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ABSTRAKT

Myokardialni fibroza je patologicky stav vyznacujici se nadmérnou akumulaci extracelularni
matrix v srde¢ni tkani, coz ma za nasledek zhorSenou srde¢ni funkci a hrozi potencialné vazné
kardiovaskularni komplikace. Novodobé studie ovsem naznacuji, ze myokardialni fibr6za mtize
ovlivnit nejen srdecni tkan, ale také dal§i orgény, jako jsou napiiklad jatra. Cilem této
bakalarské prace bylo prozkoumat zmény v prvkové distribuci jaterni tkané zdravych jedinct
s porovnanim prvkové distribuce jaterni tkan¢ jedinct, u kterych byla vyvolana myokardialni
fibrézou pomoci metody LA-ICP-MS. Pfi porovnani distribunich map kontrolni
a experimentalni skupiny byly pozorovany zmény piedevsim v distribuci izotop zeleza, proto
mu byla nadale byla vénovana zvlastni pozornost. Vysledky tohoto vyzkumu mohou vyrazné
pfispét k lepSimu porozuméni vztahu mezi myokardidlni fibrozou a jaterni tkani, ziskané
poznatky mohou napomoci k vyvoji novych diagnosticky piistupt.

ABSTRACT

Myocardial fibrosis is a pathological condition characterized by excessive accumulation of
extracellular matrix in cardiac tissue, resulting in impaired cardiac function and potentially
serious cardiovascular complications. However, recent studies suggest that myocardial fibrosis
may affect not only cardiac tissue but also other organs such as the liver. The aim of this
bachelor thesis was to investigate changes in the elemental distribution of liver tissue from
healthy individuals by comparing the elemental distribution of liver tissue from individuals with
myocardial fibrosis using the LA-ICP-MS method. When comparing the distribution maps of
the control and experimental groups, changes were observed mainly in the distribution of iron
isotopes; therefore, particular attention was later paid to it. The results of this research may
contribute significantly to a better understanding of the relationship between myocardial
fibrosis and liver tissue, and the knowledge gained may help to develop new diagnostic
approaches.

KLICOVA SLOVA

Myokardialni fibréza, jaterni tkan, potkani model, analyza mékkych tkani, LA-ICP-MS, 2D
imaging
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1. UVOD

Myokardialni fibroza je charakteristicky znak doprovazejici srdecni selhani a je definovana
zvySenym mnozstvim kolagenu v myokardu, oproti srde¢nim myocytiim. Tento stav zasadnim
zpusobem ovliviiuje funkci srdce a muze vyustit vaznymi kardiovaskularnimi komplikacemi.
Nicmén¢ samotna myokardidlni fibréza mtze neptiznive ovlivnit i jiné organy, napiiklad jatra.

Jatra jsou pro lidsky organismus klicovym organem, hlavné z hlediska detoxikace.
Dilezitou roli hraji také v metabolismech tuki, bilkovin a sacharidii. Jakékoliv zmény prob¢hlé
V jatrech mohou zasadnim zplisobem ovlivnit celkové zdravi jedince. Novodobé studie
vykazuji, Ze srde¢ni selhani a funkce jater spolu velmi tzce souvisi. AvSak pfesné mechanismy
a interakce mezi myokardialni fibrézou a jaterni tkani nebyly dosud dostate¢né prozkoumany.

Pozornost byla vénovana piedev§im problematice v oblasti anatomie a funkce jater,
divodiim vzniku myokardiélni fibrézy, a také procesiim probihajicim v jaterni tkani v disledku
myokardialni fibrozy.

Cetné epidemiologické studie také prokéazaly vliv polutanti v Zivotnim prostiedi na funkci
jater a vznik riznych kardiovaskularnich onemocnéni.

Ke v€asnému odhaleni poskozeni jaterni tkané€ se v Iékafském prostiedi vyuziva riznych
zobrazovacich metod, jakymi jsou naptiklad magneticka rezonance nebo vypocetni tomografie.
V dnes$ni dobé¢ je centrem zajmu zdokonaleni téchto metod a tim umoznéni snadnéjsi a rychlejsi
predikce patologickych zmén na jednotlivych organech.

Velkym pfinosem mohou byt v této oblasti také pokrocilé analytické instrumentalni
metody, diky kterym ziskame informace o prvkové distribuci v zasazenych tkanich. Jednou
Znich je napfiklad hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem ve spojeni
s laserovou ablaci (LA-ICP-MS), ktera umoznuje ultrastopovou analyzu vybranych prvki
v mekkych tkanich.

Identifikace a kvantifikace zmén prvkové distribuce v dané tkani muize byt velice
napomocna a prispét k lepSimu porozuméni patofyziologickych procesit a zmén spojenych
Stimto onemocnénim. Dale muzou tyto vysledky také vyrazné piispét k identifikaci
potencidlnich biomarkerti a léCebnych postupli a strategii pii 1é€bé pacienti trpicich
myokardialni fibrozou.

V této bakalaiské praci byla podrobnéji rozebrana piiprava danych vzorkd jaterni tkang,
analyza prvkil pomoci pokrocilé analytické instrumentalni metody LA-ICP-MS s porovnanim
vysledkli mezi kontrolni a experimentalni skupinou. Nasledné byla sepsdna diskuze
nad dosazenymi vysledky, interpretace jejich vyznamu a také zatazeni vysledkl do kontextu
Vv ramci predchozi védecké reserse.

Tato prace piedstavuje dulezity krok v rdmci lepSiho porozuméni vzajemného vztahu mezi
myokardialni fibrézou a jaterni tkani, jeji vysledky maji potencial ovlivnit diagnostiku, 1écbu
a prevenci kardiovaskularnich onemocnéni.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Jatra

Jétra jsou jedine¢nym organem, nachazejicim se v pravé horni ¢asti dutiny bii8ni, jenz nese
mnoho neobvyklych vlastnosti, jak anatomickych, tak funk¢nich, zadny jiny neparovy organ se
S jatry nedad srovndvat. Je to nejvétsi a nejtézs$i zldzovy orgén v téle S bohatym krevnim
zasobenim [1]. Zvlastnosti je, ze krevni zasobeni jater pfichazi ze dvou zdroju, priblizné 25 %
krve pochazi z jaterni tepny a zbylych 75 % tvofii Zilni krev z vratnicové zily [2].

Pfi narozeni pfedstavuji jatra asi 4 % télesné hmotnosti ¢lovéka, coz se s vékem méni
anakonci ristového obdobi jatra tvofi uz jen 2,5-3 % vahy jedince [2]. Jatra jsou
procest, maji klicovou roli v metabolismech tuki, sacharidi a bilkovin [2; 3]. V dusledku
mnozstvi probihajicich metabolickych procesit maji jatra vysokou spottebu energie, okolo 20 %
celkové télesné spotieby kysliku [2]. Unikatni funkci jater je produkce a recirkulace zluéi, coz
je nezbytné pro traveni lipidl a vyluCovani toxickych vedlejSich produktl jako je naptiklad
bilirubin nebo xenobiotika [3].

2.1.1 Stavba jater

Zevné jsou jatra rozdélena srpovitym vazem na dva laloky, mensi levy a vétsi pravy lalok
(Obrazek 1). Srpovity vaz slouzi také pro ptipojeni jater k bfi$ni sténé€. Z jeho dolniho okraje
vychazi obly jaterni vaz, ktery spojuje jatra s pupkem, coz je pozustatkem pupecnikové Zily.

[4].
Horni dutd Zila

Jaterni Z{la Obly j}\lterni vaz

Nejvétsi jaterni lalok/
pravy jaterni lalok
> Mensi a plochy

levy lalok

J

Srdecnice

SN
Zlu¢nik

Obrazek 1: Schéma jater

Dle Couinaudovy klasifikace, tedy jedné z nejpouzivanéjSich, se jatra dale vnitiné dé€li
na osm segmentii o¢islovanych podle hodinovych rucicek (Obrazek 2). Kazdy segment ma
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ve stiedu svou tepnu, zilu a zlu€ovod [4]. Toto rozdéleni umoziuje chirurgim odstranéni
jednotlivych segmentd podle vlastniho cévniho zasobeni [5].

Obrazek 2: Jaterni segmenty dle Couinauda
la, 1b, 1c — levd, stiedni, prava jaterni zila; 2@, 2b — levd a prava vétev porty; |-Vl — jaterni
segmenty

Jaterni parenchym, jehoZ zakladem jsou jaterni bunky (hepatocyty), je hlavni soucasti jater.
Hepatocyty tvoii tramce, které¢ jsou uspoiadané do polyedrickych laluckt (Obrazek 3, 4)
aslouzi ktvorbé zluci, kterd je dale odvadéna zluCovymi kandlky, jez se spojuji
do intralobularnich zlu¢ovodu usticich do portobiliarnich prostort [6].

Obrazek 3: Stavba jaterniho lalicku a funkcni jednotky jaterni thkane

1 —radidalné uspordadané tramce jaternich bunek (hepatocyty); 2 — krevni sinusoidy, 3 — Zlucové kandlky;,
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4 —v. centralis (centralni zila); 5 — portobiliarni prostor; klasicky, polygonalni jaterni lalicek/laliicek
centralni zZily (Sedé); portalni laliucek, ma stied v portobiliarnim prostoru (rizoveé); jaterni acinus, je

kosodélnikova vysec¢ dvou sousednich klasickych laliicki (Cervene)

Obrazek 4: Stavba jater
1 — hepatocyty; 2 —v. centralis; 3 — Zlucova kapilara; 4 — jaterni sinusoida; 5 — V. centralis; 6 —

Zlucové kapilary; 7 — Kupfferova bunka; 8 — jaterni sinusoida, 9 —hepatocyt; 10 — interlobuldrni
zlucovod; 11 —v. interlobularis; 12 — a. interlobularis

Jiz zminéné lalicky centralni zily jsou zakladni morfologickou jednotkou jater a maji tvar
Sestithelniku (Obrazek 3, 4) [5]. Tramce hepatocytt se sbihaji smérem do stiedu lalticku a mezi
nimi se proplétaji jaterni sinusoidy (vlase¢nice), na jejichZz tirovni dochazi k miseni portalni
a arterialni krve. V misté spojeni tfi sousednich centralnich lalickd se vyskytuje takzvany
portobiliarni prostor obsahujici trias hepatica — interlobularni zilu, tepnu a Zlucovod
(Obrazek 3) [6]. Portalni jaterni lalicek je tvoten z tiseku tii pfilehlych jaternich lalackd, které
jsou zasobeny z cév portobiliarniho prostoru. Cast dvou sousednich jaternich lalicki tvoid
funkéni jednotku jaterniho parenchymu — jaterni aciny, které jsou zdsobované ze spole¢né
interlobularni vétve vratnicové Zily (Obrazek 3) [6].

Jelikoz jsou jatra pro lidské télo nenahraditelnym organem, a ackoliv je jejich regeneracni
schopnost vysoka, je problematika jejich onemocnéni mezi odborniky stale hojné diskutované
téma.

2.1.2 Onemocnéni jater
Onemocnéni jater, jakymi jsou naptiklad hepatitida B (C), nealkoholové ztuénéni jater,
alkoholové onemocnéni jater Se souvisejici jaterni cirhozou nebo hepatocelularnim
karcinomem, jsou hlavnimi pti¢inami nemoci a imrti na celém svété, coz piedstavuje piiblizné
2 miliony umrti za rok [7; 8]. Organova fibréza u chronickych zanétlivych onemocnéni
9



charakterizuje vyvoj onemocnéni a podili se na 45 % vsech pfic¢in tmrti na svété. Podobné tak
vyvoj fibrozy u jater odrazi kvalitu Zivota, stejné jako prognodza. Faze fibrozy koreluje s funkci
jater a ptedstavuje hlavni rizikovy faktor pro rozvoj hepatocelularniho karcinomu [8].

2.1.2.1  Jaterni fibroza

Jaterni fibroza je charakterizovana nadmérnou akumulaci extracelularni matrix (ECM),
coz vede Kk poskozeni fyziologické architektury jater [8]. Po akutnim poskozeni jater se
parenchymatické bunky regeneruji a nahrazuji nekrotické bunky. Tento proces je spojen se
zanétlivou odpovédi a omezenym ukladanim ECM. Pokud poSkozeni jater pietrvava, jejich
regenerace nakonec selze a hepatocyty jsou nahrazeny ECM, vcetné fibrilarniho kolagenu.
Distribuce tohoto vlaknitého materialu zavisi na ptivodu poskozeni jater. U chronické virové
hepatitidy nebo chronickych cholestatickych poruch se fibroticka tkan zprvu vytvaii kolem
portalnich cest, zatimco U jaternich onemocnéni vyvolanych konzumaci alkoholu se vyskytuje
piedevsim v pericentralnich a perisinusoidalnich oblastech [9]. Jaterni fibroza je reverzibilni
proces, dokud neni v progresivnim stadiu a nevede k celkové cirhoze jater [10].

2.1.2.2  EXxposom a jaterni onemocnéni

Je dobfe znamo, Ze néktera jaterni onemocnéni jsou spojena s 1) navykovym chovanim,
jako je konzumace alkoholu, kouieni a do urc¢ité miry dietni nerovnovaha a obezita, 2) virovymi
a parasitickymi infekcemi a expozici toxinam. Nedavné studie ovSem ukazaly, Ze vystaveni
Zivotnimu prostiedi je taktéZ vyznamné spojeno onemocnénimi jater. Mezi takové faktory
zivotniho prostfedi patii napiiklad znecisténi ovzdusi (pevné prachové castice, tékavé
chemikalie), kontaminanty jako jsou kovy, polyaromatické uhlovodiky, bisfenol A,
per- a polyfluorované latky (PFAS) a fyzikalni faktory, jako je zafeni. V poslednich letech byl
kladen velky daraz ptredevsim na PFAS, které ptedstavuji velkou skupinu perzistentnich
organickych polutanti (POPs), z nichZ nékteré slouceniny jsou velice perzistentni a ukladaji se
v jatrech. Expozice zminénym latkdm je spojena Sfadou zdravotnich nasledkd, véetné
imunotoxicity, metabolickych onemocnéni, reproduk¢éni a vyvojové toxicity a rakoviny.
Existuji také dikazy o vlivu téchto latek za urcitych podminek na metabolismus sacharidd,
aminokyselin, zlu¢ovych cest a lipidi. V nedavné metabolomické studii byla expozice PFAS
ulidi a hlodaveu spojena se zménami v riznych metabolickych drahach, které se jevily

S rychlym rozvojem primyslu a stdle rostouci urbanizaci se kontaminanty Zivotniho
prostiedi staly vaznym problémem vefejného zdravi dne$ni doby. Cetné védecké studie dosly
k zavéru, Ze nékteré kontaminanty Zivotniho prostiedi mohou v organismu vyvolat steatozu
a steatohepatitidu. Je proto nezbytné povazovat environmentalni polutanty za tiidu rizikovych
faktordl pro vznik nealkolového tukového jaterniho onemocnéni (NAFLD). NAFLD se stava
nejbéznéjsi jaterni poruchou na svété. Charakteristicka je pro tuto poruchu nadmérna
akumulace lipidd, zejména triglyceridi v cytoplazmé hepatocytu, Ktera neni pfipisovana infekci
virem hepatitidy ani nadmérné konzumaci alkoholu. Obecné je definovana pfitomnosti
makrovezikularni steatdzy u vice nez 5 % hepatocytti. Nealkoholové tukové jaterni onemocnéni
zahrnuje Sirokou skalu jaternich patologii, od nealkoholového ztu¢néni jater, po pokrocilou
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nealkoholovou steatohepatitidu a fibrotické komplikace, které mohou pokrocit az do jaterni
cirhézy, ptipadné Zivot ohrozujiciho hepatocelularniho karcinomu [12].

2.1.2.1  Ovlivnéni jaternich funkci nasledkem srdecniho selhdani

Onemocnéni jater a Selhani srdce Casto koexistuji, déje se tak hlavné kvili systémovym
porucham, onemocnénim, které postihuji oba organy (uzivani alkoholu a drog, zanéty,
autoimunita) a komplexnim kardiohepatickym interakcim [13]. Az 80 % pacient se srde¢nim
selhanim trpi néjakou formou jaterni dysfunkce [14].

Srde¢ni selhani je komplexni syndrom, kdy srdce piestava byt schopno zasobovat ostatni
organy dostatecnym mnozstvim okysli¢ené krve a dochéazi k piekrveni myokardu. V disledku
anatomického umisténi jater v blizkosti srdce a jejich vysoké metabolické aktivity spojené
s vysokou spotiebou kysliku, jsou jatra casto zasazenym organem v piipad¢ vyskytu srde¢niho
selhani. Napftiklad zvysSeni tlaku v pravé sini je pfendSeno na jaterni zilu, to zptisobuje dilataci
krevnich sinusoid a kompresi hepatocytt, coz v kombinaci s hypoxii vede K atrofii, nekroze
a fibroze jaterni tkan¢ [15].

2.2 Mpyokardialni fibréza

Myokardialni  fibroza (MF) je charakteristicky znak wu srde¢niho selhani.
Na elektrokardiogramu se fibréza projevuje castym predéasnym komorovym rytmem,
prodlouzenim QRS a komorovou tachykardii [16].

Myokardialni fibroza je definovana zvySenym mnozstvim kolagenu v myokardu, oproti
srdeCnim myocytam. Tento stav je spojen se zménami ve slozeni kolagenovych vlaken
(nadbytek kolagenu typu I, oproti typu Ill) a fyzikalné-chemickych vlastnosti (zvysené
zesitovani kolagenovych vldken). Rozeznavaji se dva typy MF, a to reparativni (zjizveni
myokardu) a intersticialni. Reparativni fibréza vznika jako reakce na nekrézu myocytt, mize
byt fokalni, jako pti myokarditidé, nebo rozsahla, pozorovana u infarktu myokardu. Tento typ
fibrozy spociva ve vyvoji jizvy v misté ztraty myocyti. Naproti tomu intersticidalni fibroza
vznika z produkce a ukladani kolagenu aktivovanymi myofibroblasty. Na rozdil od fibrozy
reparativani, nemusi tento proces nutné souviset s poskozenim myocyti. Obvykle se jedna
o0 difuizni proces, zahrnujici perivaskularni prostor a intersticium. Ukézalo se, Ze se v€asnym
zasahem se jedna o reverzibilni a l1éCitelny stav. Oba typy mohou soucasné koexistovat a jsou
béznym rysem patologické srdeéni remodelace [17].

Pokud dojde k poskozeni srdce, rizné latky zpusobi aktivaci fibroblasti a jejich
transdiferenciaci na myofibroblasty. Myofibroblasty zvySuji produkci proteint, které se
ukladaji v ECM. Kolagen typu I tvofi asi 80 % celkového mnozstvi kolagenu v myokardu a ¢ini
myokard ztuhlejsim, jeho produkce se u MF zvysuje. Zesitovani déla kolagenovou hmotu tuzsi

Fibroza omezuje pifisun vyzivy a kysliku do myokardu, zpasobuje strukturni zmény
a zmeény V elektrické aktiviteé srdce, diky nimz ma ¢lovek predispozice K arytmiim, srdeCnimu
selhani a ischémii [18].
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2.2.1 Diivody vzniku myokardialni fibrozy

Srdec¢ni fibréza je charakterizovana akumulaci ECM v myokardu a je nedilnou soucasti
vétSiny srdeCnich patologii. Jelikoz myokard u dospélych jedinci ma témét zanedbatelnou
regeneracni schopnost, je nejrozsahlej$i fibrotickd remodelace komor pozorovatelna
U onemocnéni spojenych s akutni smrti kardiomyocytd. Po akutnim infarktu myokardu je
Spusténa zanétliva reakce v disledku nahlé ztraty velkého poctu kardiomyocytti, coz nakonec
vede k nahrazeni mrtvé ¢asti myokardu jizvou S vysokym obsahem kolagenu [19].

Srdec¢ni selhani je maligni a smrtelné onemocnéni, které zptisobuje celosvétovou zdravotni
a finan¢ni zatéz. Klicovym mechanismem srde¢niho selhani je remodelace srdce, ktera zahrnuje
dva aspekty — poskozeni kardiomyocytl a fibrozu myokardu. Poskozeni kardiomyocyti se
projevuje jako hypertrofie kardiomyocyti, nekroza nebo apoptoza. Ackoliv se na tuto oblast
zaméfilo v poslednich desetiletich mnoho védci, tcinnost dostupné 1ééby u pacientl se
srde¢nim selhanim je stale neuspokojujici [16].

Omezené porozuméni fibroze je pti¢inou pomalého pokroku ve vyvinu antifibrotické
1é¢by. Problém je v objasnéni fibrotického mechanismu, jelikoz se fibroza vyskytuje u riznych
typt srde¢nich poruch. Jednou z bariér pro optimalizaci specifickych markerti myofibroblastd
je rozmanitost jejich vzniku. Myofibroblasty jsou specifické buriky pro myokardialni fibrozu
anejen, ze vznikaji ze srde¢nich fibroblasti a endotelovych bunéck, ale také se lisi od
cirkulujicich bungk, které migruji do zranéného srdce [20].

V soucasné dob¢ neexistuje pro myokardialni fibrozu zadna specialni 1é¢ba, proto je velmi
dilezité najit 1é¢ebnou metodu k jeji inhibici. Mnozstvi studii ukazalo, Ze velkou roli u riznych
metabolickych a kardiovaskularnich onemocnéni hraji adipokiny. Adipokiny jsou vylu¢ovany
tukovou tkdni a vystupuji jako autokrinni, parakrinni a endokrinni mediatory, regulujici
predevs§im chut’ k jidlu, metabolismus, imunitu, chovani a kardiovaskularni funkce. Nekteti
zastupci, jako je naptiklad leptin nebo rezistin rozvoj fibrézy a remodelaci myokardu podporuji,
naopak jini zastupci, vcéetné adiponektinu, omentinu nebo apelinu vystupuji jako
kardioprotektivni a maji schopnost MF inhibovat [21].

2.2.1.1  Exposom a myokardidalni fibroza

Cetné epidemiologické a klinické studie prokazaly, Ze vystaveni zneéisténi ovzdusi,
zejména pevnym casticim (PM) bylo spojeno se zvySenou nemocnosti a umrtnosti
na kardiovaskularni onemocnéni, jakymi jsou napiiklad ischemickd choroba srdecni,
ateroskler6za, hypertenze, arytmie nebo srde¢ni selhani [22].

Zduraznovana je také souvislost mezi kritickymi slozkami PMzs, jakymi jsou naptiklad
olovo, hlinik, Zelezo, titan, nikl, méd’, draslik, sira, kfemik, vanad, zinek, polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAH) a kardiovaskularnimi onemocnénimi. Expozice Pb je vyznamné
spojena s ischemickou chorobou srdecni [23].

2.3 Diagnostické a zobrazovaci metody vyuzivané v mediciné

K zobrazeni vnitinich struktur pod kiiZi, diagnostice abnormalit a 1¢cb& nemoci se pouzivaji
1ékatské zobrazovaci metody. Lékaiské zobrazovani se zménilo v samostatnou zdravotnickou
védu. Jde o vizualni reprezentaci funkci riznych tkani a organt lidského téla pro klinické
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a védecké ucely. Mezi takové metody fadime napiiklad rentgenovou radiografii, vypocetni
tomografii (CT), magnetickou rezonanci (MRI) nebo tieba jednofotonovou emisni vypocetni
tomografii (SPECT) [24].

V 1ékai'ské oblasti je CT vyuzivana K vytvareni snimkda, které dale slouzi k diagnostice
abnormalit. CT je zaloZena na principu rotace rentgenovych paprski vygenerovanych
generatorem, kolem snimaného objektu. Rentgenové zafeni je nasledné detekovano
rentgenovym detektorem, jenZ se nachazi na druhé strané oproti generatoru paprski. Vystupem
této metody je tomogram, jenz vizudlné prezentuje nezpracovand data, ktera jsou dale
podrobena tomografické rekonstrukci a kone¢nym vysledkem je série priifezovych fotografii
zkoumaného objektu [24].

Magnetickd rezonance je primarné zobrazovaci technika, ktera je aplikovatelna pro
neinvazivni vizualizaci anatomie a fyziologie téla pii riznych onemocnénich. Béhem procesu
skenovani, magnet v zafizeni vyvola velice silné¢ stabilni magnetické pole, diky kterému se
ve zkoumané ¢asti pacientova téla rovnaji vodikové ionty ve sméru orientace magnetického
pole. Vodikové ionty jsou zdrojem radiofrekvenénich vin, které zplsobi jejich vychyleni
anasledny navrat do rovnovazného stavu. Pfipojeny pocitaovy systém zachycuje vinéni
a prevadi dany signal na obraz, které jsou nasledné pouzity k diagnostice [24].

Jednofotonova emisni vypocetni tomografie (SPECT) je pokrocild zobrazovaci technika
vyuzivajici gama zafeni, ktera poskytuje trojrozmérné (3D) zobrazeni objektd s vysokou
ptesnosti. Vytvaienim sérii tenkych fezi z tomografickych snimk monitoruje 3D informace
o objektu. Pomoci vysokoenergetického gama zafeni vyhodnocuje SPECT vice
dvourozmérnych snimku z riznych thli. Data jsou rekonstruovana a zaznamenavana, nasledné
jsou pomoci pocitatového programu vytvareny 3D snimky cilové ¢asti téla. SPECT je jedna
z technik vyuzivajicich radiofarmaka, kterd jsou podana pacientiim pifed vySetfenim a poté se
meéfi jimi emitované gama zafeni. V piipadé SPECT je gama zafeni emitované podanymi
radiofarmaky detekovano piimo detektorem a pocitacovy systém nasledné vytvati vérny obraz
oblasti, kam byla radiofarmaka aplikovana [24].

Zakladni platformou, na které je postavena moderni kardiologie je zobrazovani srdce
pomoci riznych metod. Moderni pokrocilé zobrazovaci techniky umoZziuji nejen disledné&jsi
kontrolu stavu srdce, ale také urCeni pficiny a remodelace nékterych kardiovaskularnich
onemocnéni, stejné jako jejich vcasnou detekei [25].

2.4 Porovnani metod pro primou analyzu pevnych vzorki s roztokovymi
metodami

Stopové prvky hraji v biologickych systémech dilezitou roli. V Zivych systémech lze
detekovat az 50 prvki v méfitelnych obsazich, kdy vice nez 10 z téchto prvki je povaZzovano
za esencialni stopové prvky. Ukazalo se, ze nadbytek, nedostatek nebo porucha distribuce
stopovych prvka souvisi se vznikem raznych posSkozeni. Proto je vyzkumné zaméieni
na analyzu téchto prvki ve tkanich a organech velice dulezité [26].

Existuje velké mnozstvi analytickych metod pro analyzu mékkych tkéni. Mohou byt
pouzity jak roztokové metody, tak metody pro ptimou analyzu pevnych vzorka. Tyto metody
se lisi ve zplisobu, jakym jsou vzorky pfipravovany a ndsledné analyzovany, coz mize mit také
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velky vliv na vysledky. Roztokové metody jsou zalozeny na ptfevedeni daného vzorku
do roztoku a jeho nasledné analyze. Jejich nevyhodou je, Zze vysledky mohou byt ovlivnény
necistotami v analyzovaném roztoku nebo jeho ztratou. Naopak metody pro pfimou analyzu
pevnych vzorki poskytuji prostorové rozliSeni a vyssi presnost, jelikoz se vyhybaji problémim
spojenym s piitomnosti neistot v roztoku, avsak mohou byt citlivé na nehomogenitu vzorku.
Volba mezi roztokovymi metodami a metodami pro pfimou analyzu pevnych vzorka zavisi
na konkrétni aplikaci, pozadované preciznosti a rychlosti analyzy. Pro zjisténi primérného
slozeni prvki v daném vzorku je vhodnéjsi vyuzit roztokové metody, ovsem pokud je cilem
zjistit distribuci pouze v uréité ¢asti vzorku, je vhodné pouzit metody pro pfimou analyzu
pevnych vzorkd.

2.5 Analytické metody pro in situ analyzu mékkych tkani

Analyticka chemie hraje v oblasti mediciny dulezitou roli, a to zejména pfi studiu slozeni
biologickych materialii. Jednou z klicovych oblasti, kde se analytické metody uplatiiuji, je
analyza mé&kkych tkani. Tyto tkané jsou zakladni stavebni kameny organismu a jsou tvofeny
riznymi typy bunék, extracelularni matrix a dal§imi slozkami. Analytickd chemie nabizi Siroké
spektrum metod pro analyzu téchto tkani, mezi néz patii naptiklad rentgenova fluorescencni
spektrometrie (XRF), casticemi indukovana rentgenova emise (PIXE), rentgenova
fluorescenéni mikroskopie (XFM), hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontd (SIMS),
spektrometrie laserem buzeného plazmatu (LIBS) nebo hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem ve spojeni S laserovou ablaci (LA-ICP-MS) aoptickd emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem Ve spojeni s laserovou ablaci (LA-ICP-OES).

Nekteré metody vyzaduji pouziti vodnych vzorkt, proto je potieba vzorky naptiklad tkéni
rozkladat vhodnymi rozpoustédly, nékdy i kyselinami. Aplikace takto destruktivni predipravy
ovSem zpusobuje ztratu informaci o prvkové distribuci ve vzorku. Pro spravnou analyzu
biologickych vzorki, zejména pokud jsou pouzivany k diagnostice, je zapotiebi, aby nebyly
zadnym zpusobem poskozeny [26].

2.5.1 Analytické metody vyuZivajici RTG zareni

Typickou nedestruktivni metodou je naptiklad rentgenova fluorescencni spektrometrie
(XRF) nebo mén¢ vyuzivana ¢asticemi indukovana rentgenova emise (P1XE) [26].

Rentgenova fluorescenéni spektrometrie je schopna stanovit téméet vSechny prvky
periodické tabulky mezi sodikem a uranem. Detekéni limity se pohybuji mezi 1-10 mg/kg.
Principem XRF je excitace atomu ve vzorku vyvoland pomoci zdroje rentgenovych fotond,
které jsou energeticky dostateéné nabité, aby zplsobily ionizaci elektrond uvnitf obalu.
Vysledné atomy jsou vnitin€ nestabilni, jelikoz ve vnitinim elektronovém orbitalu maji prazdné
misto a okamzité¢ prechazeji do stabilngjsiho elektronového stavu, coz je doprovazeno
pfechodem elektronu z vnéjsiho orbitalu na prazdné misto vnitiniho orbitalu. Jak elektron klesa,
ztraci energii a vyzaruje rentgenovy foton s charakteristickou energii, kterd je zaznamenavana
Vv podob¢ rentgenovych Car [27].
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Kdyz se tézké nabité Castice (protony, a-Castice) srazi s atomy, elektrony ve vnitinim obalu
atomu se ionizuji a produkuji charakteristické rentgenové zareni, tento jev se nazyva casticemi
indukovana rentgenova emise [28].

Dalsi technikou vyuzivajici rentgenové zéfeni je rentgenova fluorescencni mikroskopie
(XFM), také znama jako synchrotronova fluorescen¢ni mikroskopie. XFM je relativné
nedestruktivni technika, ktera je schopna detekovat a kvantifikovat kovy a dalsi prvky pfitomné
ve vzorcich tkani nebo jednotlivych bunék s velice vysokou citlivosti. Pro detekci stopovych
prvkl a toxickych tézkych kovu je idedlni zejména XFM provedend tvrdym rentgenovym
zatenim [29]. Zakladem XFM je udrzovani konstantni energie nad absorp¢ni hranou a nasledné
skenovani polohy vzorku, pficemz je vytvarena elementarni mapa vychazejici z intenzity
fluorescence v kazdé skenované poloze. Pusobenim energie dojde k excitaci prvku, ktery
detekujeme, ale také prvkd s niz§imi atomovymi Cisly, nez ma zkoumany prvek, tim je
generovano nékolik elementarnich map zaroven. Krom¢ mapovani distribuce jednotlivych
prvka v bunikdch a tkéanich, lze také identifikovat prostorové vztahy mezi prvky a srovnanim
s elementarnimi standardy je mozné ur¢it jejich obsah [30].

25.2 ,Laser assisted” metody

Analytické metody zalozené na laserové ablaci, mezi které¢ fadime LIBS, LA-ICP-OES
a LA-ICP-MS, se v poslednich desetiletich t€si rostouci popularité. Tyto metody se pySni
zejména schopnosti analyzy prakticky jakéhokoliv druhu pevného materidlu, vysokou citlivosti
a vysokym prostorovym rozliSenim, coz umoziuje skenovaci mikroanalyzu povrchi riznych
materiali. AvSak dobfe zndma jsou i omezeni zpisobena matricovymi efekty nebo potize
s kalibraci [31]. Matricové efekty zpusobuji zmény velikosti a slozeni generovanych &astic
béhem interakce laserového paprsku s riznymi povrchy vzorku [32].

Zékladem technik LA-ICP-MS/OES je transport suchého aerosolu, ktery vznikl pii
abla¢nim procesu, do indukéné vazaného plazmatu pomoci nosného plynu. V tomto ptipadé
muze byt signal ovlivnén nejen nezddoucimi procesy pii laserové ablaci, ale také frakcionaci.

K frakcionaci mize dochazet hned béhem nékolika procest, napiiklad pii produkci ¢astic
z laserové ablace, transportu ¢astic z ablacni cely do ICP nebo pfi jejich odpafovani v ICP. Pro
zlepSeni presnosti a preciznosti ziskavani kvantitativnich vysledkd se velmi ¢asto pouzivaji
vnitini standardy a matrice [31].

2.5.2.1  Spektrometrie laserem buzeného plazmatu (L1BS)

LIBS umoziiuje spojeni ziskanych informaci o elementarnim slozeni zkoumaného vzorku,
s jeho prostorovymi soufadnicemi, ¢imz se tato metoda stala pfedmétem hojného zdjmu
v mnoha studiich zaméfenych na elementarni zobrazovani [33].

Zakladni princip metody LIBS vychazi zkratké (nanosekundové) interakce mezi
zaostfenym laserovym pulSem a zkoumanym objektem. Toto zafeni jak v prostoru, tak v ¢ase
(hodnoty ozafeni se pohybuji v fadu nékolika GW/cm?), je klic¢em k zahajeni procesu zvaného
laserova ablace (LA). LA zajistuje rychlou tvorbu mikroplazmatu tésné nad povrchem vzorku.
Po laserovém pulzu toto mikroplazma pietrvava pouze nckolik mikrosekund a emituje
charakteristické zareni, které vznika relaxaci jeho slozek (elektronil, excitovanych atomi
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aiontl). Zaznamem této emise pomoci spektrometru vznikd typické LIBS spektrum, jehoz
emisni piky na charakteristickych vlnovych délkach odrézi elementarni slozeni vzorku
(kvalitativni analyza). Dale diky znalosti intenzit pikd a jejich ploch mohou byt urc¢eny obsahy
specifickych prvkt v matrici (kvantitativni analyza). Pro ziskani ¢istych spekter, je nezbytné
zac¢it méftit emisi mikroplazmatu s kratkym zpozdénim vzhledem k laserovému pulsu (cca 0,5~
1 ps), jelikoz priblizné¢ do 0,5 us po interakci laserového pulsu se vzorkem je emise
mikroplazmatu silna, ve formé nestrukturovaného spektralniho kontinua, které se az s malou
prodlevou rozpada za produkce ostrych atomovych emisnich ¢ar [34].

V poslednich dvou desetiletich se metoda LIBS stala uznavanou a cennou analytickou
metodou pro analyzu elementarni povahy rtiznych typa vzorka, at’ uz se jedna o pevnou latku,
kapalinu nebo plyn. Tato metoda se py$ni celou fadou vyhod, jakymi jsou napiiklad jeji
jednoduchost nebo schopnost pracovat pii pokojové teploté a za podminek okolniho tlaku.
Dalsimi z mnoha vyhod, které s sebou LIBS ptinasi je schopnost detekovat témér kazdy prvek
v periodické tabulce s vysokou citlivosti a dynamickym rozsahem detekce. Dostupné rozliSeni
je omezeno difrakénim limitem, ktery umoziuje dosazeni méfitka v fddu mikrometrt. Tato
metoda umoznuje jak jednorazovou mikroanalyzu vzorku, tak 2D charakterizaci (prostorové
mapovani) a nechybi ani schopnost 3D (véetné¢ hloubkového profilovani). VSechny tyto
prednosti ¢ini LIBS velice slibnou zobrazovaci technikou pro rtizné oblasti biologie a mediciny
[35].

2.5.2.2 LA-ICP-OES

Optickd emisni spektrometrie s indukéné véazanym plazmatem je velice vykonna,
vSestrannd a pokrocila analyticka technika s dobrymi detekénimi vlastnostmi. Jedna se
0 moderni metodu pouZivanou primarn€ pro analyzu prvkl v riiznych vzorcich, jakymi jsou
napiiklad environmentélni, primyslové, rostlinné nebo tkanové vzorky, se Sirokou Skalou
obsahti. S velkou pfesnosti umoziuje detekovat az 70 prvki soucasné [36].

Zakladnim principem ICP-OES je méfeni spontanni emise fotonil z excitovanych atomu
nebo iontl. Po laserové ablaci jsou vzorky ve formé aerosolu prevadény do indukéné vazaného
plazmatu pomoci nosného plynu [37; 36]. Jako nosny plyn se vétSinou pouziva argon (Ar) [38].
Teplota v ICP se pohybuje okolo 8000-10000 K, zavadény aerosol je tudiz velice rychle
vyparovan a analytické prvky jsou zde uvolnovany ve formé volnych atomi v plynném stavu.
Diky nasledné srazkové excitaci, ktera v ICP probiha, se volné atomy dostavaji na vySsi
energetickou hladinu a pf#i navratu zpét do zakladniho stavu emituji fotony. Fotony jsou poté
soustiedény za pomoci ¢ocky nebo konkdvniho zrcadla na vstupni otvor zatizeni pro selekci
vlnové délky, naptiklad monochromatoru. Nasledné je zvolend vlnova délka pievedena
fotodetektorem na elektricky signal, ktery je dale zpracovan pocitacovym programem [37].
Zastoupeni prvku v plazmatu je tmérné energetickému rozdilu mezi excitovanym a zédkladnim
stavem atomu. Tento rozdil odpovida intenzitdm emisniho signalu charakteristickych vlnovych
délek métenych detektorem [36].

Hojného vyuziti se ICP-OES dostalo napiiklad ve farmaceutickém priimyslu, diky své
schopnosti rychlé a viceprvkové analyzy S vysokou citlivosti se v této oblasti stala jednou
z nejvyuzivangjsich technik [36].
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V porovnani s ICP-MS jsou pro ICP-OES vyhodou nizsi potfizovaci naklady. Na druhou
stranu ICP-MS je znama svou vyssi citlivosti a schopnosti detekovat jak prvky samotné, tak
jejich izotopy.

2.5.23 LA-ICP-MS

Metoda LA-ICP-MS je v sou¢asné dobé povazovana za jednu z univerzalnich technik pro
pfimou analyzu stopovych prvki a izotopii pevnych latek. Vyuzivana je v celé fad¢ oblasti,
véetné geologie, materidlového vyzkumu, biologie nebo mediciny [39].

Princip metody je podobny jako u LA-ICP-OES. Nejprve fokusovany laserovy paprsek
provede ablaci vzorku vloZzeného do abla¢ni komory. Ablatovany material je nasledné ve formé
aerosolu transportovan nosnym plynem (nejéastéji Ar nebo smés Ar a He) do ICP zdroje, kde
probiha ionizace. Dale je na fad¢ samotny hmotnostni spektrometr, kde dochazi k rozdéleni
iontl podle poméru hmotnosti ku naboji (m/z) a jejich detekci detekénim systémem. V pribéhu
celého méfeni jsou zaznamenavany iontové intenzity v zavislosti na Case. Tato data jsou
nasledné rekonstruovana na obraz nebo podrobena jinym upravam a vizualizacim [40].

Schéma stavby LA-ICP-MS je zndzornéno na obrazku ¢islo 5.
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Obrazek 5: Schéma LA-1CP-MS [41]

2524 Laserova Ablace

Popularita vyuziti laserové ablace v analytické chemii v poslednich letech vyrazné vzrostla,
a to hlavn¢ diky moznosti analyzovat vSechny druhy materialu s ohledem na velikost cely.
Laserova ablace zacala také znacné vytésnovat klasické roztokové metody, které vyZaduji mit
k dispozici vétsi mnozstvi vzorku a také jeho predupravu, naptiklad rozpousténim v riznych
kyselinach, coZ zvySuje riziko kontaminace vzorku. Zakladem laserové ablace je interakce
zaostfeného pulsniho laserového paprsku s povrchem vzorku. Hustota zafivého toku se
pohybuje v fadech vyssich nez 10° W/cm?, coz zpusobuje prudké ohiati ablatovaného
materialu, nardst tlaku uvnitf vzorku a naslednou explozi a fragmentaci povrchové vrstvy [38].

Pokud je energie laseru dostate¢né