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PRINCIPY LASEROVÉ ZÁCHYTNÉ MIKRODISEKCE (LCM)

Laserová záchytná mikrodisekce (LCM, obvykle pouze laserová
mikrodisekce) je stále vyuÏívanûj‰ím pfiedstupnûm molekulárnû bio-
logického studia tkání a bunûk (1,2). Principem metody je „oddûle-
ní“ konkrétní bunûãné populace (nádorové, geneticky transformova-
né, stromální a jiné buÀky) z tkáÀov˘ch fiezÛ, bunûãn˘ch kultur, stûrÛ
ãi cytospinÛ od tkánû nebo bunûãné kultury podle pfiesného mikrosko-
pického v˘bûru. „Oddûlení“ bunûk probíhá pomocí cíleného lasero-
vého paprsku, kter˘ v‰ak s jejich obsahem nereaguje. Z bunûk jsou
následnû izolovány nukleové kyseliny nebo proteiny, které jsou pfied-
mûtem dal‰ích anal˘z. V˘bûr bunûk urãen˘ch k mikrodisekci probíhá
na základû pfiehledového ãi imunohistochemického barvení a jejich
oznaãením na monitoru poãítaãe, kter˘ ukazuje reáln˘ obraz tkáÀo-
vého fiezu nebo bunûãné kultury pomocí digitální kamery.

Existují dva obecné zpÛsoby mikrodisekce. Prvním moÏn˘m zpÛ-
sobem získání Ïádan˘ch bunûk je adheze selektovan˘ch bunûk na
termoplastickou membránu speciálního víãka (obr. 1) (3). Termoplas-
tická membrána je v místû vybran˘ch bunûk aktivována nízkov˘kon-
nostním infraãerven˘m laserov˘m pulsem, a tím je k cílové buÀce na-
vázána. Membrána souãasnû absorbuje témûfi v‰echnu tepelnou ener-

gii laseru, proto buÀky zÛstávají nepo‰kozeny. BuÀky jsou pak z víã-
ka uvolnûny do mikrozkumavky pomocí lyzaãního pufru. Dal‰í zpÛ-
sob funguje na principu „vyfiezání“ oznaãen˘ch bunûk laserov˘m
paprskem a jejich mechanickému pfiichycení na speciálnû upravené
víãko mikrozkumavky (obr. 2) nebo zachycení do mikrozkumavky vli-
vem vlastní gravitace (http://www.leica-microsystems.com). Oba zpÛ-
soby mikrodisekce jsou zcela bezkontaktní, coÏ eliminuje moÏnost kon-
taminace.

Koupû laserového mikrodisektoru je investiãnû nároãná záleÏitost.
Práce s LCM systémem vyÏaduje vysokou pfiesnost, je nezbytné mini-
malizovat riziko kontaminace minimální frekvencí pohybu vzduchu
i osob; vzorky urãené pro LCM musí b˘t zpracovávány s dÛrazem
na dal‰í molekulárnû-biologické aplikace. Neménû dÛleÏit˘m aspek-
tem je zaji‰tûní nákladÛ na spotfiební materiál a souãinnost lékafie -
obvykle patologa s pracovníkem, kter˘ samotnou LCM provádí.

Na LF UP v Olomouci pracujeme s laserov˘m mikrodisektorem spo-
leãnosti MMI (typ mmi CellCut), kter˘ disponuje optikou Olympus. Ten-
to typ mikrodisektoru je v podstatû invertovan˘ svûteln˘ mikroskop (s
moÏností vyuÏití fluorescenãních filtrÛ) s elektronicky ovládan˘m po-
lohovacím stolkem. Dal‰í souãástí pfiístroje je zdroj vysoce pulzního
nízkoenergetického UV laserového záfiení (lze ovládat rychlost a in-
tenzitu laseru, zaostfiit rovinu fiezu), poãítaã s dotykovou obrazovkou
ovladatelnou jak polohovacím zafiízením, tak speciálním perem a ovlá-
dací software. K pfiíslu‰enství patfií speciální hliníkové rámeãky (veli-
kosti standardního podloÏního skla) potaÏené zcela inertní PET mem-
bránou, která nese histologick˘ preparát a mikrozkumavky s adhez-
ním víãkem.
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SOUHRN
Laserová záchytná mikrodisekce je pomûrnû mladá metoda vyuÏívaná jak v biomedicínsk˘ch vûdách, tak pfii studiu ostatních Ïivoãi‰-
n˘ch a rostlinn˘ch tkání a bunûk. V kontextu nov˘ch experimentálních i diagnostick˘ch pfiístupÛ z oblasti molekulární biologie je Ïádou-
cí, aby studovaná tkáÀ byla homogenním a reprezentativním souborem bunûk. Pro tyto úãely byla proto jiÏ koncem osmdesát˘ch let vy-
víjena metoda laserové záchytné mikrodisekce (LCM), av‰ak první publikace o této metodû pojednává aÏ roce 1996. V souãasn˘ch li-
terárních databázích nacházíme stovky prací zamûfien˘ch na samotnou LCM ãi jako souãást metodiky experimentÛ, jejichÏ závûry ma-
jí vést k lep‰ímu poznání genetické a proteomické podstaty nejrÛznûj‰ích onemocnûní. Toto poznání je pfiíslibem úspû‰né cílené terapie
mnoha chorob v budoucnu.
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Laser capture microdissection and its practical applications

SUMMARY
Laser capture microdissection is a relatively young method used both in biomedical sciences as in other studies of animal and vegetab-
le tissues and cells. Current human medicine and its methods of investigation are based on both current established processes, and si-
multaneously there are new experimental approaches from molecular biology tested. In this context it is highly desirable that the studi-
ed tissue is homogenous and representative population of cells. For this purposes at the late 80’s the method of laser capture microdis-
section (LCM) has been developed, the first publication dealing with this method was released even in 1996. In current databases of li-
terature we are able to find hundreds of papers focused on LCM such a method or as a part of methodic approach of experiments who-
se results led to the improved knowledge of genetic and proteomic nature of various diseases. This knowledge is of great promise for
successful targeted therapy in the future.
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