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Souhrn

Laserova zachytnd mikrodisekce (Laser capture microdissection, LCM) je rychld a spolehlivd metoda, kte-
rd umoZiluje izolaci cilovych bunék ze specifického komplexu tkdné pro jejich ndslednou molekularni nebo
proteinovou analyzu. Zidkladem LCM je inverzni mikroskop se zabudovanym nizkovykonnostnim infracer-
venym laserem. Nafezané tkdné€ jsou upevnény na standardni podloZni sklo a termoplastickd membrana (TM)
je umisténa nad dehydratovany preparat. V ohnisku laserového mikroskopu je umistnéna TM, kterou laser
roztavi v poZadovaném misté a navaZe tak cilovou buitiku ¢i strukturu k membranég. V soucasné dobé madme
k dispozici nékolik laserovych mikrodisekénich systémi, které se 1i§i zptisobem zachyceni disekovanych
bunék, v konfiguraci systému i v jednotlivych aplikacich. Laserovou mikrodisekci 1ze pouZit pro izolaci
bunék u fady typ bunéénych i tkdniovych preparatt, véetné zamraZenych vzorki, formalinem fixovanych
parafinizovanych tkani i cytologickych preparatii. V zavislosti na pouZitém materidlu je moZzno z mikrodi-
sekovanych bunék extrahovat DNA, RNA ¢i proteiny v dobré kvalité. Kombinaci s dal§imi technikami, jako
je naptiklad cDNA microarray, LCM pomdhad identifikovat nové diagnostické a prognostické znaky vedou-
ci ke zlepSeni diagnosticko terapeutickych metod v 1é¢bé onkologickych onemocnéni. Na naSem pracovisti
jsme laserovou mikrodisekci izolovali buiiky z cytologickych preparatii adenokarcinomu plic ziskanych
punk¢ni cytologii zmraZenych ¢i parafinizovanych nadort a také buné¢né linie, napf. myeloidni leukemii
K562. V této praci popisujeme nase zkuSenosti se zavedenim LCM s nédslednou mikroizolaci DNA/RNA
alinearni amplifikaci DNA/RNA pro tcely dalSich genetickych analyz jako je napt. komparativni genomicka
hybridizace, expresni studie, ¢i pfimé sekvenovani vySetfovanych gent z biologického materidlu s mini-
malnim obsahem nédorovych bunék, ¢i pro studium nddorové heterogenity na jednobunécné trovni.

Klicova slova: EGFR1, komparativni genomicka hybridizace, laserova mikrodisekce, linearni 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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Uvod:

V soucasné dobé molekularné€ biologické vySetfeni bunék
a tkani na urovni DNA, RNA a proteint pfedstavuje revo-
lucni obrat v diagnostice a charakterizaci biologickych vlast-
nosti nddorovych onemocnéni. Nicméné€, problém proteo-
mickych a genomickych studii v pfipadé analyzy
komplexnich nddorovych vzorki spo¢ivd v ptipravé homo-
genni buné¢né populace. Pratokova cytometrie byla dlou-
hou dobu pouZivana jako vyhradni technologie k ziskani jed-
notlivych bunécnych typt do suspenze, av§ak mozZnost
ziskani Cistych bun€k ze vzork solidni tkdné, jako je biop-
sie, je Casové zdlouhava. Dalsi nevyhodou pritokové cyto-
metrie je, Ze vyZaduje specificky selekéni marker (1). Pro
zlepSeni metody izolace jednotlivych bunék nebo samostat-
nych bunécnych populaci byla proto vyvinuta technika lase-
rové mikrodisekce (LCM) (2, 3, 4). Laserova mikrodisekce
byla pouZita pro izolaci bunék u fady typd buné¢nych i tk-
Hovych preparatl, véetné zamrazenych vzorkd, formalinem
fixovanych a parafinizovanych tkani ¢i cytologickych pre-
paratil. V zavislosti na pouZitém materidlu je moZno z mik-
rodisekovanych bunék extrahovat DNA, RNA ¢i proteiny
v dobré kvalité. Kombinaci s dal§imi technikami, jako napfi-
klad cDNA microarrays, pak LCM pomdha identifikovat
nové diagnostické, prediktivni a prognostické markery,
vedouci ke zlepSeni diagnosticko-terapeutickych metod
v 1é¢bé onkologickych onemocnéni.

Princip a vyvoj laserové mikrodisekce

Laserovd mikrodisekce je rychld a spolehlivd metoda, kterd
umoZziuje izolaci cilovych bunék ze specifického komplexu
tkané pro jejich naslednou molekularni nebo proteinovou ana-
lyzu (5).

Pocatek laserové mikrodisekce se datuje do roku 1970, kdy
byl poprvé poZit laser pro zachyceni a manipulaci s bunécny-
mi populacemi. V poloving 90. let minulého stoleti byl vyvi-
nut prvni prototyp laserového mikrodisek¢niho systému ve
spoluprici nékolika tstavli z National Institutes of Health
(NIH). Pozdéji ze spoluprace NIH a firmy Arcturus (www.arc-
tur.com) vznikl prvni komer¢ni mikrodisek¢ni systém (6). Ten-
to systém vyfezava buiiky pomoci laserovych pulsii cilenych
na okrsky tkdng, které jsou prekryty specidlni membranou, tzv.
fazovéanim tkdn€ a membriny. Po disekci piislu$nych bunék
je termoplasticka folie s adherovanymi buiikami odstranéna
azbytek tkiné, kterd nebyla vybranak disekci, ziistdvd na pod-
loznim sklicku. Butiky na membrané pak mohou byt podro-
beny piisluSnym extrakénim podminkdm pro jejich naslednou
mikrogenomickou analyzu.

Rozdilné LCM technologie

LCM umoziuje disekci nejen jednotlivych bunék ¢i bunéc-
nych kolonii z komplexu tkdn€ uchycené na podloZnim skli¢-
ku, ale také vyfezani jednotlivych chromozémi a v nékterych
pfipadech i disekci Zivych bunék pfimo z kultiva¢ni misky.
V soucasné dob€ méame k dispozici né€kolik mikrodisek¢nich
systémd, které se 1i§i v metod€ odchytdvani bunék, v konfi-
guraci systému i v aplikacich (tab.1) (7). Nékteré systémy
umoziiuji bezdotykové katapultovani oznacenych bunék pri-
mo do sbérnych zkumavek, nebo vyzvednuti vyfezanych
bunék pfimo vickem mikrocentrifuga¢ni zkumavky. LCM
systémy mohou mit zabudovany infracerveny, nizko vykon-
nostni infracerveny, ultrafialovy laser, nebo i jejich kombina-
ce. VSechny mikrodisek¢ni systémy maji laser zabudovany do
standardniho mikroskopu.

Technologie zachytdvani bunék:

Membrdnové (fiizni) technologie

Jedna z moZnosti, jak zachytivat vyfezané buiiky, je tzv. fiz-
ni technologie. Fuzni technologie zachytdvani bunék je zalo-
Zena na selektivni pfilnavosti cilovych bunék a fragmentt tka-
ni k termoplastické membrané, kterd je upevnéna na prisvitné
vi¢ko mikrozkumavky (CapSureTM) (viz. www.arctur.com).
Termoplastickd membréna je aktivovana nizkovykonnostnim
infra¢ervenym laserovym pulsem. Nafezané tkané jsou upev-
nény na standardni podlozni skli¢ko a termoplastickd mem-
bréana je umisténa nad dehydratovany preparat. V ohnisku lase-
rového mikroskopu se aktivuje termoplastickd membréna,
kterd je navdzana k identifikované cilové burice v mikrosko-
pované Cdsti prepardtu. Laser roztavi termoplastickou f6lii
v misté vybrané cilové buriky (1,5,8). ProtoZe termoplasticka
folie absorbuje vétSinu tepelné energie a laserovy puls trva jen
zlomek sekundy, poskozeni biologickych makromolekul je
minimdlni nebo nedetekovatelné. Po disekci pfisluSnych
bunék, je termoplastickd folie s adherovanymi butikami odstra-
néna a zbytek nepouZité tkan€ zastava na podloZnim sklic¢ku.
Tuto technologii vyuziva PixCell II laserovy mikrosektor fir-
my Arcturus. Novéjsi verze laserového mikrodisektoru (Veri-
tas) této spolecnosti mé zabudovany jak nizkovykonnostni
infracerveny laser, tak UV laser. Pro disekci pomoci UV lase-
ru jsou tkaniové preparaty upevnény na tenkou polyetylenovou
folii. Polyetylenova folie s dehydratovanym prepardtem je pie-
vrstvena vickem s termoplastickou membranou (CapSureTM).
Cilové buiiky jsou mikrodisekovéany prostfednictvim ultrafia-
lového laseru, ktery presné obkrouZzi feznou drahu podél obvo-
du disekovanych bunék. Mikrodisekované Casti tkané tak
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zustavaji prichyceny na spodni ¢asti vicka.

VYROBCE LCM VLASTNOSTI APLIKACE
SYSTEM
Technologie Technologie | Kompatibilni Typ Fluorescence
zachytavani bunék sbéru bunék mikroskop laseru
ARCTURUS PixCell II Termoplasticka Odstranénim Invertovany IF laser ZamrazZené tkang
VERITAS membrana uchycena na | vicka Olympus IX IFaUV ano Parafinované tkané
sbéma vicka. Laser z preparatu. 50 laser Cytologické
roztavi termoplastickou | Cilové buriky preparaty
folii v daném misté kde | ziistavaji Zivé buiiky
jsou navézany cilové uchyceny na Jedna buitka
buiiky. membrané
vicka.

CELL ROBOTICS Cell Robotics | Tkailové preparaty jsou | Vyfezany Invertovany UV laser ano Zamrazené tkang
uchyceny na skla kousek folie Leica, Nikon, Parafinované tkan&
pokryta polyetylenovou | s butikami je Olympus a Cytologické
f6lii, buriky jsou vtlacen do vicka Zeiss preparaty
laserem obkrouZeny. mikrozkumavky Zivé butiky

elektrostatickou Jedna butika
silou.
MMI Molecular mmi CellCut | Tkafiové preparaty jsou | Vyfezané Invertovany UV laser nevime Zamrazené tkané
Machines mmi SmartCut | uchyceny na skla okrasky tkané Nikon, Parafinované tkané
pokryta polyetylenovou | jsou zachyceny Olympus Cytologické
f6lii, buriky jsou vicky ktera jsou preparaty
laserem obkrouZeny. pokryta Zivé butiky
adhesivni Jedna burika
vrstvou. Mikromanipulace

Tabulka 1.: Srovnani riznych komer¢né dostupnych mikrodisek¢nich systémd.
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Cell Robotics (www.cellrobotics.com) vyuZivé tzv. techniku
,,Pick-Up Sticks*, kterd umoZiluje zachyceni disekovanych
bunék. Tento mikrodisek¢ni systém je zaloZen na UV laseru.
Mikroskalpel produkuje fototermdlni reakci v ohniskovém
bodu ¢ocky mikroskopu, kde laserovy paprsek protina cilovy
vzorek. Tkaniové preparaty jsou uchyceny na skla pokryta ten-
kou polyetylenovou f6lii, vyfezdvané buiiky ¢i okrsky tkané
jsou laserem obkrouZeny. Fototermélni reakce v ohniskovém
bodu laseru vypaii nebo odstrani velmi malou ¢ast cilovych
bunék ¢i tkané. Disekované okrsky tkané jsou sméfovany elek-
trostatickou sflou smérem k filmu a film s buiikami je pak vlo-
Zen do mikrocentrifugacni zkumavky a zpracovan.

Podobny systém vyfezdvani bun¢k méa i mikrodisektor mmi-
CellCut firmy MMI Molecular Machines & Industries AG
(www.molecular-machines.com), tento systém se vSak 1iSi od
Cell Robotics ve zplsobu zachytavani bunék po disekci. Buii-
ky jsou vyfezadvany automaticky pomoci velmi pfesného UV
laseru. Vzorky jsou uchyceny na specidlni membrany upev-
néné v ramecku. Takto pripravené vzorky jsou prekryty skle-
nénym podloznim sklickem. Toto pfikryti efektivné ochrani
vzorek pred necistotami z okoli a je rozhodujici pro vSechny
aplikace, u kterych je klicové zabranit zevni kontaminaci.
Vytezané okrsky tkané jsou zachyceny vicky, ktera jsou pokry-
ta adhesivni vrstvou.

Systém Bio-Rad Colonis (viz. www.microscopy.bio-rad.com)
pouZziva rovnéZ film pro zachyceni bunék, ale jinou cestou.
Tento systém umoZiluje i aplikace s Zivymi butikami. Film je
umistén do kultiva¢ni misky a Zivé buiiky jsou na ném piimo
kultivovény. Po vypéstovani kolonii je moZno fezat buriky pfi-
mo v kultufe. Vyfezany film je z kultury odloupnut a poZado-
vané butiky ziistanou na ném uchyceny. Je také moZzZno provést
ablaci nezadoucich kolonii bunék. Ty jsou néisledné odmyty
a zbylé buiiky mohou byt déle kultivovény (7).

Paprskové technologie

Zachytavani bunék pomoci specidlniho filmu neni jedinou ces-
tou jak izolavat disekovany materidl (7). PALM MicroBe-
am’s (www.palm-microlaser.com) vyuZiva tzv. technologii
laserové tlakového katapultovani (Laser Pressure Catapulting,
LPC). Pulzni UV-A laser je zabudovany do standardniho mik-
roskopu. Laser je zaostien ptes objektiv coky do bodu o veli-
kosti 1um. Uvnitf izkého bodu laserového ohniska je vytvo-
fena sila pro ablaci materilu, zatimco okolni tkafi ziistava zcela
neporusena. PouZitim tohoto laserového systému mohou byt
separované builkky nebo vybrané oblasti tkdné vyzvednuty
a zachyceny do sbérného zatizeni. Toto je zcela bezkontaktni
proces zachytdvani bunék, kdy pro transport selektovanych
oblasti do sbérnych systémi je pouZito jenom zaostfené svét-
lo. Vzorek je pfemistén nékolik milimetrt proti gravitaci. Stej-
ny systém je také aplikovan pro ziskdvani Zivych bunék
z buné¢nych kolonii (9, 10, 11). Katapultovany materidl miiZe
byt dale centrifugovan a pouZit pro naslednou molekularni ana-
lyzu, nebo dalsi experimenty jako je rekultivace selektovanych
vitdlnich bunék.

Dalsi Siroce pouZivanou technikou je laserovy mikropaprsko-
vy mikrodisek¢ni systém (12) (viz. www.leica-microsys-
tems.com). Tento systém pouZivé pulzni ultrafialovy laser
s malym paprskem pro vyfezdvani cilovych buné€k prostied-
nictvim fotoablace sousedni tkdng. Tkaniové preparaty jsou
uchyceny na tenkou polyetylenovou f6lii. Cilové butiky jsou
mikrodisekovéany prostfednictvim UV laseru, ktery pfesné
obkrouZi fezanou drdhu podél obvodu disekovanych selekto-
vanych bunék. Touto ,,studenou‘ ablaci neni materidl vysta-
ven pfimému laserovému zéreni. Mikrodisekované ¢asti tkd-
né¢ jsou sbirdny do vicka nanozkumavky bezkontaktné, tzn.
buiikky padaji do vicka zkumavky na zdkladé gravitace,
a mohou byt nésledné pouzity pro molekuldrni analyzu.
Mechanické technologie

Dal$i mozZnosti zachytdvani bunék nabizi napf. spole¢nost
Eppendorf (www. eppendorf.com) prostfednictvim tzv. ,,Pie-
zo power for microdissection® (PPMD) technologie. Tento

systém zahrnuje ultrazvukovy piezo-mikroskalpel s velmi ten-
kou kovovou $pic¢kou, ktery je napojen na standardni mikro-
skop propojeny s pocitac¢em. Disekce je provddéna v kapce
vody, xylenu ¢i jiného média a to tak, Ze na preparat je nane-
sena kapka daného média, a mikroskalpel kmitavymi pohyby
seSkrabdva potiebny tsek tkdné do této kapky. Kapka s izolo-
vanymi buiikami ¢i okrsky tkdné je aspirovana specidlni pipe-
tou a vnesena do sbérné mikrozkumavky.

Aplikace LCM v diagnostice a prognézovani nadorovych
onemocnéni

Na naSem pracovisti pouzivame laserovy mikrodisektor Veri-
tas (Arcturus) (obr.1). Vypracovali jsme rutinni postupy pro
laserovou mikrodisekci z cytologickych preparatl karcinom
plic ziskanych punkéni cytologii barvenych metodou Giem-
sa-Romanovski, zamrazenych ¢i parafinizovanych nddorovych
tkani (barveno hematoxylinem) a také cytospinovych prepa-
ratd z nejriznéjSich bunécnych linii (barveno neutralni cerve-
ni) (obr.2). Metodickym cilem bylo zavést kombinaci LCM
s linedrni amplifikaci DNA i RNA pro ucely dal§ich mikroge-
nomickych analyz z biologického materidlu s minimalnim
obsahem nadorovych bunék, ¢i pro studium nadorové hetero-
genity na jednobunécné urovni. V dal$i ¢asti tohoto sdéleni
referujeme nase odzkousené metodické postupy, které snad
usnadni praci dal§im z4jemctim o piipravu genetického mate-
ridlu technikou LCM spojenou s amplifikaci DNA ¢i RNA
anaslednymi genetickymi analyzami.

Obr. 1: Laserovy mikrodisektor Veritas firmy Arcturus.

Obrazek 2.: Laserova zachytna mikrodisekce nadorovych bunék z cyto-
logického preparitu karcinomu plic ziskaného punk¢ni cytologii (barve-
no metodou Giemsa-Romanowski), zamraZenych ¢i parafinizovanych
nadorovych tkani (barveno hematoxylinem) a stabilni buné¢né linie K562
(barveno neutrélni Cerveni): Na obrazku jsou A) oznaceny nddorové buii-
ky cytologického prepardtu karcinomu plic; B) disekované buiiky karci-
nomu plic; C) oznacené nadorové buiiky z fezu formalinem fixované
a parafinizované nadorové tkané; D) vyfezané butiky z tohoto tkdfiového
fezu; E) cytospin bunécné nadorové linie K562; F) disekované butika
nidorové bunécné linie K562.

Izolace a linedrni amplifikace DNA
Technika linedrni amplifikace DNA byla modifikovana pod-

le diive publikovanych praci (13-16). Buriky ziskané pomoci
LCM (1-1000 bunék) byly v mikropodminkéch lyzovany pro-
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teindzou K. K mikrodisekovanym butikdm bylo priddno Syl PK
pufru [SOmM Tris-HCI (Sigma, USA) pH=8.1, 1 mg/ml pro-
teindzy K (New England Biolabs, USA), | mM EDTA (Serva,
Némecko)] a 5 pl minerédlniho oleje (Sigma, USA). Ve bylo
inkubovéno pfes noc pii 40°C. Druhy den byly zkumavky
s natrdvenymi butikami krétce centrifugovany a inkubovény
10 min. pii teploté 95°C. Pfi této teploté dochézi k inaktivaci
proteindzy K. Poté byla dvouSroubovice DNA rozsStépena
restrikénim enzymem Msel (New England Biolabs, USA).
K 5ul lyzatu bylo pfidéno 0,2 ul One-Phor-All-Buffer—Plus
(Amersham Biosciences, USA), 1 ul Msel (10 jednotek) a 0.8
ul H,0. Smés byla inkubovana 3 hodiny pfi 37°C. Po restrik-
ci byly na roz$tépené konce navdzany adaptéry se specificky-
mi amplifika¢nimi sekvencemi. Pro annealing primera byly
pouzity primery MseLig — 21 merovy (5’-AGT GGG ATT
CCGCAT GCT AGT-3) aMseLig-12 merovy (5’-TAA CTA
GCA TGC-3p) (Generi Bitech, Cesk4 republika), 0.5ul One-
Phor-All-Buffer-Plus a 1.5u1 H,O. Annealing byl zahéjen inak-
tivaci restrikénich enzym pfi 65°C, pak se teplota sniZovala
po 1°C/min az na 15°C. Pti 15°C bylo k reak¢éni smési piida-
no 1 ul T4 DNA ligazy a 1 ul T4 DNA ligdzového pufru (New
England Biolabs, USA), obsahujiciho 10mM ATP. Ligace pro-
bihala pfes noc pii 15°C. Pomoci vySe zmifiovanych sekven-
ci primerd byla DNA nésledn€ amplifikovana v PCR reakci.
Pro primérni amplifikaci bylo k 12 pl ligovaného produktu pii-
dano 40 pl primdrni PCR smési, kterd obsahovala
3 ul Expand Long Template, buffer 1 (Expand Long Templa-
te PCR Systém, Roche, Svycarsko), 2 ul dNTPs (10mM deo-
xynukleotidy, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Sigma, USA), 35
ul H,O. Primérni amplifikace byla zapoCata 4 min. denatura-
ci pi1 68°C. V tomto kroku jsou odstranény piebytecné oligo-
nukleotidy z vazby na DNA fetézec. Po denaturaci bylo do
reak¢ni smési pridano 0.7 pl (3.5 jednotek) DNA polymera-
zové smési Taq a Pwo polymerazy (Expand Long Template
PCR Systém, Roche, Svycarsko). V termocykléru byly nasta-
veny tyto amplifikacni podminky: 14 cykli — 94°C (40s),
57°C (30s), 68°C (1min. 15s); 34 cykla — 94°C (40s),
57°C (30s), 68°C (1min. 45s) a 1 cyklus — 94°C (40s), 57°C,
68°C (5Smin.). Pro kontrolu kvality a senzitivity DNA ampli-
fikace byla pouZita specifickd PCR amplifikace exonu 2 genu
pro lidsky mamaglobin B1 (Obr. 3). NaSe vysledky ukazuji,
Ze linedrni amplifikaci 1ze reprodukovateln€ namnoZit DNA
z jediné disekované buiiky do mnoZstvi postacujictho pro béz-
né genetické analyzy zaloZené na PCR.

il

——

. s 133 bp

Obr. 3: Vysledek genové specifické PCR amplifikace exonu 2 genu pro
lidsky mamaglobin B1 z mikrodisekovanych bunék, jejichz DNA byla
linearn€ amplifikovédna. Produkt selektivni amplifikace exonu 2 genu pro
lidsky mamaglobm B1 se nachdzel v oblasti 133bp. Zleva: 1) DNA lad-
der, 2) templat pripraveny linearni amplifikaci DNA z 1 buiiky, 3) tem-
plat pfipraveny linearni amplifikaci DNA z 10 bunék, 4)templitem byla
kontrolni DNA.
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Komparativni genomickd hybridizace (CGH) jako jedna
z moznosti pouZiti linedrné amplifikované DNA ziskané
z bunék izolovanych LCM.

Principem komparativni genomické hybridizace (CGH; obr.4)
je porovndni referen¢ni a vySetfované DNA. KaZda z obou
DNA je oznacena jinou fluorescencni barvou. Na naSem pra-
covisti konsenzudlné znacime referencni DNA Cervené a vySet-
fovanou DNA zeleng. Obé DNA jsou smichdny v poméru 1:1
a hybridizovany na normalni lidské metafdzni chromozémy.
Interpretace vysledki je zaloZena na zméné poméru intenzity
zelené a Cervené fluorescence u chromozomi, na nichZ obg
DNA byly hybridizovany (17,18,19). Delece (loss) ve vySet-
fované DNA zpisobi barevny posun smérem do Cervena,
amplifikace (gain) posun do zelena. Nevyhodou CGH je fakt,
Ze dokéaze zachytit pouze nebalancované cytogenetické zme-
ny, které jsou pfitomny alespoti u 50% jader, z nichZ byla izo-
lovana DNA. V pfipadé nddorovych preparitl je vzorek vice
¢i méné ,,kontaminovan‘ i nenddorovymi populacemi bunék,
které mohou vysledky CGH ovlivnit nafedénim cytogenetic-
kych alteraci pod detek¢ni limit CGH. Laserova mikrodisek-
ce proto umoZiiuje citlivéjsi zachyceni cytogenetickych zmén,
vybérem poZadovanych niddorovych populaci ¢i pouze jediné
(ne)nadorové buriky.
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Obrazek 4.: Schématicky princip komparativni genomické hybridizace
(CGH)

Ptikladem tohoto tvrzeni je jeden z naSich experimentl, ve kte-
rém jsme technikou u laserové mikrodisekce izolovali jedno-
tlivé butiky z linie myeloidni leukémie K562. Technikou line-
arni amplifikace byla DNA namnoZena a produkt primérni
amplifikace byl pouZit pro CGH. Pomoci CGH jsme porov-
ndvali DNA ziskanou izolaci klasickym zpsobem ze smésné
kultury bun€k a DNA po LCM jediné butiky s naslednou line-
arni amplifikaci. Na obrazku 5 jsou zobrazeny vysledky této
CGH studie, v¢etné idiogramii po LCM a linearni amplifika-
ci DNA zjediné butiky v porovnini se smésnym vzorkem mye-
loidni leukemické linie K562. Z vyslednych idiogram je patr-
né, Ze se nlezy Castecné lisi diky nadorové heterogenité bunék
v tkanové kultufe. U myeloblastu podrobeného LCM je napf.
patrné nova amplifikace v oblasti chromozému 15. Z analyzy
také vyplyva, Ze pii vySetieni DNA ziskané ze smésné popu-
lace bylo detekovano mensi mnoZstvi cytogenetickych zmén,
neZ v piipad€ DNA izolované z jedné butiky. U smésného vzor-
ku tedy nebyly zachyceny aberace méné frekventni, nedosa-
hujici zastoupeni alespoii u 50% bunék v celkové populaci.

Specificka amplifikace vySetfovanych gent pro icely mutac-
nich studii

V soucasné dobé pouzivame techniku laserové mikrodisekce
zejména pii analyze mutaci geni EGFRI a k-ras u pacientd
s nemalobunéénym plicnim karcinomem (20). Oddélenim
nadorové populace od nenddorovych bunék si totiZ vyznam-
né zvySujeme sensitivitu DNA sekvenace. DNA ziskand z 300-
500 mikrodisekovanych bunék je amplifikovana ve dvouko-



lové nested PCR. Dvoukolova nested PCR je zaloZena na 30
cyklech amplifikace s externim pdrem genové specifickych
primerti. Vznikly PCR produkt je vyuZit jako templat pro dru-
hé kolo amplifikace ve 30 cyklech s internim parem primera.
Vysledny amplikon je pak podroben klasické sekvenac¢ni
analyze.

Obrazek 5.: Vysledek komparativni genomické hybridizace: A) Vysled-
ny preparat (mitdza) pii vySetfeni cytogenetickych zmén DNA ziskané ze
smésného vzorku kultury myeloidni leukemické linie K562. B) Vysledny
preparat (mit6za) pfi vySetfeni DNA po LCM a linearni amplifikaci zis-
kané z jedné buiiky myeloidni leukemické linie K562. C) Idiogram zis-
kany stanovenim cytogenetickych zmén u DNA ziskané ze smésného vzor-
ku kultury myeloidni leukemické linie K562. Cytogeneticky nilez: 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;
13ql1.1qter; 16q12.1-13; 17p11.1-11.2; 18q11.2-12.1; 19p13.3pter). D)
Idiogram cytogenetickych zm&n DNA po LCM a lineérni amplifikaci zis-
kané z jedné buiikky myeloidni leukemické linie K562. Cytogeneticky
ndlez: REV ISH ENH (1p36.2pter; 3q26.3qter; 4p11.1pter; 4q35qter;
6pl1.1-12.1; 9q13-21; 12pllpter; 15q11.2-24.1; 16pl11.2.-12;
17p12.1pter; 17q22qter; 18q22qter) REV ISH DIM (5q11.2-15; 5q34.0-
35.1; 7q11.2-21.1; 9p12-21; 9g21.3qter; 10q22.1-22.3; 10q26.1qter;
12921.1-21.3; 13q11.1qter; 16q12.1.-22; 19p13.3pter)

Izolace, linearni amplifikace a hodnoceni kvality mikroizolo-
vané RNA po LCM s pouzitim IR nebo UV lasert
Laserovou mikrodisekci byly izolovany butiky kryoprezervo-
vané naddorové tkané karcinomi rekta. Pro srovnédni byly buii-
ky disekovény IR laserem nebo UV laserem a to jednak jako 1)
rozsdhlejsi tiseky tkané ¢itajici >1000 bunék a také jako 2) jed-
notlivé shluky 1-3 nddorovych bunék. RNA byla izolovani
pomoci PicoPureTM RNA Isolation kitu (Arcturus, USA), kte-
ry umoZiuje purifikaci pfes centrifuga¢ni kolonky. Kontrola
degradace ziskané RNA byla provedena pomoci RNA 6000
Pico Kitu na bioanalyzéru Agilent 2100. Na obrazku 6 je zné-
zornén vysledek ziskané RNA po mikrodisekci IR versus UV
laserem. Vidime, Ze pii disekci malych okrski tkané (napf. jed-
notlivé infiltrujici ¢i metastatické buriky) je vhodnéjsi pouZzit
IR laser, protoZe béhem disekce malych tseki tkdné pomoci
UV laseru dochézi ke zna¢né tepelné degradaci RNA.
RiboAmp RNA amplifika¢ni kit (Arcturus, USA) byl pouZit
pro amplifikaci vyizolované RNA. Tento kit umozZiuje ampli-
fikaci jiZ nanogramového mnoZstvi celkové RNA na mikro-
gramové. Linedrni amplifikace RNA byla zapocata pfepisem
jednovlaknové molekuly RNA na cDNA reverzni transkripta-
zou se soucasnou inkorporaci T7 promotoru. Druhé vldkno
cDNA bylo dosyntetizovdno pomoci exogennich primera

snaslednym preciSténim dvouSroubovice cDNA. In vitro tran-
skripce cDNA na antisense RNA byla provedena pomoci T7
RNA polymerdzy. Amplifikace RNA byla ukoncena isolaci
aprecisténim ziskané antisense RNA. Takto pfipravenou RNA
1ze pouZit pro tcely vétSiny expresnich analyz.
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Obr. 6: Analyza kvality RNA ziskané z nddorové tkané karcinomu rekta
po mikrodisekci IR nebo UV laserem na bioanalyzatoru Agilent 2100
kitem RNA 6000 Pico: 1) RNA ziskand po disekci celé tkdn€ pomoci IR
laseru. 2) RNA ziskand po disekci izolovanych nadorovych bunék pomo-
ci IR laseru. 3) RNA ziskana po disekci celé tkan€ pomoci UV laseru. 4)
Degradovand RNA ziskand po disekci izolovanych nadorovych bunék
pomoci UV laseru. L) Specificky selek¢ni marker kontroly kvality arepro-
dukovatelnosti elektroforetické separace.

Zavér:

V soucasnosti existuje celd fada mikrodisek¢nich systémd, kte-
ré se liSi nejen metodou zachytavani bunék, (tzv. membrano-
vé nebo-li fizni technologie, paprskové technologie ¢i mecha-
nické technologie), ale také konfiguraci systému a v naslednych
aplikacich. Pomoci vSech téchto systémti 1ze vySetfovanou tkan
prohlédnout pod mikroskopem pred a po mikrodisekci. Tim je
zkontrolovdna homogenita studovaného materidlu a zachové-
ni morfologie disekované ¢asti tkdné na vicku. Tyto systémy
také umoZiiuji obrazovou dokumentaci po kazdé disekci, coz
poskytuje pfileZitost ke korelaci histopatologickych nalezil
s vysledky molekuldrni analyzy.

Na naSem pracovisti je k dispozici laserovy mikrodisek¢ni
systém Veritas firmy Arcturus, ktery ma zabudovany jak IR
tak UV laser, coZ ndm umozZnilo provedeni riznych aplikaci.
Laserovou mikrodisekci byly isolovany buiiky z cytologic-
kych preparat karcinomi plic, zamraZenych ¢i parafinizova-
nych nddorovych tkani, i ze stabilnich buné¢nych linii. Za tice-
lem ziskani dostatecného mnoZstvi DNA/RNA jsme zavedli
techniku linearni amplifikace DNA/RNA. V soucasné dobg
pouZivame techniku laserové mikrodisekce zejména pfi ana-
lyze mutaci genu EGFRI a k-ras, pro techniku komparativni
genomické hybridizace (CGH) a pro izolaci RNA za tc¢elem
dalsich expresnich analyz. Z naSich zkuSenosti jednozna¢né
vyplyvé nutnost pouZiti LCM pro pfesnou diagnostiku, pre-
dikci terapeutické odpovédi a prognzovani solidnich nadort
vyznacujicich se vysokou tkdilovou i bunéénou heterogenitou.
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