Plzen. 1ék. Sborn., 81, 2015: 125-128

LASEROVA MIKRODISEKCE — HISTORIE A SOUCASNOST
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Mikrodisekce za pomoci laseru byla vyvinuta v poloviné devadesatych let minulého
stoleti skupinou americkych védci v ¢ele s dr. Emmert-Buckem (1). Tento systém byl
puvodné sestrojen za i¢elem dokonalejsi analyzy pevnych nadort. Nasledné toto zafizeni
zacala vyrabét firma Arcturus. Priblizné ve stejné dobé bylo podobné zafizeni vyvijeno
i v Evropé, a to malou némeckou firmou na mikroskopu znacky Zeiss. Pozd¢ji firma Zeiss
toto zafizeni uvedla na trh. V soucasnosti piisobi na trhu také firma Olympus a Leica.
Pristroje od jednotlivych dodavatelii se od sebe odlisuji technologii vlastni disekce vzorku
i jeho nasledného transportu do sbéraci zkumavky.

Princip ziskani vzorku je u vSech téchto zatizeni v podstaté stejny. Histologicky fez
o tloustce 5—10 um se nanese na specialni sklicko ¢i membranu. Pokud pracujeme se
zafizenim vybavenym infracervenym laserem (IR), miiZeme pouzit béZzné mikroskopické
sklo. Systémy zalozené na disekci pomoci ultrafialového laseru (UV) jsou schopné pra-
covat pouze v piipadé, Ze pouzijeme mikroskopické sklo potazené specialni membranou

Obr. 1 Postup pii mikrodisekci srde¢nich gangliovych bunék za pouziti moderniho zatizeni od firmy
Zeis. (1) Rez srde¢nimi sinémi laboratorniho potkana obsahujici gangliové buiiky. (2) Vybér jednotlivych
gangliovych bunék a jejich obkresleni pomoci pocitacové mysi. (3) Vyfiznuti bunék a jejich katapultace
do sbérného vicka za pomoci laseru. (4) Kontrola katapultovanych bun¢k ve sbérném vicku.
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nebo kovovy ramecek, v némz je tato membrana napnuta. Takto pfipraveny vzorek se
obarvi a nasledné¢ mize byt pouzit pro mikrodisekci. Ta probiha naslednym postupem
(obr. 1): (1) nejdiive si na fezu vybereme buiiky ¢i utvary zajmu (2) a piesné je obtahneme
perem na dotykovém monitoru. Nasledné spustime laser, ktery (3) vybrané utvary dle
nakreslené Cary vytizne. V poslednim kroku je (4) vyfiznuty utvar pienesen do sbérné
mikrozkumavky.

Pro ptesnou identifikaci cilovych bunék se obvykle pouziva modifikace nékterého
z klasickych histologickych barveni. Asi nejrozsifenéjsi je pouziti barveni Mayerovym
hematoxylinem. Vyhoda tohoto barveni spo¢iva pfedevsim v tom, Ze Ize vynechat barveni
eozinem, ¢imz se redukuje degradace biomolekul, pficemz vysledné zbarveni fezu se vel-
mi priblizuje klasickému hematoxylin-eozinovému barveni. Kromeé toho se nékdy pouziva
barveni toluidinovou modii nebo Nisslovo barveni (2). Dals$i moznosti, jak si vybrat cilové
bunky na zaklad€ jejich vlastnosti, je fluorescencni oznaceni konkrétniho peptidu ¢i pro-
teinu pomoci nepfimé imunofluorescence.

Jak jiz bylo zminéno v Givodu, zpiisob transportu ziskaného vzorku do mikrozkumavky
se u jednotlivych zafizeni lisi. Pivodni zafizeni vyvijené v Némecku bylo zalozené na
vybéru bunék zajmu a nasledném odstranéni nezadouci tkané v okoli téchto bunék pomoci

Obr. 2 Postup pii mikrodisekci srde¢nich gangliovych bunék za pouziti ptivodniho prototypu postaveného
na mikroskopu od firmy Zeis. (1) Rez srde¢nimi sinémi laboratorniho potkana obsahujici gangliové buiiky.
(2) Vybér skupiny gangliovych bunék a jejich vyfiznuti za pomoci laseru. (3) Odstranéni okolni tkané
za pomoci laseru. (4) Seskrabnuti vybranych bunék injek¢ni jehlou pfipevnénou k mikromanipulatoru.
(5) Kontrola, zda se vybrané buiiky nachazeji na Spicce jehly. (6) Tkanovy fez po dokonceni mikrodisekce.
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laseru. Poté byly vybrané bunky ze sklicka seskrabnuty jehlou pfipevnénou na mikroma-
nipulator (obr. 2).

V soucasnosti jsou na trhu étyfi typy systémi mikrodisekci. U zatizeni PALM Micro-
laser Technologies od firmy Carl Zeiss jsou vzorky katapultovany, zatimco mikrodisekce
firmy Leica Microsystems je charakteristicka tim, ze vyfiznuté vzorky padaji do sbérné
zkumavky pomoci gravitace. Mikrosystémy od fy Molecular Devices se vyznacuji kom-
binaci IR a UV laserd a vzorky jsou pomoci IR nachytavany na polymerovou membranu.
Firma Olympus ve spolupraci s Molecular Machines and Industries (MMI) dodava zatizeni
oznacované CellCut, u které¢ho se vzorek ziska automatickym pfilozenim vicka sbérné
mikrozkumavky, které je opatfeno adhezivni vrstvou, na niz se vyfiznuta ¢ast polymerové
membrany s vybranymi buitkami nalepi.

Vyznam mikrodisekce pro vyzkum je znacny, protoze umoziuje zkoumat konkrétni
bunku, a to nejen jeji morfologii, ale vyuzit pii jejim studiu i molekularné biologické
metody, napf. reverzni transkripci nasledovanou polymerazovou fetézovou reakcei sledo-
vanou v realném case (RT-qPCR), diky niz lze stanovit uroven exprese konkrétnich gent.
Kromé mRNA muzeme z takto ziskanych vzorkd analyzovat i DNA ¢i proteiny. Dokonce
je mozné z vybrané buiiky ziskat pouze jeji ¢ast, bunéénou organelu ¢i chromozom. Buiiky
¢i jejich ¢asti mizeme pomoci laserové mikrodisekce ziskavat jak z tkanovych ez, tak
i z bunéénych kultur.

Pfed vyvinutim této metody se analyzy provadély z homogenatt tkané, zatimco dnes
je mozné zacilit pozornost na konkrétni populaci bunék. Jednim z klasickych piiklada
praktického vyuziti laserové mikrodisekce je vyfiznuti a nasledna analyza naddorovych
bunék. Kromé toho tato zafizeni umoznuji manipulaci s zivymi butikami z bunéénych
kultur. Diky tomu je mozné ziskat homogenni kulturu z kultury ptivodné obsahujici vice
typt bunék.

Cilena analyza konkrétnich bun€k vybranych z tkanového fezu naptiklad na zaklade
morfologickych odli§nosti umoziuje lepsi pochopeni déjti probihajicich v téchto bunkach,
coz mize nasledné umoznit vyvoj cilené terapie.

Vznik této publikace byl mozny diky finan¢ni podpofe z Programu rozvoje védnich
oboru Karlovy Univerzity (projekt P36) a projektem CZ.1.05/2.1.00/03.0076 Evropského
fondu pro regionalni rozvoj.

SOUHRN

Laserova mikrodisekce byla vyvinuta v poloviné devadesatych let minulého stoleti.
Plvodni zafizeni byla od t€ doby inovovana, takze dnes jsou uzivatelsky piijemna a umoz-
nuji rychlé ziskani pozadovaného vzorku. Diky tomuto zafizeni mizeme ziskat z tkanové-
ho fezu ¢i bunééné kultury konkrétni buniky a ty nasledné analyzovat pomoci molekularné
biologickych metod. Vyuziti této metody je Siroké, od zakladniho vyzkumu az po analyzu
patologickych bungk.

127



Laser assisted microdissection — the past and the future
SUMMARY

Method of laser assisted microdissection was developed in the middle nineties. The
equipment undergoes several innovations, so, they are user friendly today and they allow
quick earnings of required sample. Due to this equipment we can get specific cells from
tissue section or cell culture. Obtained cells can be evaluated by means of molecular
biologic methods. Application of laser assisted microdissection is very wide from basic
research to analyses of pathological cells.
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