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Souhrn
Laserová záchytná mikrodisekce (Laser capture microdissection, LCM) je rychlá a spolehlivá metoda, kte-
rá umoÏÀuje izolaci cílov˘ch bunûk ze specifického komplexu tkánû pro jejich následnou molekulární nebo
proteinovou anal˘zu. Základem LCM je inverzní mikroskop se zabudovan˘m nízkov˘konnostním infraãer-
ven˘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. V souãasné dobû máme
k dispozici nûkolik laserov˘ch mikrodisekãních systémÛ, které se li‰í zpÛsobem zachycení disekovan˘ch
bunûk, v konfiguraci systému i v jednotliv˘ch aplikacích. Laserovou mikrodisekci 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 mikrodi-
sekovan˘ch bunûk extrahovat DNA, RNA ãi proteiny v dobré kvalitû. Kombinací s dal‰ími technikami, jako
je napfiíklad cDNA microarray, LCM pomáhá identifikovat nové diagnostické a prognostické znaky vedou-
cí 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 popisujeme 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 mini-
málním obsahem nádorov˘ch bunûk, ãi pro studium nádorové heterogenity na jednobunûãné úrovni. 

Klíãová slova: EGFR1, komparativní genomická hybridizace, laserová mikrodisekce, lineární amplifikace
DNA/RNA, isolace DNA/RNA, K-ras 

Summary
Laser capture microdissection (LCM) is a rapid, reliable method to obtain pure populations of targeted cells
from specific microscopic regions of tissue sections for subsequent analysis. LCM is based on the adherence
of visually selected cells to a thermoplastic membrane, which overlies the dehydrated tissue section and is focal-
ly melted by triggering of a low energy infrared laser pulse. Tissue sections are mounted on standard glass sli-
des, and transparent thermoplastic membrane is then placed over the dry section. The laser provides enough
energy to transiently melt this thermoplastic film in to the target cells. Several systems are available for LCM,
and vary in cell-capture method, system configuration and applications. LCM was applied to a wide range of
cell and tissue preparations including frozen samples, formalin-fixed paraffin-embedded tissues or cytology
smears. Depending on the starting material, DNA, good quality mRNA, and proteins can by extracted success-
fully from captured tissue fragments, down to the single cell level. In combination with another techniques like
expression library construction and cDNA array hybridisation, LCM will allow the establishment of new dia-
gnostic and prognostic markers, in order to indicate therapy individually tailored to the molecular profile of
a given tumour. 
In this paper we refer our experiences with the LCM isolation of single cells from cytology smears of lung car-
cinomas, frozen and paraffin embedded tumour tissues as well as cell line cytospin preparation. Our ultimate
goal was to introduce LCM technology in combination with DNA/RNA isolation and linear amplification for
subsequent genomic analyses such as comparative genomic hybridisation, RNA expression studies and speci-
fic amplifications of investigated genes from tissue specimens with minority of tumour cells and/or for tumour
heterogeneity studies based on one the single cell level.

Key words: EGFR1, comparative genomic hybridization, laser capture microdissection, linear amplification of
DNA/RNA, RNA/DNA isolation, K-ras
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Úvod:
V souãasné dobû molekulárnû biologické vy‰etfiení bunûk
a tkání na úrovni DNA, RNA a proteinÛ pfiedstavuje revo-
luãní obrat v diagnostice a charakterizaci biologick˘ch vlast-
ností nádorov˘ch onemocnûní. Nicménû, problém proteo-
mick˘ch a genomick˘ch studií v pfiípadû anal˘zy
komplexních nádorov˘ch vzorkÛ spoãívá v pfiípravû homo-
genní bunûãné populace. PrÛtoková cytometrie byla dlou-
hou dobu pouÏívána jako v˘hradní technologie k získání jed-
notliv˘ch bunûãn˘ch typÛ do suspenze, av‰ak moÏnost
získání ãist˘ch bunûk ze vzorkÛ solidní tkánû, jako je biop-
sie, je ãasovû zdlouhavá. Dal‰í nev˘hodou prÛtokové cyto-
metrie je, Ïe vyÏaduje specifick˘ selekãní marker (1). Pro
zlep‰ení metody izolace jednotliv˘ch bunûk nebo samostat-
n˘ch bunûãn˘ch populací byla proto vyvinuta technika lase-
rové mikrodisekce (LCM) (2, 3, 4). Laserová mikrodisekce
byla pouÏita pro izolaci bunûk u fiady typÛ bunûãn˘ch i tká-
Àov˘ch preparátÛ, vãetnû zamraÏen˘ch vzorkÛ, formalínem
fixovan˘ch a parafinizovan˘ch tkání ãi cytologick˘ch pre-
parátÛ. V závislosti na pouÏitém materiálu je moÏno z mik-
rodisekovan˘ch bunûk extrahovat DNA, RNA ãi proteiny
v dobré kvalitû. Kombinací s dal‰ími technikami, jako napfií-
klad cDNA microarrays, pak LCM pomáhá identifikovat
nové diagnostické, prediktivní a prognostické markery,
vedoucí ke zlep‰ení diagnosticko-terapeutick˘ch metod
v léãbû onkologick˘ch onemocnûní. 

Princip a v˘voj laserové mikrodisekce
Laserová mikrodisekce je rychlá a spolehlivá metoda, která
umoÏÀuje izolaci cílov˘ch bunûk ze specifického komplexu
tkánû pro jejich následnou molekulární nebo proteinovou ana-
l˘zu (5). 
Poãátek laserové mikrodisekce se datuje do roku 1970, kdy
byl poprvé poÏit laser pro zachycení a manipulaci s bunûãn˘-
mi populacemi. V polovinû 90. let minulého století byl vyvi-
nut první prototyp laserového mikrodisekãního systému ve
spolupráci nûkolika ústavÛ z National Institutes of Health
(NIH). Pozdûji ze spolupráce NIH a firmy Arcturus (www.arc-
tur.com) vznikl první komerãní mikrodisekãní systém (6). Ten-
to systém vyfiezává buÀky pomocí laserov˘ch pulsÛ cílen˘ch
na okrsky tkánû, které jsou pfiekryty speciální membránou, tzv.
fúzováním tkánû a membrány. Po disekci pfiíslu‰n˘ch bunûk
je termoplastická fólie s adherovan˘mi buÀkami odstranûna
a zbytek tkánû, která nebyla vybrána k disekci, zÛstává na pod-
loÏním sklíãku. BuÀky na membránû pak mohou b˘t podro-
beny pfiíslu‰n˘m extrakãním podmínkám pro jejich následnou
mikrogenomickou anal˘zu. 

Rozdílné LCM technologie
LCM umoÏÀuje disekci nejen jednotliv˘ch bunûk ãi bunûã-
n˘ch kolonií z komplexu tkánû uchycené na podloÏním sklíã-
ku, ale také vyfiezání jednotliv˘ch chromozómÛ a v nûkter˘ch
pfiípadech i disekci Ïiv˘ch bunûk pfiímo z kultivaãní misky.
V souãasné dobû máme k dispozici nûkolik mikrodisekãních
systémÛ, které se li‰í v metodû odchytávání bunûk, v konfi-
guraci systému i v aplikacích (tab.1) (7). Nûkteré systémy
umoÏÀují bezdotykové katapultování oznaãen˘ch bunûk pfií-
mo do sbûrn˘ch zkumavek, nebo vyzvednutí vyfiezan˘ch
bunûk pfiímo víãkem mikrocentrifugaãní zkumavky. LCM
systémy mohou mít zabudovan˘ infraãerven˘, nízko v˘kon-
nostní infraãerven˘, ultrafialov˘ laser, nebo i jejich kombina-
ce. V‰echny mikrodisekãní systémy mají laser zabudovan˘ do
standardního mikroskopu. 

Technologie zachytávání bunûk:
Membránové (fúzní) technologie 
Jedna z moÏností, jak zachytávat vyfiezané buÀky, je tzv. fúz-
ní technologie. Fúzní technologie zachytávání bunûk je zalo-
Ïena na selektivní pfiilnavosti cílov˘ch bunûk a fragmentÛ tká-
ní k termoplastické membránû, která je upevnûna na prÛsvitné
víãko mikrozkumavky (CapSureTM) (viz. www.arctur.com).
Termoplastická membrána je aktivována nízkov˘konnostním
infraãerven˘m laserov˘m pulsem. Nafiezané tkánû jsou upev-
nûny na standardní podloÏní sklíãko a termoplastická mem-
brána je umístûna nad dehydratovan˘ preparát. V ohnisku lase-
rového mikroskopu se aktivuje termoplastická membrána,
která je navázána k identifikované cílové buÀce v mikrosko-
pované ãásti preparátu. Laser roztaví termoplastickou fólii
v místû vybrané cílové buÀky (1,5,8). ProtoÏe termoplastická
folie absorbuje vût‰inu tepelné energie a laserov˘ puls trvá jen
zlomek sekundy, po‰kození biologick˘ch makromolekul je
minimální nebo nedetekovatelné. Po disekci pfiíslu‰n˘ch
bunûk, je termoplastická fólie s adherovan˘mi buÀkami odstra-
nûna a zbytek nepouÏité tkánû zÛstává na podloÏním sklíãku.
Tuto technologii vyuÏívá PixCell II laserov˘ mikrosektor fir-
my Arcturus. Novûj‰í verze laserového mikrodisektoru (Veri-
tas) této spoleãnosti má zabudovan˘ jak nízkov˘konnostní
infraãerven˘ laser, tak UV laser. Pro disekci pomocí UV lase-
ru jsou tkáÀové preparáty upevnûny na tenkou polyetylenovou
fólií. Polyetylenová fólie s dehydratovan˘m preparátem je pfie-
vrstvena víãkem s termoplastickou membránou (CapSureTM).
Cílové buÀky jsou mikrodisekovány prostfiednictvím ultrafia-
lového laseru, kter˘ pfiesnû obkrouÏí fieznou dráhu podél obvo-
du disekovan˘ch bunûk. Mikrodisekované ãásti tkánû tak
zÛstávají pfiichyceny na spodní ãásti víãka.

Tabulka 1.: Srovnání rÛzn˘ch komerãnû dostupn˘ch mikrodisekãních systémÛ.
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Cell Robotics (www.cellrobotics.com) vyuÏívá tzv. techniku
„Pick-Up Sticks“, která umoÏÀuje zachycení disekovan˘ch
bunûk. Tento mikrodisekãní systém je zaloÏen na UV laseru.
Mikroskalpel produkuje fototermální reakci v ohniskovém
bodu ãoãky mikroskopu, kde laserov˘ paprsek protíná cílov˘
vzorek. TkáÀové preparáty jsou uchyceny na skla pokrytá ten-
kou polyetylenovou fólií, vyfiezávané buÀky ãi okrsky tkánû
jsou laserem obkrouÏeny. Fototermální reakce v ohniskovém
bodu laseru vypafií nebo odstraní velmi malou ãást cílov˘ch
bunûk ãi tkánû. Disekované okrsky tkánû jsou smûfiovány elek-
trostatickou sílou smûrem k filmu a film s buÀkami je pak vlo-
Ïen do mikrocentrifugaãní zkumavky a zpracován. 
Podobn˘ systém vyfiezávání bunûk má i mikrodisektor mmi-
CellCut firmy MMI Molecular Machines & Industries AG
(www.molecular-machines.com), tento systém se v‰ak li‰í od
Cell Robotics ve zpÛsobu zachytávání bunûk po disekci. BuÀ-
ky jsou vyfiezávány automaticky pomocí velmi pfiesného UV
laseru. Vzorky jsou uchyceny na speciální membrány upev-
nûné v rámeãku. Takto pfiipravené vzorky jsou pfiekryty skle-
nûn˘m podloÏním sklíãkem. Toto pfiikrytí efektivnû ochrání
vzorek pfied neãistotami z okolí a je rozhodující pro v‰echny
aplikace, u kter˘ch je klíãové zabránit zevní kontaminaci.
Vyfiezané okrsky tkánû jsou zachyceny víãky, která jsou pokry-
ta adhesivní vrstvou. 
Systém Bio-Rad Colonis (viz. www.microscopy.bio-rad.com)
pouÏívá rovnûÏ film pro zachycení bunûk, ale jinou cestou.
Tento systém umoÏÀuje i aplikace s Ïiv˘mi buÀkami. Film je
umístûn do kultivaãní misky a Ïivé buÀky jsou na nûm pfiímo
kultivovány. Po vypûstování kolonií je moÏno fiezat buÀky pfií-
mo v kultufie. Vyfiezan˘ film je z kultury odloupnut a poÏado-
vané buÀky zÛstanou na nûm uchyceny. Je také moÏno provést
ablaci neÏádoucích kolonií bunûk. Ty jsou následnû odmyty
a zbylé buÀky mohou b˘t dále kultivovány (7). 
Paprskové technologie
Zachytávání bunûk pomocí speciálního filmu není jedinou ces-
tou jak izolavat disekovan˘ materiál (7). PALM MicroBe-
am’s (www.palm-microlaser.com) vyuÏívá tzv. technologii
laserovû tlakového katapultování (Laser Pressure Catapulting,
LPC). Pulzní UV-A laser je zabudovan˘ do standardního mik-
roskopu. Laser je zaostfien pfies objektiv ãoãky do bodu o veli-
kosti 1μm. Uvnitfi úzkého bodu laserového ohniska je vytvo-
fiená síla pro ablaci materiálu, zatímco okolní tkáÀ zÛstává zcela
neporu‰ena. PouÏitím tohoto laserového systému mohou b˘t
separované buÀky nebo vybrané oblasti tkánû vyzvednuty
a zachyceny do sbûrného zafiízení. Toto je zcela bezkontaktní
proces zachytávání bunûk, kdy pro transport selektovan˘ch
oblastí do sbûrn˘ch systémÛ je pouÏito jenom zaostfiené svût-
lo. Vzorek je pfiemístûn nûkolik milimetrÛ proti gravitaci. Stej-
n˘ systém je také aplikován pro získávání Ïiv˘ch bunûk
z bunûãn˘ch kolonií (9, 10, 11). Katapultovan˘ materiál mÛÏe
b˘t dále centrifugován a pouÏit pro následnou molekulární ana-
l˘zu, nebo dal‰í experimenty jako je rekultivace selektovan˘ch
vitálních bunûk.
Dal‰í ‰iroce pouÏívanou technikou je laserov˘ mikropaprsko-
v˘ mikrodisekãní systém (12) (viz. www.leica-microsys-
tems.com). Tento systém pouÏívá pulzní ultrafialov˘ laser
s mal˘m paprskem pro vyfiezávání cílov˘ch bunûk prostfied-
nictvím fotoablace sousední tkánû. TkáÀové preparáty jsou
uchyceny na tenkou polyetylenovou fólií. Cílové buÀky jsou
mikrodisekovány prostfiednictvím UV laseru, kter˘ pfiesnû
obkrouÏí fiezanou dráhu podél obvodu disekovan˘ch selekto-
van˘ch bunûk. Touto „studenou“ ablací není materiál vysta-
ven pfiímému laserovému záfiení. Mikrodisekované ãásti tká-
nû jsou sbírány do víãka nanozkumavky bezkontaktnû, tzn.
buÀky padají do víãka zkumavky na základû gravitace,
a mohou b˘t následnû pouÏity pro molekulární anal˘zu. 
Mechanické technologie
Dal‰í moÏností zachytávaní bunûk nabízí napfi. spoleãnost
Eppendorf (www. eppendorf.com) prostfiednictvím tzv. „Pie-
zo power for microdissection“ (PPMD) technologie. Tento

systém zahrnuje ultrazvukov˘ piezo-mikroskalpel s velmi ten-
kou kovovou ‰piãkou, kter˘ je napojen na standardní mikro-
skop propojen˘ s poãítaãem. Disekce je provádûna v kapce
vody, xylenu ãi jiného média a to tak, Ïe na preparát je nane-
sena kapka daného média, a mikroskalpel kmitav˘mi pohyby
se‰krabává potfiebn˘ úsek tkánû do této kapky. Kapka s izolo-
van˘mi buÀkami ãi okrsky tkánû je aspirována speciální pipe-
tou a vnesena do sbûrné mikrozkumavky. 

Aplikace LCM v diagnostice a prognózování nádorov˘ch
onemocnûní
Na na‰em pracovi‰ti pouÏíváme laserov˘ mikrodisektor Veri-
tas (Arcturus) (obr.1). Vypracovali jsme rutinní postupy pro
laserovou mikrodisekcí z cytologick˘ch preparátÛ karcinomÛ
plic získan˘ch punkãní cytologií barven˘ch metodou Giem-
sa-Romanovski, zamraÏen˘ch ãi parafinizovan˘ch nádorov˘ch
tkání (barveno hematoxylinem) a také cytospinov˘ch prepa-
rátÛ z nejrÛznûj‰ích bunûãn˘ch linií (barveno neutrální ãerve-
ní) (obr.2). Metodick˘m cílem bylo zavést kombinaci LCM
s lineární amplifikací DNA i RNA pro úãely dal‰ích mikroge-
nomick˘ch anal˘z z biologického materiálu s minimálním
obsahem nádorov˘ch bunûk, ãi pro studium nádorové hetero-
genity na jednobunûãné úrovni. V dal‰í ãásti tohoto sdûlení
referujeme na‰e odzkou‰ené metodické postupy, které snad
usnadní práci dal‰ím zájemcÛm o pfiípravu genetického mate-
riálu technikou LCM spojenou s amplifikací DNA ãi RNA
a následn˘mi genetick˘mi anal˘zami. 

Izolace a lineární amplifikace DNA
Technika lineární amplifikace DNA byla modifikovaná pod-
le dfiíve publikovan˘ch prací (13-16). BuÀky získané pomocí
LCM (1-1000 bunûk) byly v mikropodmínkách lyzovány pro-

Obr. 1: Laserov˘ mikrodisektor Veritas firmy Arcturus.

Obrázek 2.: Laserová záchytná mikrodisekce nádorov˘ch bunûk z cyto-
logického preparátu karcinomu plic získaného punkãní cytologií (barve-
no metodou Giemsa-Romanowski), zamraÏen˘ch ãi parafinizovan˘ch
nádorov˘ch tkání (barveno hematoxylinem) a stabilní bunûãné linie K562
(barveno neutrální ãervení): Na obrázku jsou A) oznaãeny nádorové buÀ-
ky cytologického preparátu karcinomu plic; B) disekované buÀky karci-
nomu plic; C) oznaãené nádorové buÀky z fiezu formalinem fixované
a parafinizované nádorové tkánû; D) vyfiezané buÀky z tohoto tkáÀového
fiezu; E) cytospin bunûãné nádorové linie K562; F) disekovaná buÀka
nádorové bunûãné linie K562.
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teinázou K. K mikrodisekovan˘m buÀkám bylo pfiidáno 5μl PK
pufru [50mM Tris-HCl (Sigma, USA) pH=8.1, 1 mg/ml pro-
teinázy K (New England Biolabs, USA), 1 mM EDTA (Serva,
Nûmecko)] a 5 μl minerálního oleje (Sigma, USA). V‰e bylo
inkubováno pfies noc pfii 40°C. Druh˘ den byly zkumavky
s natráven˘mi buÀkami krátce centrifugovány a inkubovány
10 min. pfii teplotû 95°C. Pfii této teplotû dochází k inaktivaci
proteinázy K. Poté byla dvou‰roubovice DNA roz‰tûpena
restrikãním enzymem MseI (New England Biolabs, USA).
K 5μl lyzátu bylo pfiidáno 0,2 μl One-Phor-All-Buffer–Plus
(Amersham Biosciences, USA), 1 μl MseI (10 jednotek) a 0.8
μl H2O. Smûs byla inkubována 3 hodiny pfii 37°C. Po restrik-
ci byly na roz‰tûpené konce navázány adaptéry se specifick˘-
mi amplifikaãními sekvencemi. Pro annealing primerÛ byly
pouÏity primery MseLig – 21 merov˘ (5’-AGT GGG ATT
CCG CAT GCT AGT-3) a MseLig -12 merov˘ (5’-TAA CTA
GCA TGC-3μ) (Generi Bitech, âeská republika), 0.5μl One-
Phor-All-Buffer-Plus a 1.5μl H2O. Annealing byl zahájen inak-
tivací restrikãních enzymÛ pfii 65°C, pak se teplota sniÏovala
po 1°C/min aÏ na 15°C. Pfii 15°C bylo k reakãní smûsi pfiidá-
no 1 μl T4 DNA ligázy a 1 μl T4 DNA ligázového pufru (New
England Biolabs, USA), obsahujícího 10mM ATP. Ligace pro-
bíhala pfies noc pfii 15°C. Pomocí v˘‰e zmiÀovan˘ch sekven-
cí primerÛ byla DNA následnû amplifikována v PCR reakci.
Pro primární amplifikaci bylo k 12 μl ligovaného produktu pfii-
dáno 40 μl primární PCR smûsi, která obsahovala 
3 μl Expand Long Template, buffer 1 (Expand Long Templa-
te PCR Systém, Roche, ·v˘carsko), 2 μl dNTPs (10mM deo-
xynukleotidy, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Sigma, USA), 35
μl H2O. Primární amplifikace byla zapoãata 4 min. denatura-
cí pfii 68°C. V tomto kroku jsou odstranûny pfiebyteãné oligo-
nukleotidy z vazby na DNA fietûzec. Po denaturaci bylo do
reakãní smûsi pfiidáno 0.7 μl (3.5 jednotek) DNA polymerá-
zové smûsi Taq a Pwo polymerázy (Expand Long Template
PCR Systém, Roche, ·v˘carsko). V termocykléru byly nasta-
veny tyto amplifikaãní podmínky: 14 cyklÛ – 94°C (40s),
57°C (30s), 68°C (1min. 15s); 34 cyklÛ – 94°C (40s),
57°C (30s), 68°C (1min. 45s) a 1 cyklus – 94°C (40s), 57°C,
68°C (5min.). Pro kontrolu kvality a senzitivity DNA ampli-
fikace byla pouÏita specifická PCR amplifikace exonu 2 genu
pro lidsk˘ mamaglobin B1 (Obr. 3). Na‰e v˘sledky ukazují,
Ïe lineární amplifikací lze reprodukovatelnû namnoÏit DNA
z jediné disekované buÀky do mnoÏství postaãujícího pro bûÏ-
né genetické anal˘zy zaloÏené na PCR. 

Komparativní genomická hybridizace (CGH) jako jedna
z moÏností pouÏití lineárnû amplifikované DNA získané
z bunûk izolovan˘ch LCM. 
Principem komparativní genomické hybridizace (CGH; obr.4)
je porovnání referenãní a vy‰etfiované DNA. KaÏdá z obou
DNA je oznaãena jinou fluorescenãní barvou. Na na‰em pra-
covi‰ti konsenzuálnû znaãíme referenãní DNA ãervenû avy‰et-
fiovanou DNA zelenû. Obû DNA jsou smíchány v pomûru 1:1
a hybridizovány na normální lidské metafázní chromozómy.
Interpretace v˘sledkÛ je zaloÏena na zmûnû pomûru intenzity
zelené a ãervené fluorescence u chromozómÛ, na nichÏ obû
DNA byly hybridizovány (17,18,19). Delece (loss) ve vy‰et-
fiované DNA zpÛsobí barevn˘ posun smûrem do ãervena,
amplifikace (gain) posun do zelena. Nev˘hodou CGH je fakt,
Ïe dokáÏe zachytit pouze nebalancované cytogenetické zmû-
ny, které jsou pfiítomny alespoÀ u 50% jader, z nichÏ byla izo-
lována DNA. V pfiípadû nádorov˘ch preparátÛ je vzorek více
ãi ménû „kontaminován“ i nenádorov˘mi populacemi bunûk,
které mohou v˘sledky CGH ovlivnit nafiedûním cytogenetic-
k˘ch alterací pod detekãní limit CGH. Laserová mikrodisek-
ce proto umoÏÀuje citlivûj‰í zachycení cytogenetick˘ch zmûn,
v˘bûrem poÏadovan˘ch nádorov˘ch populací ãi pouze jediné
(ne)nádorové buÀky.

Pfiíkladem tohoto tvrzení je jeden z na‰ich experimentÛ, ve kte-
rém jsme technikou u laserové mikrodisekce izolovali jedno-
tlivé buÀky z linie myeloidní leukémie K562. Technikou line-
ární amplifikace byla DNA namnoÏena a produkt primární
amplifikace byl pouÏit pro CGH. Pomocí CGH jsme porov-
návali DNA získanou izolací klasick˘m zpÛsobem ze smûsné
kultury bunûk a DNA po LCM jediné buÀky s následnou line-
ární amplifikací. Na obrázku 5 jsou zobrazeny v˘sledky této
CGH studie, vãetnû idiogramÛ po LCM a lineární amplifika-
ci DNA z jediné buÀky v porovnání se smûsn˘m vzorkem mye-
loidní leukemické linie K562. Z v˘sledn˘ch idiogramÛ je patr-
né, Ïe se nálezy ãásteãnû li‰í díky nádorové heterogenitû bunûk
v tkáÀové kultufie. U myeloblastu podrobeného LCM je napfi.
patrná nová amplifikace v oblasti chromozómu 15. Z anal˘zy
také vypl˘vá, Ïe pfii vy‰etfiení DNA získané ze smûsné popu-
lace bylo detekováno men‰í mnoÏství cytogenetick˘ch zmûn,
neÏ v pfiípadû DNA izolované z jedné buÀky. U smûsného vzor-
ku tedy nebyly zachyceny aberace ménû frekventní, nedosa-
hující zastoupení alespoÀ u 50% bunûk v celkové populaci. 

Specifická amplifikace vy‰etfiovan˘ch genÛ pro úãely mutaã-
ních studií
V souãasné dobû pouÏíváme techniku laserové mikrodisekce
zejména pfii anal˘ze mutací genÛ EGFR1 a k-ras u pacientÛ
s nemalobunûãn˘m plicním karcinomem (20). Oddûlením
nádorové populace od nenádorov˘ch bunûk si totiÏ v˘znam-
nû zvy‰ujeme sensitivitu DNA sekvenace. DNA získaná z 300-
500 mikrodisekovan˘ch bunûk je amplifikována ve dvouko-

Obr. 3: V˘sledek genovû specifické PCR amplifikace exonu 2 genu pro
lidsk˘ mamaglobin B1 z mikrodisekovan˘ch bunûk, jejichÏ DNA byla
lineárnû amplifikována. Produkt selektivní amplifikace exonu 2 genu pro
lidsk˘ mamaglobin B1 se nacházel v oblasti 133bp. Zleva: 1) DNA lad-
der, 2) templát pfiipraven˘ lineární amplifikací DNA z 1 buÀky, 3) tem-
plát pfiipraven˘ lineární amplifikací DNA z 10 bunûk, 4)templátem byla
kontrolní DNA. 

Obrazek 4.: Schématick˘ princip komparativní genomické hybridizace
(CGH)



KLINICKÁ ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT  2006 359

lové nested PCR. Dvoukolová nested PCR je zaloÏena na 30
cyklech amplifikace s externím párem genovû specifick˘ch
primerÛ. Vznikl˘ PCR produkt je vyuÏit jako templát pro dru-
hé kolo amplifikace ve 30 cyklech s interním párem primerÛ.
V˘sledn˘ amplikon je pak podroben klasické sekvenaãní 
anal˘ze. 

Izolace, lineární amplifikace a hodnocení kvality mikroizolo-
vané RNA po LCM s pouÏitím IR nebo UV laserÛ
Laserovou mikrodisekcí byly izolovány buÀky kryoprezervo-
vané nádorové tkánû karcinomÛ rekta. Pro srovnání byly buÀ-
ky disekovány IR laserem nebo UV laserem a to jednak jako 1)
rozsáhlej‰í úseky tkánû ãítající >1000 bunûk a také jako 2) jed-
notlivé shluky 1-3 nádorov˘ch bunûk. RNA byla izolovaná
pomocí PicoPureTM RNA Isolation kitu (Arcturus, USA), kte-
r˘ umoÏÀuje purifikaci pfies centrifugaãní kolonky. Kontrola
degradace získané RNA byla provedena pomocí RNA 6000
Pico Kitu na bioanalyzéru Agilent 2100. Na obrázku 6 je zná-
zornûn v˘sledek získané RNA po mikrodisekci IR versus UV
laserem. Vidíme, Ïe pfii disekci mal˘ch okrskÛ tkánû (napfi. jed-
notlivé infiltrující ãi metastatické buÀky) je vhodnûj‰í pouÏít
IR laser, protoÏe bûhem disekce mal˘ch úsekÛ tkánû pomocí
UV laseru dochází ke znaãné tepelné degradaci RNA. 
RiboAmp RNA amplifikaãní kit (Arcturus, USA) byl pouÏit
pro amplifikaci vyizolované RNA. Tento kit umoÏÀuje ampli-
fikaci jiÏ nanogramového mnoÏství celkové RNA na mikro-
gramové. Lineární amplifikace RNA byla zapoãata pfiepisem
jednovláknové molekuly RNA na cDNA reverzní transkriptá-
zou se souãasnou inkorporací T7 promotoru. Druhé vlákno
cDNA bylo dosyntetizováno pomocí exogenních primerÛ

s následn˘m pfieãi‰tûním dvou‰roubovice cDNA. In vitro tran-
skripce cDNA na antisense RNA byla provedena pomocí T7
RNA polymerázy. Amplifikace RNA byla ukonãena isolací
a pfieãi‰tûním získané antisense RNA. Takto pfiipravenou RNA
lze pouÏít pro úãely vût‰iny expresních anal˘z. 

Závûr:
V souãasnosti existuje celá fiada mikrodisekãních systémÛ, kte-
ré se li‰í nejen metodou zachytávání bunûk, (tzv. membráno-
vé nebo-li fúzní technologie, paprskové technologie ãi mecha-
nické technologie), ale také konfiguraci systému av následn˘ch
aplikacích. Pomocí v‰ech tûchto systémÛ lze vy‰etfiovanou tkáÀ
prohlédnout pod mikroskopem pfied a po mikrodisekci. Tím je
zkontrolována homogenita studovaného materiálu a zachová-
ní morfologie disekované ãásti tkánû na víãku. Tyto systémy
také umoÏÀují obrazovou dokumentaci po kaÏdé disekci, coÏ
poskytuje pfiíleÏitost ke korelaci histopatologick˘ch nálezÛ
s v˘sledky molekulární anal˘zy. 
Na na‰em pracovi‰ti je k dispozici laserov˘ mikrodisekãní
systém Veritas firmy Arcturus, kter˘ má zabudovan˘ jak IR
tak UV laser, coÏ nám umoÏnilo provedení rÛzn˘ch aplikací.
Laserovou mikrodisekcí byly isolovány buÀky z cytologic-
k˘ch preparátÛ karcinomÛ plic, zamraÏen˘ch ãi parafinizova-
n˘ch nádorov˘ch tkání, i ze stabilních bunûãn˘ch linií. Za úãe-
lem získání dostateãného mnoÏství DNA/RNA jsme zavedli
techniku lineární amplifikace DNA/RNA. V souãasné dobû
pouÏíváme techniku laserové mikrodisekce zejména pfii ana-
l˘ze mutací genu EGFR1 a k-ras, pro techniku komparativní
genomické hybridizace (CGH) a pro izolaci RNA za úãelem
dal‰ích expresních anal˘z. Z na‰ich zku‰eností jednoznaãnû
vypl˘vá nutnost pouÏití LCM pro pfiesnou diagnostiku, pre-
dikci terapeutické odpovûdi a prognózování solidních nádorÛ
vyznaãujících se vysokou tkáÀovou i bunûãnou heterogenitou. 
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Obrázek 5.: V˘sledek komparativní genomické hybridizace: A) V˘sled-
n˘ preparát (mitóza) pfii vy‰etfiení cytogenetick˘ch zmûn DNA získané ze
smûsného vzorku kultury myeloidní leukemické linie K562. B) V˘sledn˘
preparát (mitóza) pfii vy‰etfiení DNA po LCM a lineární amplifikaci zís-
kané z jedné buÀky myeloidní leukemické linie K562. C) Idiogram zís-
kan˘ stanovením cytogenetick˘ch zmûn u DNA získané ze smûsného vzor-
ku kultury myeloidní leukemické linie K562. Cytogenetick˘ nález: REV
ISH ENH (3q29qter; 5p12-13.3; 5p15.2pter; 6p25.1pter; 12p11.1pter;
16p11.2-12; 18q21.3qter) REV ISH DIM (9q34.1qter; 12q21.1-21.3;
13q11.1qter; 16q12.1-13; 17p11.1-11.2; 18q11.2-12.1; 19p13.3pter). D)
Idiogram cytogenetick˘ch zmûn DNA po LCM a lineární amplifikaci zís-
kané z jedné buÀky myeloidní leukemické linie K562. Cytogenetick˘
nález: REV ISH ENH (1p36.2pter; 3q26.3qter; 4p11.1pter; 4q35qter;
6p11.1-12.1; 9q13-21; 12p11pter; 15q11.2-24.1; 16p11.2.-12;
17p12.1pter; 17q22qter; 18q22qter) REV ISH DIM (5q11.2-15; 5q34.0-
35.1; 7q11.2-21.1; 9p12-21; 9q21.3qter; 10q22.1-22.3; 10q26.1qter;
12q21.1-21.3; 13q11.1qter; 16q12.1.-22; 19p13.3pter)

Obr. 6: Anal˘za kvality RNA získané z nádorové tkánû karcinomu rekta
po mikrodisekci IR nebo UV laserem na bioanalyzátoru Agilent 2100
kitem RNA 6000 Pico: 1) RNA získaná po disekci celé tkánû pomocí IR
laseru. 2) RNA získaná po disekci izolovan˘ch nádorov˘ch bunûk pomo-
cí IR laseru. 3) RNA získaná po disekci celé tkánû pomocí UV laseru. 4)
Degradovaná RNA získaná po disekci izolovan˘ch nádorov˘ch bunûk
pomocí UV laseru. L) Specifick˘ selekãní marker kontroly kvality a repro-
dukovatelnosti elektroforetické separace. 
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Souhrn
V poslední dobû se v experimentální praxi stále ve vût‰í mífie uplatÀují metody vyuÏívající mikroãipové expresní anal˘-
zy. Vût‰ina expresních anal˘z v medicínském v˘zkumu vychází z bioptick˘ch vzorkÛ, které obsahují fiadu rÛzn˘ch typÛ
bunûk. Majoritní populace bunûk je urãující pro celkovou informaci o genové expresi a znemoÏÀuje tak rozli‰ení speci-
fické genové exprese jednotliv˘ch typÛ bunûk. Mezi metody, které umoÏÀují selekci pfiesnû definovan˘ch populací bunûk
patfií laserová a mechanická mikrodisekce. Souãasné ãipy vyÏadují mikrogramová mnoÏství znaãené nukleové kyseli-
ny, pfiiãemÏ vstupní mnoÏství RNA ze selektovan˘ch bunûk se mÛÏe pohybovat pouze v nanogramovém aÏ pikogra-
movém fiádu. Tento problém je moÏno fie‰it rÛzn˘mi zpÛsoby amplifikace RNA, mezi které patfií dvojitá lineární ampli-
fikace RNA nebo metody vyuÏívající kombinovanou PCR s linearní amplifikací. Vtomto krátkém pfiehledu poskytujeme
jednak informace, se kter˘mi jsme se setkali jednak bûhem na‰í souãasné anal˘zy genové exprese v mikrodisekovan˘ch
buÀkách mléãné Ïlázy, a také ná‰ optimalizovan˘ postup. Cel˘ projekt sestával z ãasovû nároãného sbûru ãerstvû zmra-
Ïené tkánû, optimalizace pfiípravy kryofiezÛ pro mikrodisekci, izolace a amplifikace RNA, hybridizace na mikroãipy, ana-
l˘zy dat a koneãnû verifikace vybran˘ch v˘sledkÛ pomocí imunohistochemie. V souãasné dobû je vlastní práce v opo-
nentním fiízení v zahraniãním ãasopise, a nemÛÏeme proto poskytnou detailnûj‰í informace o získan˘ch v˘sledcích. 

Klíãová slova: fixace, mikrodisekce, RNA, amplifikace, mikroãipy

Abstract: The DNA microarray is a powerful, high throughput technique for assessing gene expression on a system-
wide genomic scale. Most expression profiling studies of solid tumors have used biopsy samples containing large num-
bers of contaminating stromal and other cell types, thereby complicating any precise delineation of gene expression
in nontumor versus tumor cell types. Combining microdissection, RNA amplification protocols, microarray techno-
logies and our knowledge of the human genome sequence, it is possible to isolate pure populations of cells or even
a single cell and interrogate the expression of thousands of sequences for the purpose of more precisely defining the
biology of the tumor cell. In this short overview, we provide informations on selected problems which we had to sol-
ve during our microarray analysis of microdissected normal and tumour cells of mammary gland. We provide our opti-
mized procedure as well. The whole project consisted of the long-term collection of snap-frozen tissues, optimaliza-
tion of staining of cryosections for laser capture microdissection, isolation and amplification of RNA, hybridization
onto chips, data analysis and finally verification of the results by immunohistochemistry. Our work is currently revie-
wed by an international journal and we can’t provide detailed information on particular achievements yet.

Keywords: fixation, microdissection, RNA, amplification, microarray
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