteristicka nekontrolovatelnym ristem a délenim bunék a jejich infiltraci do
zdravé tkané. Maji-li nasledky této infiltrace negativni az fatalni dopad, jednéa se
o maligni nadorové bujeni.> Takto ,,onemocnét* muZe prakticky kazda tkan,
potaZzmo organ v téle - mozek, travici ustroji, vylu€ovaci soustava, ale také krev
a v neposledni fadé kuze. Kozni karcinom nebo také invazivni melanom je
,,zvlast maligni kozni nador typicky rychlim $ifenim a tvorbou metastaz*?

V roce 2009 bylo do Narodniho onkologického registru hlaseno 78 846
novych pfipadu zhoubnych novotvari véetné novotvart ,,in situ® (zhoubné
nadory, které vdak jesté nevykazuji zhoubny rust?), ztoho 40 903 ptipadu
u muzG a 37 943 u zen.’

NejCastéji diagnostikovanym onkologickym onemocnénim je ,,jiny
zhoubny novotvar kiaze.“ (dg. C44). V roce 2009 bylo hlaseno celkem 19 138
téchto nadorli, coz predstavovalo cca 24 % vSech hlaSenych pfipadd
zhoubnych nadorti v tomto roce.“® Pravy zhoubny melanom kize (dg C 43) je
typ onemocnéni, jehoz vyskyt se za poslednich 25 let znacné navrsil.
V porovnani s rokem 1970 s léty do roku 2002, doslo k narlstu vyskytu této
diagndzy u pacientl az 5x - u muzd i Zzen. Umrtnost na toto onemocnéni nema
takovy vzestup jako incidence, nicméné je stale velmi dulezité do podvédomi
lidi zapracovat fakt, Ze jde o velmi zavazné onemocnéni, kterému je nutné
v nejvyssSi mozné mife predchazet — minimalizovat pobyt na ostrém slunci ¢i
umélém UV zafeni bez ochrannych prostredku.’

Incidence zhoubného melanomu klGze neustale stoupa a nevyhyba se
témér Zadné vékové kategorii. Tato fakta dokazuji graf ¢. 1 — na kterém
muzeme vidét narlst po¢tu nemocnych na 1000 obyvatel v letech 1977-2009
a také graf €. 2, ktery ukazuje zavislost procentualniho zastoupeni pfipadld na
vékové kategorii. Nejen to jsou divody, pro¢ si toto onemocnéni zaslouzi
velkou pozornost v oblasti védy a vyzkumu, za ucCelem nalézt co nejvhodné;si
zpusob v&asného zachytu tohoto onemocnéni a prozkoumani navaznosti
a pravidel chovani nadorovych bunék. To vSe pro ziskani co nejpfesnéjsi
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pfedstavy o prognostickém vyvoji takovéto choroby — tvorba metastaz, riziko
amrti apod.

Graf &. 1: Vyvoj incidence zhoubného melanomu kaze v éase °
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V. Teoreticka cast

1. Vznik a rast rakovinnych bunék

Proliferace nadorovych bunék je vlastné porucha regulace obnovy
odumielych bunék. Divodem je fakt, Ze burnky nereaguji na kontrolni
mechanismy, které za normalni situace nastavuji rovnhovahu mezi odumiranim
a vznikem novych bunék a dochazi tak k nekontrolovanému mnoZeni bunék.
Latky, které za toto zodpovidaji, se nazyvaji rustové faktory — peptidy.
Nadorové burky si své rustové faktory umi produkovat sami. Déleni bunék je
naopak potlatovano tzv. chalony — peptidy &i glykoproteiny produkovany
pFislusnou tkani.°

Klinicky obraz jednotlivych nadorovych onemocnéni je rlizny, spoleénym
rysem ale byva vyrazny ubytek hmotnosti. Pfi€inou je absence regulace rustu
bunék bez pfisunu proteind. Zatim co normalni tkané pfi nedostatku protein(
dale nerostou, nadorové bunky v takovém pfipadé jako zdroj vyuzivaji proteiny
téla a dale rostou. Dlkazem muze byt negativni dusikova bilance nemocnych,
kterou zpusobuje vysoky obrat proteini v nadorech a Cetné nekrézy v jejich
$patné prokrvenych oblastech.®

2. Stopové prvky

Organismus je slozity systém chemickych latek a jejich vzajemnych
interakci, jejichz cilem je organismus ochranit, pfipravit na ohrozujici situace
a také zajistit preziti pokud mozno za jakychkoliv podminek.

Soucasti tohoto systému jsou latky makromolekularni, jako tuky, slozité
cukry a bilkoviny, které vice Ci méné zajistuji potfebné zdroje energie pro
spravnou funkci mozku a jinych zivotné dulezitych organd, neméné dulezitou
roli ov8em v organismu hraji i latky, jejichz koncentrace v organismu se
pohybuje ve velice nizkych koncentracich a pfesto je jejich uloha a funkce
nezastupitelna. PFikladem takovych latek jsou stopové prvky, které zajistuji
spravné fungovani vSech bunék v nasem organismu, konkrétné jejich
metabolismus a homeostéazu.’

Jedna se o prvky, jejichz koncentrace v organismu nepfesahuje
50 mg/kg, vétSinou se jedn& o kovy (kromé jodu a fluoru). V lidském organismu
se mezi takové prvky fadi zelezo, jod, méd, zinek, kobalt, chrom, molybden,
selen, fluor, mangan, nikl, arsen, selen, kiemik a vanad.®
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Stopové prvky se déli na esencialni a toxické. Esencialni si organismus
neumi vyrobit sam a je nutné dodavat je potravou. Toxické jsou pfitomny
v Zivotnim prostfedi a jejich akumulace ve tkanich je nezadouci az fatalni.®

Dulezité je najit takovou analytickou metodu, ktera by umeéla zmapovat
rozloZeni prvku v tenkém fezu tkané, dala se uzit také pro kvantitativni analyzu
a zaroven byla univerzalni pro Siroké spektrum prvka. Jako takova se
v poslednich letech jevi metoda laserové ablace s induktivné vazanou
plazmou.’

Pfedmétem experimentalni Casti této bakalarské prace budou prvky
zelezo (Fe), méd (Cu), zinek (Zn) a uhlik (C), pfesnéji izotopy téchto prvkd —
*Fe, ®3Cu, *°zn a **C.

3. Jmenovaneé prvky a jejich tuloha v organismu

3.1 Zelezo (Fe)

Jedna se o nejhojnéjsi kovovy prvek na zemi, ale pouze malé mnozstvi
Zeleza je biologicky dostupné pro plnéni dalezitych funkci jako prenos kysliku
a fadu oxidoreduk&nich déji ve tkanich. V organismu je Zelezo jak soucasti
proteini (hemoglobin, myoglobin) tak sou€asti enzym0 (cytochromy, enzymy
syntézy DNA ¢i Krebsova cyklu). Fe pfijaté potravou je zalude€nimi kyselinami
pfevedeno do rozpustné formy a vstfebavano ve stfevé. Mn, Zn a Cu maji se
Zelezem stejny transportni mechanismus, coz vede k tomu, Ze pfi vzestupu
koncentrace nékterého z téchto prvku ve stifevé dochazi k omezeni transportu
a resorpci prvku ostatnich. Ve vysokych koncentracich pusobi Zelezo toxicky
a uklada se v organech jako jatra, slinivka, myokard a kuze. Zpusobuje tim
jaterni cirh6zu, fibrézu pankreatu, kardiomiopatii apod. Pfi nedostatku Fe
v organismu se dostavuje unava, snizuje fyzicka kondice a zvySuje hladina
kyseliny mléCné ve svalech. Dale se pfi pretrvavajicim nedostatku rozviji
hypochromni anémie a neurologické poruchy.®
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3.2 M&d (Cu)

Tento kov v organismu pUsobi jako kofaktor fady metaloenzym a slozka
stopovym prvkem v lidském organismu. Enzym, ve kterych je méd obsazena
je cela fada, napt. cytochrom-c-oxidaza, superoxiddismutaza, histaminaza.®

Mezi proteiny obsahujici méd patfi metalothionein (o jeho funkci bude
pojednano dale), albumin, krevni srazeci faktor V a dalSi. Role Cu v organismu
tedy souvisi pravé s enzymy a proteiny, ve kterych je obsazena — oxidacné
reduk¢ni reakce, syntéza melaninu a kolagenu, transport Zeleza, ale také role
v termoregulaci a ovlivnéni imunitnich funkci.®

Vysoky pfijem vitaminu C, Fe a Zn ovliviiuji resorpci médi v organismu —
v pfipadé resorpce pomoci metalothioneinu se jedna o soutézeni o vazebné
misto s Zn a Cd. Nedostatek médi v organismu nebyva pfili§ Casty, ale kdyz uz
k nému dojde, projevuje se pfedevSim anémii, projevy osteoporozy, sniZzenou
tvorbou myelinu v nervové tkani, poruchami pigmentace atd. Hladina médi
a jeho proteinu ceruloplazminu klesa pfi poruchach metabolismu bilkovin -
bilkovinna malnutrice &i jaterni insuficience v oblasti proteosyntézy. Volna méd
je toxicka, uklada se v jatrech, mozkovych burikach a renalnich tubulech. Mezi
pfiznaky intoxikace patfi gastroenteritida, jaterni cirhdza, renalni selhani,
neurologické poruchy atd.®

3.3 Zinek (Zn)

Tento stopovy prvek je nezbytny pro rist a reprodukci. Je kofaktorem
vice nez 200 metaloproteinl, souvisi s antioxida¢nimy reakcemi organismu —
jako soucast enzymu superoxiddismutazy stabilizuje bunééné membrany,
shizuje toxicky ucinek olova a kadmia, je potfebny pro syntézu nukleovych
kyselin — jeho deficit postihuje enzymy jejich syntézy a tim ovliviiuje rychlost
bunéného déleni, rastu a regenerace. Dale je dullezity pro udrzeni spravné
funkce a celistvosti kiize. Ke vstfebavani zinku dochazi v tenkém stfevé, kde je
vazan na metalothionein a transportovan do krevniho obéhu - vysoky obsah Zn
vyvolava syntézu metalothioneinu.®

Mezi projevy nedostatku Zn v organismu patfi kozni poskozeni — erytém,
puchyfe, ale také vypadavani vlas apod. a dale také naruSeni imunity,
psychosomatické poruchy, poruchy metabolismu kosti, poruchy vyvoje
pohlavnich organ( atd.®
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3.4 Uhlik (C)

Uhlik je jeden ze ¢&tyf prvka (dale vodik, dusik a kyslik), ktery tvofi lidsky
organismus z 96%. Jeho vnitfni struktura (Ctyfi volna vazebna mista) mu
umozniuje tvofit dlouhé fetézce, které se stavaji zakladni stavebni jednotkou
téméF vech sloucenin v organizmu.’

Uhlik nam pfi studiu prostorového uloZeni téchto prvkd v tenkych
histologickych fezech poslouzi jako jakysi indikator tvaru fezu — vzhledem
k jeho pFevaznému zastoupeni v organické tkani nam poskytne predstavu
0 vzhledu preparatu, se kterym bude mozné porovnat vysledné zobrazeni
rozloZeni vySe zminénych izotopa.

4. Metalothionein, jeho Uloha v organismu a stanoveni

Dulezitou bilkovinou pro transport stopovych prvkl, zejména zinku
a médi, je metalothionein (MT).

Tento protein byl objeven vroce 1957 v ledvinach koné a pozdéji byl
prokazan i u jinych zivo€ichd, ale i u hub a kvasinek. Dale byla jeho pfitomnost
prokazana i ve tkanich jako jatra, slezina apod. a vétSinou v souvislosti
s ukladanim tézkych kovu v téchto tkanich. Pdvodné byla za funkci tohoto
proteinu v organismu povazovana ochrana bunék pfed oxidativnhim stresem,
ktery muze byt vyvolan napfiklad rentgenovym zafenim ¢&i UV zafenim a pred
volnymi kyslikovymi radikaly, které je nutné v takové situaci z bufiky odstranit,
protoZze by mohly zpuUsobit jeji poSkozeni. Proto jsou syntetizovany tzv.
antioxidanty, které jsou volnymi radikaly oxidovany misto bunécnych
komponent. Jednim takovym je i MT ¢&i glutathion, ktefi jsou za urcitych situaci
schopni sami se oxidovat €i redukovat. MT takto efektivné redukuje hydroxylové
radikaly, které jsou pro buriku nebezpecné, ¢imz je indukovana jeho exprese
burikou.™

To vSechno MT muze hlavné diky své vnitini struktufe, kdy je schopen
vazat az sedm dvojmocnych a dvanact jednomocnych iontl tézkych kovl -
nejéastéji Cu®* @ zn #*, ale i toxickych kovu, jako Hg?*, Cd**, Pb**. Molekuly MT
saturované téZzkymi kovy jsou transportovany do ledvin, kde dochazi k jejich
vylou€eni. Za normalnich okolnosti ovSem vazebna mista MT nejsou
saturovana.'!

Mimo jiné dalsi dllezité funkce je role MT v organismu spojovana také
s proliferaci nadorovych bunék, jejichz metabolismus ma za nasledek zvysenou
produkci MT. Rast nadoru je mimo jiné umoznovan plsobenim tzv. matrixovych
metaloproteindz. Jednd se o zinek-dependentni proteazy, které degraduji
extracelularni matrix v okoli nadoru a tim umoznuji jeho invazi do okolni tkané.
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Bylo zjisténo, ze MT aktivuje tyto proteazy a potlacuje silu imunitni reakce
namifené proti nadoru. Tim se podili na nadorovém bujeni a tvorbé metastaz.™

4.1 Separace a stanoveni MT

Vzhledem ktomu, Ze MT ma malou molekulu, neobsahuje Zzadné
aromatické kyseliny a v nativhim stavu ani disulfidické vazby, klade zvlastni
pozadavky na jeho separaci. K tomu jsou vyuzivany elektroforetické metody
jako zonalni elektroforéza (CZE) a chromatografické metody, jako gelova
chromatografie ¢i vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) — ionexova
&i na reversni fazi. Nevyhodou je dlouha doba separace.™

K detekci se uziva pfedevsSim UV protilatek, v nékterych studiich také
hmotnostni detekce metodou time of flight (TOF). Pfi spravné provedené
separaci je mozné k detekci uzit i metodu ICP-MS (viz. nize).*°

4.2 Brdickova reakce:

Tato metoda slouzi k analyze protein(, tudiz ji Ize uzit i ke stanoveni MT.
Jedna se o elektrochemicky princip stanoveni hladiny MT, napf. u pacientu
s poranénim mozku ¢i nadorovym onemocnénim.

Profesor BrdiCka, zak profesora Heyrovského a autor této metody, se
zabyval elektrochemickymi odezvami latek s pouzitim polarografie. Autor
zkoumal Co®" komplexy a jejich reakci na pfidani séra. Vzniknou tim katalytické
viny, které jsou zaznamenavany na voltamogramu. Pfes to, Zze je v souvislosti
s katalytickymi reakcemi v elektrochemii stale mnoho nejasnosti, u reakce
chloridu hexaaminkobaltittho komplexu ([Co(NHz3)s]Cls) S proteinem
obsahujicim —SH skupinu, Ize popsat nasledujici chemické jevy:

e elektrolytem je amonny pufr o vysokém pH (NHz + NH,4CI)
o dochéazi k redukci Co®* na Co** za vzniku [Co(NH3)s]**
¢ tento hexaaminkobaltnaty ion je hydrolyzovan podle reakce:

[Co(NH3)e]** + 6 H,0 — [Co(H,0)6]** + 6 NH3

Redukce kobaltitého iontu na kobaltnaty vytvofi prvni polarografickou vinu o
potencialu E, =- 0,3 V.

Redukce hexaaquakobaltnatého iontu (produkt reakce vySe) probiha pfi
potencialu -1,2 V za souasného vytvoreni druhé polarografické viny.
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Vysledkem redukce ([Co(NH3)s]Cl3) v amonném pufru jsou tedy dvé
polarografické viny o potenciélu pfiblizné E,= - 0,3 V (Co" — Co"y a E, = - 1,2
V (Co" — Co°). Vytvori se tedy 2 signaly na voltamogramu.®

Po pfidani latky obsahujici —SH skupiny (napf. MT) dé&j ale probiha jinak —
na vysledném voltagramu se objevi signaly 4:

Prvni stejny jako v prvnim pfipadé = signal redukce kobaltitého komplexu
na kobaltnaty

Vznika stabilni komplex RS,Co podle rovnice [Co(H20)s]*" + R(SH), —
RS,Co + 6 H,O + 2 H", tudiz redukce Co nebé&zi stejné jako v prvnim
pfipadé, ale podle rovnice RS,Co + 2 e — Co® + R(S),

Co® je okamzité protonovana NH;* skupinou a obnovena slouéenina je
tak schopna opét vazat hexaaquakobaltnaté ionty.

Posledni dva signaly na voltamogramu jsou katalytické povahy

(Catl-Ep,=-135VacCat2-E,=-1,48YV)

Cat2 je vysledkem redukce H* iontd zreakce mezi R(SH), a
[Co(H,0)e]**. Ta probiha na povrchu elektrody R(SH), a proto jde o
katalyzu vyvoje H* z elektrolytu. *°

Vyska tohoto posledniho signalu voltamogramu je zavisla na koncentraci
MT.*°

Zaznam voltamogramu Brdi¢kovy reakce pro stanoveni MT je zobrazen
na obrazku C.1.

Jelikoz se v pfipadé Brdickovy reakce jedna o fyzikalné-chemicky

proces, je nutné udrZzovat konstantni podminky reakce (pH elektrolytu,
koncentrace amoniaku, teplota apod.). Tim je zajiSténa opakovatelnost
méreni.™”
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Obrazek €. 1: Diferenéni pulzni voltamogram Brdickovy soluce (te€kovana
¢ara) a metalothioneinu méreného v prostredi Brdi¢kovy soluce.

Co(ID)

-0.3 —0.8 -1.3 -1.8
Potencial (V)

5. Laserova ablace s hmotnostni spektrometrii

Laserova ablace v nékolika minulych letech zaznamenala velky pokrok.
Rozvoj a zajem o tuto metodu v analytické chemii stoupa. Dlvodem je hlavné
variabilita této metody a Siroké spektrum vyuziti nejen v analytické chemii, ale
i v oblastech Zivota, po¢inaje Zivotnim prostfedim a konée kriminalistikou.?

V analytické chemii se v pfevazné vétSiné jako vzorky pouZivaji roztoky
stanovovanych latek, kdy se analyt rozpusti ve vhodném rozpoustédle, roztok
se nadavkuje do systému vhodného k potfebné analyze a odezva tohoto
systému se nasledné detekuje na vhodné zvoleném detektoru.

Nékdy ovSem pfevedeni vzorku do roztoku pfedstavuje problém, jehoz
feSeni neni vzdy jednoduché — je napfiklad nutné pouzit nebezpelna
rozpoustédla nebo proces rozpousténi mize trvat hodiny, pfipadné dny. DalSim
rizikem je pak mozna kontaminace vzorku zpusobena manipulaci se vzorkem
a riziko ztraty tékavych analytl (napf. latky organické povahy jako toluen, xylen
apod.). Pfevedeni vzorku do roztoku také nemusi byt vhodné z duvodu ztraty
informace o distribuci analytu ve vzorku, tudiz se hledaji metody, které by
umoznily zjisténi lateralni distribuce prvku ve vzorku nebo metody, které by
umoznovaly prevedeni vzorku do analytického systému rovnou, bez nutnosti
prfedchoziho rozpousténi a pfevadéni do kapalné faze. Jako vhodnou metodou
se v poslednich letech ukazuje metoda LA-ICP-MS, ktera vyuziva intenzivnich
pulzt laserového paprsku k pfevodu vzorku do nosného plynu. Ten vznikly
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aerosol transportuje do ICP-MS spektrometru a umozni tak stanoveni obsahu
jednotlivych prvkd v tomto vzorku.*?

Pravé diky moznosti transportovat pomoci kratkého laserového paprsku
pevné latky je mozné jejich pfimé stanoveni bez pfedchoziho rozpousténi a tim
i redukce mozného rizika kontaminace, analyza velmi malého mnozstvi vzorku
a uréeni prostorového rozloZeni prvkd ve vzorku.'?

5.1 Princip metody

Metoda je zaloZena na odstranéni“ analyzovaného materialu z povrchu
vzorku (ablaci) pomoci pulzl laserového paprsku - laserova ablace (LA). Tento
material je nosnym plynem (nejCastéji héliem) transportovan do indukcéné
vazaného plazmatu (ICP), kde dochazi kromé jiného (atomizace, excitace)
k jeho ionizaci (alternativa zmlZovani u kapalnych vzorkd). lonty nasledné
vstupuji do hmotnostniho spektrometru — mass spectrometry (MS), kde jsou
separovany a prevadény dale do detektoru, kde jsou nasledné detekovany —
u ICP zdroje se jedna nejéastg&ji o kombinaci s kvadrupélovym analyzatorem.™

5.2 Laserova ablace

Bézné se zafizeni pro laserovou ablaci sklada z laseru, abla¢ni cely,
transportniho systému. Jako nosny plyn, uréeny k pfenosu ablatovanych ¢astic
do ICP-MS spektrometru se nejéast&ji pouziva helium.*

5.2.1 LASER
(z anglického Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation)*

Obecné Ize fict, ze |laserovy paprsek vznika po zesileni
elektromagnetického zafeni vznikajiciho emisi fotonu. Fotony jsou vyzareny pfi
prechodu prvku, nejCastéji atomu — aktivni prostfedi - ze stavu s vysSi energii
do stavu s niz8i energii. Toto se déje spontanné, jelikoZ prvky maji vZzdy snahu
stav poruSime a pfevedeme elementy do stavu s vySSi energii (excitovaného
stavu). Ziskame tedy proud fotonu, ktery pomoci procesu stimulované emise
pfeménime na laserovy paprsek, pfiCemz je vyuzivan jakysi lavinovity efekt, kdy
jeden vyzareny foton pfevede do excitovaného stavu dalSi element a tim dojde
po jeho navratu do nizSi energetické hladiny k vyzareni dalSiho fotonu. K
dalsimu zesileni signalu se pouziva systému zrcadel, diky kterému je proud
fotond pfeménén na laserovy paprsek. Ten je oproti jinym zdrojom svétla
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unikatni ve 3 zakladnich vlastnostech, coz vyplyva z toho, Ze jak dopadajici, tak
vyzafeny foton maji stejnou frekvenci, stejny smér, polarizaci a fazi. Proto je
tedy laserovy paprsek takzvané kolimovany (nerozbiha se), monochromaticky
(ma jednu vinovou délku) a je koherentni (spojity).’> Vytvoreni laserového
paprsku je znazornéno na Obrazku €. 2.

Obréazek é. 2: schéma laseru; upraveno dle™:

paprsek
laseru

zreadlo 100%
odrazné

polopropustné {’
zreadlo

Déleni lasert :

podle typu aktivniho prostredi:

e plynové lasery — aktivnim prostfedim je plyn, napf. smés HeNe (helium
neonovy) nebo CO, laser

e pevnolatkové lasery — aktivnim prostfedim je pevna latka, nejCastgji
monokrystal, pfedstavitelem je Nd:YAG, jehoz aktivnim prostfedim je
monokrystal yttrito-hlinitého granatu dopovany atomy neodymu

e Vvldknové lasery — aktivnim prostfedim je optické vlakno dopované atomy
erbia nebo yterbia

e diodové lasery — aktivnim prostfedim je elektricky buzena polovodiCova
dioda

e chemicke lasery — buzeny chemickou reakci

e excimerové lasery — tfida plynovych laseru, aktivnim prvkem je tzv.
excimer = molekula jejiZ jedna slozka je v excitovaném stavu

e Dbarvivové lasery — aktivnim prostfedim je organické barvivo

dals$i mozné déleni laserti podle typu vystupniho svazku:

e kontinualni — generuje souvisly vystupni vykon
e pulsni — generuje laserové pulsy™
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Pro laserovou ablaci je nej¢astéji vyuzivan Nd:YAG nebo excimerovy laser,
znichz prvni jmenovany je vyuzivan pro svou relativné nizkou cenu, pro snadné
zabudovani do malych ablaénich systému a pro nenaro¢nou udrzbu.?

U ablace hraje vyznamnou roli vinova délka laserového paprsku. Cim je jeho
vinova délka kratSi, tim je ablace rychlejSi a tim mensSi Castice vzorku jsou
ablatovany. KratSi vinova délka laseru poskytuje vysSi energii fotonu pro
efektivni ionizaci pevnych vzorku.*?

U Nd:YAG laseru je zakladni vinova délka emitovaného zareni 1064 nm.
Pomoci krystall je pak mozné dosahnout u tohoto laseru i vinovych délek 532,
355, 266 a 213 nm. U excimerovych laseru je pro vinovou délku rozhodujici
operacni plyn. Uzitim XeCl, KrF, ArF, nebo F, Ize dosahnout vinovych délek
308, 248, 193 a 157 nm*2. Na vinové délice také zavisi, bude-li ablace probihat
tepelnym nebo netepelnym mechanismem. Elektrony absorbuji tepelnou energii
dodanou laserem a prenesou tuto energii do atomové mfizky. Dojde tak k tani a
vyparovani vzorku. Vzhledem k tomu ale, Ze rGzné latky maiji riznou teplotu
vyparovani, muze teplotni mechanismus zpusobit pfili§ silnou frakcionaci
vzorku.*?
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5.2.2 LASEROVA ABLACE - frakcionace a transport

Obrazek é.3: schéma LA-ICP-MS analyzatoru; upraveno dle®®

:] detektor
ICP-MS ; PC
MS-ana
lyzitor IM.L
kamera ||
A b \ /
[t G > N
ionty

plazmova
hlavice

A A
Laserovy \ A\ \
paprsek )
— e

zreadlo

nosny plyn
vzorek v
ablacni
cele

Na obrazku ¢ 3 vidime kompletni schéma LA-ICP-MS analyzéatoru.
V dolni Casti se nachazi ablaéni cela, ze které je vzorek transportovan
laserovym impulzem do proudu nosného plynu. Ten vzorek pfenese do ICP-MS
analyzatoru — v horni ¢asti obrazku. Zaznam detektoru je zapisovan v pocitaci.
Pro pfehled o pozici a stavu vzorku je nad ablaéni celou umisténa kamera.
Jednotlivé ¢asti jsou podrobné popsany nize.

Pojem ,laserova ablace“ vyjadiuje interakci laserového paprsku se
zkoumanym materidlem. Dochazi k pfenosu zafivé energie paprsku na vzorek,
coz vede k odpafeni materialu, odstépeni atomu, iontl, molekul a fragmentu
molekul z povrchu vzorku, souCasné za vzniku razové viny a vytvofeni a
expanze laserového mikroplazmatu. Nejvétsi vliiv na tyto procesy maji hustota
zarivého toku laserového paprsku a tepelné a optické vlastnosti vzorku.
Odpafeny material je transportovan nosnym plynem do budiciho zdroje —
nejéastéji ICP.Y’

Velikost &astic, transportovanych do ICP analyzatoru se pohybuje
v rozmezi od 5nm do 10 ym. Castce mensi nez 5 nm mohou byt usazeny na
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sténach ablacni cely, Castice vétSi nez 3 ym mohou zlstat v transportnim
potrubi napf. vlivem gravitace. Castice mezi té&mito hranicemi jsou
transportovany s Gginnosti vétsi nez 80%.°

PFi ablaci, transportu do budiciho zdroje, &i pfimo v ICP mize dochézet
k tzv. frakcionaci, jejimz disledkem je odliSné sloZzeni analyzovaného
mikroplazmatu a primérné sloZeni vzorku. Frakcionace zavisi na slozeni
vzorku, chemické formé prvku a na pfitomné matrici. Byly provadény pokusy,
spojujici frakcionaci s bodem tani a bodem varu prvku, ale také s polomérem
atom(l a iontd.’® ?° Dale je frakcionace ovlivnéna vlastnostmi laseru (plo$na
hustota vykonu, délka pulsu, vinova délka).>” Pravé u vinové délky laserového
paprsku bylo zjisténo, Zze vinové délky UV laseru zpusobuiji frakcionaci v mensi
mife nez IR lasery.?! Dal§im faktorem ovliviiujicim frakcionaci je velikost a tvar
krateru po dopadu laserového paprsku. Jeho geometrie se po urcitém poctu
pulzd méni — dochazi ke zvétSovani povrchu stén krateru, snizenému ozareni
na sténach a ke zvysené frakcionaci.??

5.2.3 ICP- MS

ICP se jevi jako velmi vhodny iontovy zdroj hlavné proto, Ze pracuje za
atmosférického tlaku a mél by zajistovat kompletni disociaci a ionizaci vzorku
s vysokym vytéZkem jednonasobné nabitych iontd a minimalnim podilem
molekularnich fragmentt a vicenasobné nabitych iontu. ™

Plazmova hlavice slouzi k tvorbé& argonového plazmatu a je tvorena
dvéma soustfednymi kiemennymi trubicemi. Aerosol vzorku je pfivadén do
kfemenného injektoru. Vnéjsi i vnitfni trubici proudi argon, ktery slouzi jako
hlavni zdroj pro plasma zaroven chrani hrot injektoru pfed horkym plazmatem.
DalSi dalezitou soucasti systému je indukéni civka, jez vytvari vysokofrekvenéni
elektromagnetické pole (40 Mhz). Tato energie je pfenasena do plazmatu ve
formé pfFikonu v rozmezi 700-1500 W. Proud argonu vytvafi plazmovy utvar
tvaru prstence, jehoz stfedem prochazi ve sméru osy proud nosného plynu
s ablatovanym materialem. Tento proud prorazi ve stfedu prstence tzv.
analyticky kanal, jehoz teplota se pohybuje okolo 5000 K a kde se také nachazi
vétsina atomu a iontll vzorku.'* Schéma plazmové hlavice je znazornéno na

obrazku ¢.4.
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Obréazek é.4: schéma plasmové hlavice®

it budici civka -
C‘I?\“‘b primami vinuti
plazmova

hlavice

&« plazmovy plyn (Ar)
<— chladici plyn (Ar)

=
N7

T aerosol vzorku v Ar

Odbér iontu:

lonty vzorku jsou odebirany z analytického kanalu pomoci dvou kénusu,
které oddéluji atmosférickou d&ast od evakuované ¢asti hmotnostniho
spektrometru. Tlak uvnitf spektrometru dosahuje az 10™ Pa. Kénusy jsou
nejCastéji vyrabény z niklu pro jeho dobré elektricky a tepelné vodivé
vlastnosti.*

K usmérnéni proslého paprsku iontd slouzi tzv. iontova optika, ktera
paprsek navadi do iontového analyzatoru. lontova optika se sklada ztzv.
fotonové zarazky a systému iontovych ¢oCek. Fotonova zarazka je v systému
umisténa, aby zabranila dopadu fotonl a neutralnich ¢astic na detektor
a iontové Cocky elektrickym polem elektrod, ze kterych jsou tvofeny, vychyluje
drahu iontl a do iontového analyzatoru pfivadi pouze ionty s Uzkym rozdélenim
kinetické energie. ,,Potencial iontové ¢ocky ovliviiuje citlivost stanoveni a mél
by byt optimalizovan pro kazdou skupinu analytd s podobnou atomovou
hmotnosti.“!*

K separaci iontdl v nami uzittm hmotnostnim spektrometru slouzi
kvadrupoélovy analyzator. Jedna se o ¢tvefici kovovych elektrod s eliptickym
prufezem (v idealnim pfipadé), na které je pfivadéno stfidavé a stejnosmérné
napéti. lonty ur€ené k separaci vstupuji z iontové optiky mezi tyto tyce.
K separaci iontll dochazi na zakladé rozdilného poméru hmotnosti a naboje
m/z. lonty pfi praletu kmitaji mezi ty¢emi. Volbou vhodné velikosti stfidavého
napéti projdou analyzatorem pouze ionty s vhodnym pomérem m/z. Ostatni
ionty se pfi styku s nékterou z tyCi vybiji a analyzatorem tudiz neprojdou. Bézna
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doba méfeni na kvadrupdlovém analyzatoru je pro kvantitativni analyzu
pohybuje okolo desitek aZ stovek milisekund.*

K detekci proslych iontl se Casto pouzivaji elektronové nasobice.
Dopadajici iont vyrazi z prvni elektrody jeden nebo vice sekundarnich
elektronll, jejichz pocCet je dale nasoben v systému dynod s klesajicim
potencidlem. Vysledkem muzZe byt pulz obsahujici az 10® elektron(l. Tento pulz
je zachycen, digitalizovan a vyhodnocen. Dynamicky rozsah detektoru je mozné
zvysit napfiklad pomoci iontové optiky, pomoci které dochazi k rozdéleni
proudu detekovanych iontl a do detektoru pak pFejde jen jeho urcita Cast.
,,Druha moznost spociva ve snizeni zesileni detektoru snizenim napéti na
nasobici. Detektor potom z pulzniho rezimu pfechazi do analogového a je
méfen celkovy prochazejici proud. Dynamicky rozsah takovéhoto detektoru,
ktery automaticky pfepina mezi pulznim a analogovym reZimem, je osm az
devét radi.“** Tento zplisob je pouZivangjsi.

Schéma kvadrupodlového analyzatoru ukazuje obrazek ¢ .5.

Obréazek &.5: schéma kvadrupélového filtru?®

kvadrupolovy filtr

5.3 Priklady pouziti LA-ICP-MS

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, tato metoda je pro svoji vysokou citlivost
a snadnou pfipravu vzorkl uzite¢na v mnoha védnich odvétvich a oborech.

Kromé Zivotniho prostfedi, kdy Ize pomoci LA-ICP-MS sledovat vyvoj
znecCisténi prostredi analyzou vzorku jako dfevo strom nebo moFskych musli
a lastur, geologii, ktera tuto metodu vyuziva k datovani rlznych &asovych
obdobi, archeologii, kde LA-ICP-MS pomaha napf. k ur€eni stafi ruznych
nalezi a dalSich védnich disciplin, je LA-ICP-MS vyuzivana k analyze
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biologickych vzork(, jako napfiklad analyza mozkové tkané jak zvifeci tak
lidské.™

Jsou znami pfipady, kdy byla LA-ICP-MS vyuZita ke stanoveni
prostorového uspofadani prvku v tenkych Fezech lidského mozku, lidskych
vlast Ci nehtl. Dale je znamo, Ze tato metoda byla pouzita k urceni
multielementarniho profilu lidskych zub(.*?

Existuji také celkem unikatni zplasoby vyuziti LA-ICP-MS, kdy je tato
metoda propojena s gelovou elektroforézou za ucelem stanoveni kov-vazajicich
protein(i lidského séra.'® Prvni, ktefi toto spojeni popsali, byli Nielsen a kol.**
Ti pouzili lidské sérum s pfidavkem kobaltu a zmapovali a kvantifikovali
rozloZzeni metaloprotein(i v tomto vzorku.*?

DalSim pfikladem muzZe byt stanovovani zinku, médi a olova ve tfech
odlignych oblastech lidského mozku ’ nebo zmapovani rozloZeni prvkd jako P,
S, Fe, Cu, Zn, a C v tenkych fezech mozkovych nadort u pokusnych krys.?

V pfipadé mé prace pljde o studium povrchového rozlozeni izotopu
*Fe, ®*Cu a ®Zn v malignich melanomech miniaturnich prasat.
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V. EXPERIMENTALNI CAST

6. Materialy a metody

6.1 Miniaturni prasata linie MeLim

Histologickeé fezy malignich melanomu byly pfipraveny
z experimentalniho Zivo¢isného modelu —miniprasat linie MeLim. Tato prasata
jsou chovana na Ustavu zivogisné fyziologie a genetiky akademie véd Ceské
republiky v Libechové. V roce 1967 bylo z USA dovezeno 5 kusl prasat
plemena Hormel, ktera byla nasledné kfizena s nékolika dalSimi plemeny —
Landrasa, Large White, Cornwall, Vietnamské prase a miniaturni
prasegottingenského plvodu. — puvodné za ucelem zkoumani prasecich
krevnich skupin. Vysledkem kfiZzeni bylo nékolik Cernych selat s melaniny
v heterogenni populaci.?®

6.2 Rezy nadort — pouzité vzorky

Z koznich melanom miniprasat byly rovnéz na Ustavu Zivogisné
fyziologie a genetiky akademie v&d Ceské republiky v Libechové zhotoveny
histologické Ffezy tenké 30 um, zalité do parafinu a nanesené na podlozni
sklicko. Takovéto preparaty nam byly poskytnuty k dispozici a pfi méfeni pfimo
vkladany do ablaéni cely analyzatoru LA-ICP-MS, kde byly podrobeny laserové
ablaci.

Jednalo se o vzorky:

e kuze
e néadoru v progresi

e vyrazné nodularniho nadoru
pozn.: nodularni nador = nador rostouci ve formé uzliny

Pfed ablaci jsme z kazdého vzorku zhotovili fotografii, ktera posléze
poslouzi k lepSi predstavé o prostorovém rozlozeni jednotlivych prvkd na
povrchu Fezu nadora.
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6.3 LA-ICP -MS

Samotné méfeni jsme provadéli na kvadrupolovém ICP-MS spektrometru
Agilent 7500CE (Aglient, Japonsko), ktery je vybaven kolizni celou pro
potlaCovani polyatomickych interferenci. K laserové ablaci slouzi laserovy
ablacni systém UP213 (New Wave, USA), pracujici s vinovou délkou
laserového zafeni 213 nm.

Obrazek ¢ 6: laserovy ablacni systém a ICP-MS spektrometr

Podminky LA-ICP-MS jsme pfed analyzou realnych vzorkd optimalizovali
sohledem na nékolik parametrd - na maximalni pomér signal/Sum
a minimalizace ablace podlozniho materialu pod nadorem. Proto jsme
optimalizovali velikost laserového paprsku, frekvenci laserového zafeni a jeho
hustotu zafivé energie. Pro zajisSténi dostateCného lateralniho rozliSeni jsme
optimalizovali velikost laserového paprsku a rychlost posunu vzorku béhem
laserové ablace. Ostatni podminky laserové ablace a parametry ICP-MS
spektrometru jsme prevzali ze standardné provadénych LA-ICP-MS analyz na
Ustavu chemie PiF MU. V8echny tyto parametry jsou shrnuty v Tabulce &. 1.
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Tabulka €. 1: Prehled optimalnich parametra pro LA-ICP-MS

Parametr Hodnota
Pramér laserového paprsku 100um
Frekvence laserového zareni 10 Hz
Hustota zafivé energie 5J.cm™
Rychlost posunu vzorku béhem ablace 100 pm.s™
Nosny plyn a jeho prutok He; 1,0 I.min™
Pfikon do plazmatu 1500 W

6.4 Zpracovani ziskanych dat - Program Laser Ablation Tool

Z ablace jednotlivych vzorkd byly pocitatem zaznamenany intenzity
signalt jako odpovéd na prostorové rozlozeni jednotlivych analyzovanych
izotopu v histologickych vzorcich.

Tato data jsem zpracovala v pocitaovém programu Laser Ablation Tool,
jehoz autorem je Dr. Lenka Vyslouzilovd z CVUT v Praze. Tento program
zpracovava intenzity jednotlivych signall z analyzatoru do ploSného grafu —
mapy, ktera nam poskytne pfedstavu o rozlozeni obsahu konkrétniho prvku
v fezu nadorem.

6.5 Brdickova reakce

Stanoveni metalothioneinu diferenéni pulzni voltametrii Brdi¢kovou
reakci (viz. viSe) bylo provedeno v Laboratofi metalomiky a nanotechnologii na
ustavu chemie a biochemie Mendelovy univerzity v Brné.

Tato metoda se jevi jako jedna z nejcitlivéjSich pro stanoveni MT
v klinickych vzorcich melanomovych bunék, tkani zvifat &i v séru pacientd
s malignim melanomem.? Vysledky tohoto méfeni jsou uvedeny v &asti
Vysledky a diskuze.
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6.5.1 Priprava vzorku pro elektrochemické a chromatografické

analyzy

Homogenizované vzorky o objemu 100 pl byly denaturovany 15 min. pfi
99°C v termobloku (Eppendorf 5430). Zde se vyuziva termostability MT, coz je
vlastnost, kdy dojde k zdenaturovani termolabilnich proteind a MT zuUstava
nezdenaturovany v supernatantu. Vznikla smés byla ochlazena na 4°C a
centrifugovana pfi 4°C, 16 400 x g po dobu 15 min. (Eppendorf 5402, USA). Po
oddéleni supernatantu od sedimentu byly vzorky 100x zfedény a analyzovany
diferencni pulzni voltametrii (DPV). Mnozstvi analyzovaného vzorku bylo 5 pl.
Nazorné schéma procesu pripravy vzorku mazete vidét na Obr. 7.

Obrazek €. 7: Priprava vzorku pro detekci MT
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6.5.2 Stanoveni MT

Elektrochemické méfeni bylo provadéno s 747 VA Stand zafizenim
spojeném s 746 VA Trace analyzer a 695 Autosampler (Metrohm) v klasickém
tfielektrodovém zapojeni. Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkova
elektroda (HMDE) s plochou kapky 0,4 mm? referentni elektrodou byla
Ag/AgCI/3M KCI a pomocnou grafitova elektroda. Zakladni elektrolyt (1
mmol.dm™ Co(NH3)sCl; @ 1 mM amonny pufr; NHs(aq) + NH,CI (Sigma Aldrich,
ACS), pH = 9,6) byl po kazdych 5 analyzach automaticky vyménén. Parametry
BrdiCkovy reakce byly nasledujici: ¢as akumulace 240 s, pocCatecCni potencial —
0,6 V, konecny potencial —1,6 V, modula¢ni ¢as 0,057 s, ¢asovy interval 0,2 s,
potencialovy krok 1 mV/s, modulacni amplituda 250 mV, Eaqs = 0 V, teplota 4 °C
udrzovana pomoci termostatu JULABO F12/ED (Labortechnik GmbH).
Analyzované vzorky byly zbaveny kysliku pomoci aktivniho probublavani
argonu o distoté 99,999%. Na odecitani dat byl pouzit program GPES 4.9 od
EcoChemie.
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7. Vysledky a diskuze

Hlavnim cilem predkladané bakalaiské prace je spektrometricka
a elektrochemicka analyza kryoskopickych fezl nodularnich a povrchové se
Sificich melanom0 ziskanych z miniaturnich prasat linie MeLiM s dédi¢nym
melanomem. V tkanich byla detekovana prostorova distribuce iontd kovu
pomoci metody laserové ablace s hmotnostni spektrometrii (LA-ICP-MS).
Pfedmétem této prace je optimalizovat metodu LA-ICP-MS a zjistit, zda je tato
metoda pouzitelna pro studium lateralniho rozdéleni sledovanych kovl ve
zkoumanych melanomech. Dale byl stanoven obsah kov-vazajiciho proteinu
metalothioneinu. Hladina proteinu metalothioneinu byly stanovena pomoci
diferenéni pulzni voltametrie BrdiCkovy reakce.

V této kapitole jsou zobrazeny fotografie a vysledné mapy jednotlivych
vzorku s pfislusnymi komentafi a dale vysledky stanoveni MT.

Kazdou vytvofenou mapu je mozné porovnat s barevnou Skalou,
umisténou vlevo. Ta vyjadfuje intenzity jednotlivych signall stanovovanych
prvkd.

Z nami dostupnych vysledkl a studii Ize konstatovat, Ze proces vzniku
tumoru a jeho rozvoje je proces, ktery v sobé zahrnuje velké mnozstvi na sebe
navazujicich biochemickych pfemén, které se mohou pro kazdy typ nadorového
onemocnéni lisit. Proto se dnes hledaji spole¢né znaky vzniku a rozvoje tohoto
onemocnéni, mezi které patfi mechanismy spousténi programované bunécné
smrti, opakovaného déleni a schopnosti metastazovat. VSechny zminéné
procesy jsou zavislé na pfitomnosti proteinu, z nichz fada obsahuje ionty kovu.
Metalomika nadorovych onemocnéni je novym smérem studia tohoto
onemocnéni, které by mohlo pfinést odpovédi na otdzky samotného vzniku
a rozvoje tumoru. Proto jsme se v této praci zamérili na sledovani obsahu tfech
kovu a to Zeleza, médi a zinku v melanomu, které jsou esencialni pro bunécény
cyklus.
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7.1 Lateralni rozlozeni prvka ve zdravé kiizi a vjednotlivych typech

nadoru
7.1.1 Klze

o w

Obrazek € 8: fotografie rezu kuzi

Na fotografii vidime fez vzorkem klze pfed podrobenim laserové ablaci
a nasledné ICP-MS analyze.

U toho vzorku jsme ablaci provedli pouze na poloviné preparatu.
Davodem byl fakt, Ze prostorové rozsahlé vzorky (tento patfil mezi vétsi
preparaty) nemohou byt analyzovany v celku vhledem k ¢asové narocnosti.
Vzhledem k morfologické homogenité vzorku jsme pro poskytnuti predstavy
o prostorovém rozlozeni stanovovanych izotopll ve vzorku zdravé klze

7 v s

analyzovali reprezentativni ¢ast vzorku.

Na fotografii muzeme vidét preparat cely, jednotlivé mapy (obr. 9-12) ale
reprezentuji spodni polovinu vzorku.

Na obrazku €. 9 vidime &ast fezu zdravou kuzi jako vysledek LA-ICP-MS
analyzy. Nahromadéni uhliku *C v pravé &asti obrazku odpovida rozloZeni
tkané na podloznim skliCku a koresponduje s povahou zkoumané tkané. Svétla
mista vyjadfuji ty ¢asti fezu, kde tkan neni tak hojné obsazena.

Na mapé rozloZeni *°Fe (obr. 10) je patrné, Ze Zelezo se ve zdravé kiZi
v podstaté témér nevyskytuje. Ojedinéla tmava mista vyjadfujici mistné
zvySenou koncentraci tohoto prvku, které se vyskytuji na spodni ¢asti fezu, kde
se jiz vyskytuje hypodermis, souvisi s pfitomnosti bunék podkozniho vaziva,
které mohou mistné obsahovat zvySené obsahy Zeleza.

Obréazek 11 ukazuje, e méd °*Cu v kizi téméF obsaZena neni. Tmava
mista mohou vyjadiova ojedinéla stopova loZiska Cu.
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Stejné jako méd, i zinek ®°Zn v kizi obsazen témér neni (obr. 12). Tmava
loZiska pfi dolnim okraji preparatu mohou korespondovat se stopovymi depozity
zinku v této tkani. V pfipadé téchto dvou sledovanych prvku je pozorovan velmi
podobny trend jako v pfipadé Zeleza, opét se tedy jedna o analyzu hypodermis

Jednotlivé izotopy:

Obrazek & 8: Uhlik *2C ve vzorku
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Obrazek & 9: Zelezo *°Fe ve vzorku

2000w
240 000
3400
3200
170 000 3000
160 000 2800
150 000 2600 .
140 000 2400
-
130 000 2300
m
120 000 2000 = .
110 000 1800
100 000 1600
1400 L
1200
1000
800 .
600 q 5
400 :
0 0 . L o
20000 )
0
10 000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 2500 8000 =

33



Obrazek & 10: Méd’ ®3Cu ve vzorku
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Obrazek € 11: Zinek *Zn ve vzorku
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sledovanych kovu v melanomu.

Vysledky ziskanymi analyzou kize jsme oveéfili hypotézu, Ze tento typ
tkané obsahuje minimum kovl a je vhodna jako kontrola pro porovnani obsahu
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7.1.2 Nador v progresi

Obrazek € 13: Fotografie fezu nadorem v progresi

v

Na obrazku €. 13 vidime fotografii fezu dalSim vzorkem — nadorem
v progresi, pred analyzou LA-ICP-MS. DalSi obrazky (14 — 17) dokladaji
prostorové usporadani sledovanych prvkl (C, Fe, Cu a Zn) v tomto fezu.

Tento vzorek patfil také mezi rozsahlejSi. Analyze jsme ovSem tentokrat
podrobili cely vzorek = obé poloviny, aby nedoslo ke zkresleni vyslednych
informaci o distribuci téZkych kovu v tomto nadoru. Celkové mapy tedy vznikly
spojenim dvou jednotlivych map dvou polovin vzorku.

Oblast nahromadéni izotopu uhliku, viditelna v pravém hornim rohu
obrdzku 14 nam ukazuje misto, kde je tkan vyraznéji zastoupena, jinak nam
tato mapa opét poskytuje predstavu o témér rovnomérném vyskytu organického
materialu.

Naproti tomu zelezo se vtomto vzorku vyskytuje jen v jednotlivych
bodovych oblastech- ¢erné teCky v ploSe vzorku, jak dokazuje obrazek ¢&. 15,
jinak se jeho koncentrace pohybuje spiSe v nizSich hladinach — Sedivé az bilé
oblasti preparatu.

Zastoupeni médi je o mnoho zajimavéjSi nez v pfipadé zeleza. Na
obrazku €. 16 vidime oblasti spiSe pfi okrajich vzorku, které se vyznacuji ¢ernou
barvou, coz svédci o vysoké kumulaci médi. DalSi takové misto je v pravé Casti,
blize ke stfedu. Vyrazna jsou ale i bild mista, ktera nam fikaji, Ze zde se méd
vyskytuje jen velmi malo.

U zinku (obr. 17) je u tohoto preparatu vidét jistd podobnost s vyskytem
médi, neni jiz ovdem tak vyrazna. SpoleCnou maiji tyto dva prvky u tohoto
vzorku oblast pravého horniho rohu, kde je i zinek hojné soustfedovan. Ve
zbytku preparatu je jeho koncentrace nizka, az témeér neni zastoupen.

35



Jednotlivé izotopy:

Obrazek & 14: Uhlik *2C ve vzorku
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Obrazek €.15: Zelezo *°Fe ve vzorku
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Obrazek &.16: Méd' %3Cu ve vzorku
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Obrazek & 17: Zinek ©zn ve vzorku
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7.1.3 Vyrazné nodularni nador

Obrazek ¢€.18: fotografie fezu vyrazné nodularnim nadorem

Na obrazku €. 18 je zachycen fez vyrazné nodularnim nadorem pfed
analyzou pomoci LA-ICP-MS. Na obrazcich 19-22 je znazornéno plosné
rozloZeni C, Fe, Zn a Cu na fezu nodularnim nadorem.

Na obrazku & 19 je patrné celkem pravidelné rozloZeni izotopu uhliku **C
ve vzorku, které doklada organickou povahu testované tkané. NizSi zastoupeni
prvku v pravém hornim kvadrantu muze byt zpusobeno nizsi ablaéni ucinnosti
v tomto misté.

Obrazek &. 20 ukazuje, Ze izotop Zeleza *°Fe ve vzorku téméf pritomny
neni. Napovida tomu svétla barva v témér celé ploSe vzorku. V pravém hornim
kvadrantu fezu nadoru je patrné navySeni obsahu Fe v tomto nadoru.

Mapa rozlozeni izotopu médi (obr. ¢ 21) je ve srovnani s rozlozenim
Zeleza o néco pestrejSi. Muzeme vidét vySsi zastoupeni tohoto prvku v levé
dolni ¢asti, zatimco v pravém hornim kvadrantu se méd v podstaté nenachazi.
Za zminku takeé stoji intenzivni tmava barva pfi hornim okraji vzorku, ktera také
svédci o zvySené akumulaci Cu.

Zinek je vyrazné koncentrovan ve stfedni ¢asti fezu, jak mizeme vidét
na obrazku ¢ 22. Minimalni hladina tohoto prvku je opét vidét v pravé horni ¢asti
preparatu. Za zminku stoji jista podobnost s rozlozenim médi a zinku i u tohoto
preparatu. Jsou viditelné stejné tmavé oblasti- pas v dolni Casti preparatu +
vyrazna tmava oblast v levé horni Casti. Vysvétlenim muze byt fakt, Ze méd
azinek maji podobné vazebné vlastnosti — napf. v pfipadé proteinu
metalothioneinu se jedna o kompetitivni vazbu téchto dvou prvkl (viz. text
vyse).

Vysledky jasné naznacuji spoleCnou akumulaci zinku a médi, které jsou
shromazdovany v Castech, které se pfimo dotykaji zdravé tkané, tedy mistech,
kde je soustifedéna nejvétSi metabolicka aktivita nadoru. Tento fakt odhaluje
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schopnost nadoru transportovat cilené tyto prvky do bunék s nejvyssi aktivitou,
ktera je nezbytna pro rozvoj nadoru (napf. aktivita zinek dependentnich
matrixovych metaloproteinaz). Mechanismy, které se zde uplatfiuji, jsou
nezname, ale je mozné predpokladat, Ze transportéry kovl jako metalothionein,
se budou v téchto procesech uplatfiovat. Naprosto opaény obsah Zeleza oproti
zinku a médi ukazuji na zvySeny oxidacni stres, ktery je pfitomen v hypoxickych
Castech nadoru. Zde nedochazi k dostate€nému prokrveni tkané a tim padem
muZe dochazet k akumulaci tohoto kovu.

Jednotlivé izotopy:

Obrazek &. 18: Uhlik *2C ve vzorku
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Obrazek &. 19: Zelezo *°Fe ve vzorku
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Obrazek &. 20: Méd’ ®3Cu ve vzorku
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Obrazek & 21: Zinek %zn ve vzorku
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7.2 Vysledky stanoveni MT

Z grafu €. 3 je vidét, Ze mnozstvi metalothioneinu v jednotlivych tkanich
se vyrazné liSi. Bylo zjisténo, Zze nejvyssi obsah MT je ve vyrazné modularni
tkani (487 = 81 ug/g), v nadoru v progresi byl obsah MT vyznamné nizsi (263 +
65 ug/g). Naproti tomu, ve zdravé kozni tkani byl obsah MT pod hranici meze
detekce. Tato data potvrzuji pfedpokladanou souvislost mezi stadiem nadoru
a mnozstvim MT pfitomného ve tkani. Navic je z porovnéni lateralnich map Cu
a Zn patrna korelace mezi témito prvky a MT.

Graf €. 3: Zavislost mnozstvi MT na typu tkané
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Z grafu je patrné, Ze s nadorovou progresi ve tkdni stoupd hladina MT.
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VI. ZAVER

K analyze fezu rakovinné tkané jsme uzili metodu LA-ICP-MS, ktera nam
poskytla pfedstavu o rozloze tézkych kovUu v nadorech ruzného stadia
a z vysledkd jsme mohli vyvodit nasledujici zavéry:

Je patrné, Ze nadorové buriky jistym mechanismem hospodafi s tézkymi
kovy, a Ze zpUsob ukladani téchto prvkl ve tkani mize byt voditkem pro ureni
stadia vyvoje nadoru. Porovnanim ploSnych map rozlozeni Fe, Zn a Cu
v fezech vyrazné nodularnim nadorem, nadorem v progresi a zdravou kuzi
zjistime, Ze zatimco v kUzi se téZzké kovy téméfr nevyskytuji, s postupujicim
stadiem nemoci se jejich kumulace ve tkani zvySuje. Patrné je to hlavné na
ulozeni médi a zinku v fezech nadorem v progresi a vyrazné nodularnim
nadorem. Souviset tento jev mulze se zvySujici se hladinou proteinu
metalothioneinu (MT). Zgrafu ¢. 3 jasné vyplyva, Ze s postupujicim
onemocnénim stoupa hladina tohoto kov- vézajiciho proteinu ve tkani a tudiz
dochazi k hromadéni prvkd, pro které ma tento protein vazebna mista. Samotny
nartst koncentrace MT muzZe souviset se zvySenou produkci MT tkani a to
mimo jiné v dasledku oxidativniho stresu souvisejiciho s nadorovym bujenim.

V této praci jsme ukazali, Ze souvislost mezi ukladanim tézkych kova,
k jejichz analyze je metoda LA-ICP-MS vhodn4, a progresi nadorového bujeni
existuje, a ze vkombinaci svyuzZitim stanoveni koncentrace proteinu
metalothioneinu coby nadorového markeru ve vzorcich pacientl, by mohla
v onkologické praxi pomoci k upfesnéni stadia onemocnéni a tim pomoci
k volbé vhodné lécby.
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