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VyuÏití laserové mikrodisekce pro pfiípravu komplexních vzorkÛ 
z nádorové tkánû pro úãely mikrogenomick˘ch anal˘z.
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v Olomouci
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Laserová záchytná mikrodisekce (Laser capture microdissection, LCM) je rychlá a spolehlivá metoda, která umoÏÀuje izola-

ci cílov˘ch bunûk ze specifického komplexu tkánû pro jejich následnou molekulární nebo proteinovou anal˘zu. Základem LCM

je inverzní mikroskop se zabudovan˘m nízko v˘konnostním infraãerven˘m laserem. Nafiezané tkánû jsou upevnûny na standardní

podloÏní sklo a termoplastická membrána (TM) je umístûna nad dehydratovan˘ preparát. V ohnisku laserového mikroskopu je

umístnûna TM, kterou laser roztaví v poÏadovaném místû a naváÏe tak cílovou buÀku ãi strukturu k membránû. Laserovou mik-

rodisekci lze pouÏít pro izolaci bunûk u fiady typÛ bunûãn˘ch i tkáÀov˘ch preparátÛ, vãetnû zamraÏen˘ch vzorkÛ, formalínem

fixovan˘ch parafinizovan˘ch tkání ãi cytologick˘ch preparátÛ. V závislosti na pouÏitém materiálu je moÏno z mikrodisekova-

n˘ch bunûk extrahovat DNA, RNA ãi proteiny v dobré kvalitû. Kombinací s dal‰ími technikami, jako je napfiíklad cDNA micro-

array, LCM pomáhá identifikovat nové diagnostické a prognostické znaky vedoucí ke zlep‰ení diagnosticko terapeutick˘ch metod

v léãbû onkologick˘ch onemocnûní. 

Na na‰em pracovi‰ti jsme laserovou mikrodisekcí izolovali buÀky z cytologick˘ch preparátÛ adenokarcinomu plic získan˘ch

punkãní cytologií zmraÏen˘ch ãi parafinizovan˘ch nádorÛ a také bunûãné linie, napfi. myeloidní leukemii K562. V této práci popi-

sujeme na‰e zku‰enosti se zavedením LCM s následnou mikroizolací DNA/RNA a lineární amplifikací DNA/RNA pro úãely dal-

‰ích genetick˘ch anal˘z jako je napfi. komparativní genomická hybridizace, expresní studie, ãi pfiímé sekvenování vy‰etfiovan˘ch

genÛ z biologického materiálu s minimálním obsahem nádorov˘ch bunûk, ãi pro studium nádorové heterogenity na jednobunûã-

né úrovni.

Práce na tomto projektu byla podpofiena v˘zkumn˘m zámûrem M·MT 6198959216, 
grantem LC07017, IGA MZâR NR/9076 a MPO 1H-PK/45.

Chromogranin A pro tumory mûkk˘ch tkání?
Kapustová M., Voãková J., Schneiderka P., Bene‰ P., Cwiertka K.
OKB a Onkologická klinika, FN Olomouc

Úvod
Chromogranin A (CgA) je kysel˘ lidsk˘ protein, kter˘ se skládá z 439 aminokyselin.

Genetick˘ kód se nachází na chromozomu 14.

Chromogranin A byl identifikován v mnoha normálních i neoplastick˘ch endokrinních tkáních.

Zv˘‰ené koncentrace CgA byly prokázány u pacientÛ s tumory endokrinního pÛvodu.

CgA mÛÏe b˘t prekurzorem biologicky aktivních peptidÛ.

Je pravdûpodobné, Ïe ‰tûpení nebo proteolytické zpracování chromograninu A v chromafinních granulách, zaãíná jak na C-

konci, tak i na N-konci ‰tûpení.

Mûfiení chromograninu A mÛÏe slouÏit jako cenn˘ diagnostick˘ postup u jedincÛ s tumory napfi. feochromocytom, karcino-

idní tumor, neuroblastom a malobunûãn˘ karcinom plic.

Princip testu
Chromogranin A ELISA Kit je zjednodu‰en˘ sendviãov˘ test s dvojitou protilátkou, vzorky a protilátky proti chromograni-

nuA konjugované s peroxidázou inkubují souãasnû v mikrojamkách potaÏen˘ch anti-chromograninem A.

Pfii testu se pouÏívají králiãí protilátky s fragmentem lidského chromograninu A s C-koncem

Standardy kitu jsou kalibrovány podle fragmentu s C-koncem

Pfiedfiedûné vzorky se smísí s konjugátem a bûhem dvou hodinové inkubace se vytvofií sendviã z protilátky v pevné fázi, chro-

mograninuA a protilátky konjugované s peroxidázou.

Po pfiidání chromogenního substrátu dochází k barevné reakci v˘voj reakce se zastaví pfiidáním kyseliny sírové. Absorbance

se mûfií pfii 450 nm.

Koncentrace chromograninu se vydávají v U/l.
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Závûr – v˘znam stanovení CgA
CgA byl prokázán imunochemick˘mi metodami (ELISA) v séru, plasmû i moãi nemocn˘ch s neuroendokrinními malignita-

mi. Ve srovnání s dosud uÏívan˘mi metodami stanovení sérové NSE nebo moãové 5-hydroxyindoloctové kyseliny vykazuje sta-

novení CgA v moãi nejvy‰‰í senzitivitu.
Senzitivita prÛkazu návratu choroby pro karcinoidy se pohybovala kolem 70 aÏ 90%. Je to v˘znamn˘ parametr pro monito-

rování pfiedev‰ím tûch neuroendokrinních tumorÛ, které neprodukují jiné markery. Byla prokázána pfiímá korelace mezi sérovou

hladinou CgA a nádorovou masou.

Histologick˘ typ neuroendokrinních tumorÛ urãuje míru exprese tohoto glykoproteinu, vysoké hladiny vykazují nemocní

s karcinoidními tumory.

Neuroendokrinní diferenciace spojená s produkcí CgA mÛÏe hrát v˘znamnou roli také u karcinomÛ prostaty nereagujících na

hormonální léãbu.

Pfiedpokládá se, Ïe neuroendokrinní buÀky neprodukující androgenní receptory nejsou ovlivnûny hormonální terapií. Rezi-

stence k hormonální terapii je moÏno predikovat stanovením CgA nejenom imunohistochemicky, ale i v cirkulaci. Bylo proká-

záno, Ïe CgA je u tûchto nádorÛ zv˘‰en, i kdyÏ je hladina PSA v séru normální. Zv˘‰ená pfiedterapeutická hladina CgA byla pozo-

rována u 36% nemocn˘ch s metastázami pfied hormonální léãbou a u 45% nemocn˘ch s hormon-refrakterní chorobou. Zv˘‰ená

hladina CgA u tohoto typu nádoru koreluje se ‰patnou prognózou.




