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SOUHRN

Laserové zéchytdé mikrodisekce je pomérng mladé metoda vyuzivand jak v biomedicinskych védéch, tak pii studiu ostatnich Zivocis-
nych a rostlinnych tkani a bunék. V kontextu novych experimentélnich i diagnostickych pistupt z oblasti molekulérni biologie je zé4dou-
ci, aby studované tkéi byla homogennim a reprezentativnim souborem bunék. Pro tyto Geely byla proto jiz koncem osmdesétych let vy-
vijena metoda laserové zachytné mikrodisekce (LCM), aviak prvni publikace o této metod& pojednévé az roce 1996. V souéasnych li-
terérnich databézich nachézime stovky praci zamérenych na samotnou LCM éi jako sougést metodiky experimentd, jejichz zéavéry ma-
i vést k lepsimu poznéni genetické a proteomické podstaty nejrozné&jsich onemocnéni. Toto pozndni je pFislibem Gsp&iné cilené 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 fissue 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 i-
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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PRINCIPY LASEROVE ZACHYTNE MIKRODISEKCE (LCM)

Laserové zéachytnd mikrodisekce (LCM, obvykle pouze laserova
mikrodisekee) je stale vyuzivangjsim predstupném molekulérné bio-
logického studia tkani a bungk (1,2). Principem metody je ,odd&le-
ni konkrétni bun&éné populace (nédorové, geneticky transformova-
né, stromdlni a jiné buriky) z tkafovych Fez0, bunénych kultur, stérd
& cytospind od tkané nebo bunééné kultury podle presného mikrosko-
pického vyb&ru. ,Oddéleni” bunk probihé pomoci cileného lasero-
vého paprsku, ktery viak s jejich obsahem nereaguje. Z bungk jsou
ndsledné izolovéany nukleové kyseliny nebo proteiny, které jsou pred-
métem dalsich analyz. Viybér bunék uréenych k mikrodisekci probihé
na zakladé prehledového & imunohistochemického barveni a jejich
oznadenim na monitoru poéitace, ktery ukazuje redlny obraz tkéfio-
vého fezu nebo bun&ené kultury pomoci digitélni kamery.

Existuji dva obecné zpisoby mikrodisekce. Prvnim moznym zp0-
sobem ziskani z&danych bungk je adheze selektovanych bunék na
termoplastickou membranu specidlniho vicka (obr. 1) (3). Termoplas-
tické membrana je v mist& vybranych bunék akfivovéna nizkovykon-
nostnim infracervenym laserovym pulsem, a tim je k cilové burice na-
vézéna. Membrana souéasné absorbuje témér viechnu fepelnou ener-
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gii laseru, proto buriky zistavaiji neposkozeny. Buriky jsou pak z vi¢-

a uvolnény do mikrozkumavky pomoci lyzaéniho pufru. Dalsi zpo-
sob funguje na principu ,vyfezani” oznacenych bunék laserovym
paprskem a jejich mechanickému pFichyceni na speciélné upravené
vicko mikrozkumavky (obr. 2) nebo zachyceni do mikrozkumavky vi-
vem vlasini gravitace (htip://www.leica-microsystems.com). Oba zpo-
soby mikrodisekce jsou zcela bezkontakini, coz eliminuje moznost kon-
taminace.

Koupé laserového mikrodisektoru je investi¢n& naroéné zdlezitost.
Préce s LCM systémem vyZaduje vysokou presnost, je nezbytné mini-
malizovat riziko kontaminace minimdlni frekvenci pohybu vzduchu
i osob; vzorky uréené pro LCM musi byt zpracovévény s dirazem
na dal$i molekulérné-biologické aplikace. Neméné dulezitym aspek-
tem je zajisténi ndkladd na spotiebni materidl a soucinnost lékare -
obvykle patologa s pracovnikem, ktery samotnou LCM provadi.

Na LF UP v Olomouci pracujeme s laserovym mikrodisektorem spo-
le¢nosti MMI (typ mmi CellCut), ktery disponuje optikou Olympus. Ten-
to typ mikrodisektoru je v podstaté invertovany svételny mikroskop (s
moznosti vyuziti fluorescencnich filtrd) s elektronicky oviadanym po-
lohovacim stolkem. Dalsi sou¢asti pristroje je zdroj vysoce pulzniho
nizkoenergetického UV laserového zéreni (Ize ovlédat rychlost a in-
tenzitu laseru, zaost¥it rovinu fezu), pocitaé s dotykovou obrazovkou
ovladatelnou jak polohovacim zafizenim, tak speciélnim perem a ovlé-
daci software. K prislusenstvi patii specidlni hlinikové ramecky (veli-
kosti standardniho podlozniho skla) potazené zcela inertni PET mem-
branou, které nese histologicky preparét a mikrozkumavky s adhez-
nim vickem.
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