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Streszczenie: Analizy molekularne przeprowadzane sg najczesciej na hetero-gennym materiale biologicz-
nym, a uzyskane w ten sposdb wyniki obrazuja stan rzeczy istniejacy w roznych typach komorek, czyli
rowniez w komdrkach nieb¢dacych obiektem naszego zainteresowania. Niniejszy artykul ma na celu
zapozna¢ czytelnika z technika precyzyjnego pozyskiwania materiatu do badan molekularnych, jaka jest
mikrodysekcja laserowa. Metoda ta umozliwia pozyskanie nawet pojedynczych komorek z heterogenne-
go materiatu w stanie prawie niezmienionym pod wzgledem zaréwno morfologicznym, jak i biochemicz-
nym. Niniejsze opracowanie stanowi streszczenie wiedzy o rodzajach mikrodysekcji laserowej, 0gol-
nych zasadach ich dziatania oraz przyktadach ich zastosowania.

Stowa kluczowe: mikrodysekcja laserowa, biologia molekularna.

Summary: Molecular analysis are mostly carried out in heterogeneous biological material, and results
obtained in this way illustrate the status quo that existed in different cell types, also in cells that are not
the object of our interest. This article aims to familiarize the reader with a technique for precisely obtaining
material for molecular studies, which is laser microdissection. This method allows the separation of even
a single cell from a heterogeneous material almost unchanged, both morphologically and biochemically.
This publication is a summary of knowledge about the types of laser microdissection, the general princi-
ples of their operation and examples of their applications.
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1. WSTEP

Wyniki analiz molekularnych w duzej mierze zaleza od jakosci pozyskanego
materialu. Tkankowy materiat biologiczny rzadko ma struktur¢ homogenna — komorki
w nim wystepujace sa roznorodne pod wzgledem morfologicznym oraz funkcjo-
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nalnym [10,11]. Badania przeprowadzone na probkach tkankowych daja wigc
usrednione wyniki reprezentowane przez dominujace ilosciowo komorki z ograniczona
mozliwoscig badania ich wybranych populacji [1,3].

Mikrodysekcja laserowa — LM, LMD, LAM (laser microdissection, laser-
assisted microdissection) jest nowoczesng technika umozliwiajaca pozyskanie
pojedynczych komorek badz tez ich jednorodnych populacji z heterogennego materiatu
[8,9,13]. Komorki pozyskuje si¢ przy uzyciu energii wiazki laserowej promieniowania
ultrafioletowego UV (ultraviolet), badz podczerwonego IR (infrared) zintegro-
wanego z zaawansowanym mikroskopem badawczym. Wykorzystanie lasera
powoduje, iz metoda ta jest szybka, precyzyjna oraz umozliwia pozyskiwanie $cisle
zdefiniowanego materiatu biologicznego z rdznorodnych preparatéw histologicznych,
cytologicznych badz tez hodowli komorkowych [15,22,41].

Mikrodysekcja laserowa nie zostala jeszcze szczegdtowo opisana w literaturze
polskojezycznej, stad celem niniejszej pracy jest przyblizenie czytelnikom tej techniki
oraz podjecie proby utworzenia polskiej nomenklatury odpowiadajacej terminologii
angielskiej.

2. RYS HISTORYCZNY

Proby precyzyjnego pozyskiwania jednorodnych populacji komdrek z hetero-
gennych struktur podejmowane byly od dziesigcioleci. Niegdys mikrodysekcja
polegata na delikatnym zeskrobywaniu sterylnym narzedziem (m.in. igta, skalpelem,
zyletka) pozadanych komorek lub struktur z preparatu przygotowanego na szkietku
mikroskopowym. Jednakze niewystarczajaca precyzja, dlugi czas wykonywania
eksperymentu oraz mozliwo$¢ zanieczyszczenia izolowanych komdrek wymusity
poszukiwanie innych technik pobierania jednorodnego materiatu biologicznego [11,25].

Udoskonaleniem metody manualnej jest uzycie zautomatyzowanego mikromani-
pulatora. Urzadzenie to ma ruchome ramie zakonczone narzedziem umozliwiajacym
wyselekcjonowanie pozadanych komorek (tj. igha, szklana mikropipeta). Pomimo iz
metoda ta odznacza si¢ wieksza precyzja, weiaz jest czasochlonna, a otrzymany
materiat nadal moze tatwo ulec uszkodzeniu lub kontaminacji [10,27].

Mikrodysekcja laserowa stawiata swoje pierwsze kroki z poczatkiem lat 70 XX
wieku, kiedy to z sukcesem zakonczyly si¢ eksperymenty wykorzystujace LM z
doktadnoscia do mikrometréw przy zastosowaniu energii wiazki lasera UV. Jednakze
wykorzystywany wowczas eksperymentalny sprzet uniemozliwial swobodne
zastosowanie tej metody na szeroka skale, gdyz nie istnialo ogoélnodostgpne
urzadzenie, a jedynie jego prototyp [22,30].

W roku 1996 Emmert-Buck i wsp. [11] opublikowali na tamach czasopisma
Science artykut, w ktorym po raz pierwszy szczegdtowo opisano jeden z rodzajow
mikrodysekcji laserowej — LCM (laser capture microdissection) — mikrodysekcje
laserowa metoda wychwytywania wraz z szerokim spektrum jej zastosowania [2,21].
Technika ta umozliwia pozyskanie jednorodnych populacji komérek wykorzystujac
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do tego celu energi¢ wiazki lasera IR. Pierwsze komercyjnie dostgpne urzadzenie
do mikrodysekcji laserowej powstato niedlugo pozniej jako owoc wspdlpracy
wymienionych naukowcdw z inzynierami firmy Arcturus [10,25].

Ostatecznie udowodnienie, iz pozyskiwanie komoérek metoda mikrodysekcji
laserowej nie niszczy struktury kwaséw nukleinowych oraz biatek, pozwolilo na jej
rozpowszechnienie w badaniach wykorzystujacych techniki biologii molekularnej
[25,33].

3. ETAPY MIKRODYSEKCJI LASEROWEJ

Najwazniejszym elementem aparatury do mikrodysekcji laserowej jest odpowiedni
laser (IR Iub UV), ktory umozliwia precyzyjne pozyskanie materiatu. Komorki obserwuje
si¢ za pomoca mikroskopu (prostego lub odwroconego) oraz potaczonej z komputerem
kamery, co umozliwia staly podglad preparatu na ekranie. W najnowszych aparatach
praca lasera oraz mikroskopu jest sterowana programem komputerowym. Jezeli jednak
aparat nie jest w pelni zautomatyzowany, niezbedny jest manualny manipulator
kontrolujacy ruchy stolika mikroskopu oraz parametry wiazki lasera [3,25,30].

Proces pozyskiwania pojedynczych komorek badz tez ich jednorodnych populacji z
heterogennego materialu za pomoca mikrodysekeji laserowej sklada si¢ z kilku etapdw.
Odpowiednie przygotowanie wyjsciowego materiatu jest warunkiem koniecznym dla
skutecznego przeprowadzenia dalszych analiz molekularnych [2,14,15,24].

Warunki przygotowania preparatow do mikrodysekcji laserowej rdznig si¢ w
zaleznosci od: rodzaju materiatu wyjsciowego, odmiany LM oraz dalszych analiz, jakie
zamierzamy przeprowadzi¢ na pozyskanych komarkach [9,12,40]. Dlatego tak trudno
jest ujednolici¢ procedurg postgpowania, aby uzyska¢ material o wysokiej jakosci
pozwalajacej efektywnie wyizolowa¢ kwasy nukleinowe czy biatka. Z tego wzgledu
niezbedne jest kazdorazowe zoptymalizowanie ogolnego protokotu [21,23,33].

Materialem wyjsciowym do mikrodysekcji laserowej moze by¢ zarowno biologiczny
materiat ludzki, zwierzecy, jak i roslinny [25,27,37]. Ponadto wigkszos¢ aparatow do
LM umozliwia pozyskiwanie zywych bakterii, pasozytdw, drozdzy lub plemnikéw z
heterogennych zrédet lub tez komérek z hodowli komorkowych [3,25,30].

3.1. Pobieranie materiatu biologicznego

Pobieranie materialu biologicznego do mikrodysekcji laserowej nie rézni si¢ w
istotny sposob od standardéw pozyskiwania probek do analiz molekularnych. Nalezy
jednak pamietaé, iz czas od pobrania do zabezpieczenia materialu moze by¢ bardzo
istotnym parametrem dla dalszych badan [6,10,13].

3.2. Utrwalanie wyjsciowego materiatu

Idealny sposdb utrwalania biologicznego materiatu powinien zabezpiecza¢ zar6wno
jego morfologie, jak rowniez sktad i budowe interesujacych nas czasteczek. Z
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komorek pozyskanych metoda LM powinno by¢ mozliwe wyizolowanie z wysoka
wydajnoscia DNA, RNA oraz biatek, ktére nie sq ani zmodyfikowane, ani
zdegradowane [13,22,42]. Ogdlnie zabezpieczanie wyjsciowego materiatu do dalszych
badan molekularnych w tzw. utrwalaczach precypitujacych (tj. w alkoholu czy
acetonie) jest bardziej preferowane w porownaniu z uzyciem utrwalaczy, ktore tworza
tzw. wiazania krzyzowe pomiedzy grupami chemicznymi utrwalacza a strukturami
komorkowymi (np. formalina) [8,9,17,18].

3.3. Przygotowanie preparatow histologicznych oraz cytologicznych

Preparat histologiczny do mikrodysekcji laserowej przygotowuje si¢ przez
przygotowanie odpowiedniej grubosci skrawkéw materiatu tkankowego (przy uzyciu
mikrotomu w przypadku bloczkéw parafinowych lub kriostatu w przypadku tkanek
mrozonych). Nastgpnie, pozyskany skrawek umieszcza si¢ delikatnie na szkietku
mikroskopowym badz specjalnie zaprojektowanej membranie (w zaleznosci od rodzaju
aparatury wykorzystywanej do LM) [12,14,39]. Preparaty cytologiczne wykonuje
si¢ na ogot na podstawowych szkietkach mikroskopowych lub membranach przy
wykorzystaniu wirdwki do izolowania materiatu cytologicznego — cytospiny [10,21].

W celu uwidocznienia interesujacych nas populacji komdrek stosuje sie najczesciej
podstawowe barwniki histologiczne (tj. hematoksyling i eozyne (HE), fiolet krezylu, zielen
metylowa itd.). Barwienie HE pozwala na wybarwienie jader komorkowych oraz cytoplazmy,
co uwidacznia elementy morfologiczne umozliwiajace zidentyfikowanie pozadanych komérek
na podstawie ich budowy [6,11,12,18]. Techniki immunohistochemiczne (IHC) oraz
immunofluorescencyjne (IF) pozwalaja natomiast na bardzo specyficzng identyfikacje
charakterystycznych skltadnikow komorek i tkanek na zasadzie tworzenia si¢ kompleksow
antygen - przeciwcialo sprzezonego z reakcja barwna [5,23,26,31]. Kolejnym krokiem jest
odwadnianie (dehydratacja) preparatu, przy wykorzystaniu roztwordw alkoholu etylowego o
rosnacych stezeniach i/lub ksylenu [20,30,33].

Aby unika¢ ryzyka wystapienia modyfikacji chemicznych pozyskiwanego
materiatu, zoptymalizowano protokoly przez zminimalizowanie czasu inkubacji oraz
ilosci uzywanych odczynnikéw [2.,4,8,24].

3.4. Wycinanie komoérek

Sposob wycinania komorek metoda mikrodysekcji laserowej zalezny jest od rodzaju
wykorzystywanego sprzg¢tu (rodzaju LM), co szczegdlowo opisane zostalo w kolejnym
rozdziale.

4. RODZAJE MIKRODYSEKCJI LASEROWEJ

Niezaleznie od rodzaju mikrodysekcji laserowej ogdlna zasada metody jest
wspolna. W pierwszej kolejnosci badacz identyfikuje i zaznacza na monitorze
wiasciwe komérki lub struktury. Energia wiazki odpowiedniego lasera umozliwia
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wyselekcjonowanie pozadanych fragmentdw z preparatu. Nastgpnie pozyskiwany
material umieszczany jest na wieczku proboéwki Eppendorfa specjalnie zaprojek-
towanego do tego celu na kilka réznych sposobéw w zaleznosci od konstrukeji
aparatu do mikrodysekcji laserowej. Z tak zebranego materiatu izoluje si¢ nastepnie
kwasy nukleinowe lub biatka, ktore podlegaja dalszej analizie molekularnej [30,42].

W anglojezycznej literaturze mozemy odnalez¢ wiele podzialéw mikrodysekeji
laserowej. Jednakze najpopularniejsze kryteria podziatu zaleza od rodzaju uzytego
lasera oraz sposobu wyodrebniania i przenoszenia izolowanych obiektow na wieczko
probowki. Zasadniczo wyrdzniamy wiec dwa rodzaje mikrodysekeji laserowej: LCM
(laser capture microdissection) — mikrodysekcja laserowa metoda wychwytywania
oraz LMM (laser microbeam microdissection) — mikrodysekcja laserowa z uzyciem
mikrowiazki [25,41]. Metoda LCM wykorzystuje energi¢ wiazki lasera IR do
pozyskania pozadanych komorek na zasadzie ,,wychwytywania” (capture), co
doktadnie oméwiono w podpunkcie 5.1. Drugi rodzaj mikrodysekcji laserowej, czyli
metoda LMM, wykorzystuje natomiast skupiong energi¢ wiazki lasera UV, dzigki
czemu dokonujemy ,,wycinania” (excision) pozadanych obiektéw. Szczegoty
dotyczace tej metody zawarte sa w podrozdziale 5.2. [22,27].

Metoda typu LMM odznacza si¢ wigksza precyzja w porownaniu z metoda typu
LCM. Dlatego tez LMM jest bardziej odpowiednia do wycinania matych obiektdw,
gdy precyzja cigcia odgrywa bardzo istotng role. Natomiast LCM lepiej sprawdza
si¢ do pozyskania relatywnie duzych fragmentdw preparatu w szybkim czasie [10].

4.1. Zasada dziatania LCM

Do wykonywania LCM (laser capture microdissection) — mikrodysekcji
laserowej metoda wychwytywania stuzy standardowy sprzet produkowany przez
firmg Arcturus Bioscience pod nazwa Arcturus PixCell, natomiast jego w petni
zautomatyzowana wersja to Arcturus AutoPix. Aparatura ta ma regulacj¢ $rednicy
wiazki lasera IR, co umozliwia dostosowanie jej do pozyskiwanego obszaru komodrek
[15,25.42]. Ogodlne zasady dzialania tej metody ilustruje rycina 1 stworzona na
podstawie Pinzani i wsp. [30], Ohtsu i wsp.[27] oraz Sluka [33].

Preparat obserwowany jest w $wietle mikroskopu odwroconego. Wieczko
probowki Eppendorfa z termoplastyczng membrang umieszczone zostaje na
zaznaczonym przez badacza obszarze preparatu. Membrana ta wykonana jest z
etylenowego octanu winylu — EVA (ethylene vinyl acetate), dzigki czemu mozliwe
jest jej stopienie z pobieranymi komodrkami za pomoca energii wiazki lasera IR.
Nastegpnie po scaleniu si¢ komoérek z membrang sily adhezyjne umozliwiaja
selektywne wychwytywanie pozadanych obiektéw na wieczko probéwki Eppendorfa,
gdzie sg one zbierane do dalszych analiz [1,3,11].

4.2. Zasada dziatania LMM

Metoda LMM (laser microbeam microdissection) — mikrodysekcja laserowa
z uzyciem mikrowigzki polega na wycinaniu zaznaczonych obiektow skupiong
wiazka lasera UV poprzez rozerwanie wiazan (tzw. ablacja swietlna) [10,30].
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Wyrdznia si¢ trzy odmiany mikodysekeji laserowej z uzyciem mikrowiazki w
zaleznosci od sposobu przenoszenia zaznaczonych obiektow na wieczko probowki:
LMPC, LMG, LMAL (rozwinigcie skrotow ponizej).

4.2.1. Zasada dzialania LMPC

Do przeprowadzania LMPC (laser microdissection and collection by pressure
catapulting) — mikrodysekeji laserowej metodg katapultowania oferowany
jest system PALM Microbeam gléwnie przez firme¢ Carl Zeiss Microlmaging
[15,18,22]. Ogolne zasady dziatania LMPC ilustruje rycina 2 stworzona na podstawie
Pinzani P i wsp. [30] oraz Sluka [33].

Rozpoznawanie odpowiednich obiektéw w preparacie odbywa si¢ przy
wykorzystaniu mikroskopu odwréconego. W metodzie tej preparat na szkietku
mikroskopowym dodatkowo pokryty jest membrang z polietylenu naftalenu — PEN
(polyethylene naphthalate), a pozadane komorki pozyskuje si¢ w sposob
bezkontaktowy, co minimalizuje ryzyko uszkodzenia i zanieczyszczenia [30,35]. W tym
rodzaju mikrodysekcji wystepuja dwa rodzaje wiazki lasera UV. Pierwszy typ to
wiazka skupiona, ktora powoduje wspomniang ablacjg, natomiast wiazka rozproszona
powoduje oderwanie wyselekcjonowanych fragmentow na zasadzie tzw. katapulty
cisnieniowej (pressure catapulting). Oderwane fragmenty zostaja umieszczone na
wieczku probowki Eppendorfa, skad sa zbierane do dalszych badan [33,42].

4.2.2. Zasada dzialania LMG

W pelni zautomatyzowany sprzet do LMG (laser microdissection and collection by
gravity) — mikrodysekcji laserowej metoda opadania grawitacyjnego stworzyla firma
Leica Mikrosystems [15,18,22]. Ogoélna zasada dziatania LMG przedstawia rycina 3
stworzona na podstawie Pinzani i wsp. [30] oraz Ohtsu i wsp.[27].

Pierwsza istotng cecha wyrdzniajaca ten typ mikrodysekcji laserowej jest
zastosowanie do obserwacji komorek standardowego (prostego) mikroskopu
swietlnego. Ponadto poniewaz preparat umieszczony jest na membranie PEN
mozliwe jest grawitacyjne opadanie wycigtych komoérek na wieczko probowki po
ich uprzednim wycigciu laserem UV [33,42].

4.2.3. Zasada dzialania LMAL

Do postugiwania si¢ LMAL (laser microdissection and collection by adhesive
lid) — mikrodysekcja laserowa metoda sil adhezyjnych Firma Molecular
Machines and Industries (MMI) wprowadzita seri¢ aparatow nowej generacji o
nazwie MMI CellCut oraz MMI SmartCut [10,18]. Zasad¢ dzialania LMAL
obrazuje rycina 4 stworzona na podstawie Pinzani i wsp. [30], natomiast precyzje
cigcia przedstawiaja zdjecia pozyskanych komorek na rycinie 5.

Membrana PET wykonana z polietylenu tereftalanu (polyethylene terephthalate)
rozpigta jest na metalowej ramce, a na niej bezposrednio umieszczany jest materiat
biologiczny. Tak przygotowany preparat zabezpiecza si¢ dodatkowo poprzez
natozenie sterylnego szkietka mikroskopowego od strony preparatu. Nastgpnie na
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FIGURE 3. Operating principles of laser and collection by gravity LMG in own modification (detailed
description in the manuscript)
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FIGURE 4. Operating principles of laser microdissection and collection by adhesive lid LMAL in own
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RYCINA 5. Przyktadowe zdjecia komorek blony sluzowej jelita grubego pozyskiwanych z
wykorzystaniem sprzgtu CellCut firmy MMI: A. Komérki w preparacie histologicznym — barwienie
hematoksylina i eozyna (HE). B. Preparat histologiczny po wycigciu zaznaczonego obszaru. C. Komorki
na adhezyjnym wieczku proboéwki Eppendorfa

FIGURE 5. Exemplary photos of colonic mucosa cells collected with the CellCut equipment of MMI
company: A. Cells marked in histological specimen —hematoxylin and eosin stain (HE). B. Histological
specimen after laser microdissection. C. Cells on adhesive lid after laser microdisection
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wycietym obszarze preparatu umieszcza si¢ adhezyjne wieczko, ktore umozliwia
precyzyjne pozyskanie wycigtych komorek [33,42].

Szczytowym osiagnieciem mikrodysekeji laserowej sa w pelni zautomatyzowane
aparat firmy Molecular Devices o nazwie Arcturus XT lub Veritas, ktore
wykorzystuja zarowno laser IR, jak i UV. Dzigki takiemu polaczeniu sprzet ten
umozliwia precyzyjne pozyskiwanie zarowno pojedynczych komorek, jak i duzych
obszaréw z badanego preparatu z duza precyzja oraz w krotkim czasie [22,36,37].

5. MOLEKULARNA ANALIZA POZYSKANEGO MATERIALU

Po precyzyjnym pozyskaniu pozadanych komdrek na wieczko, sa one przenoszone
bezposrednio do probdéwki Eppendorfa z odpowiednim buforem, ktdrego wybor zalezy
od czasteczek jakie chcemy izolowac oraz od rodzaju dalszych analiz molekularnych.
Z obszernych danych literaturowych wynika, ze material uzyskany metoda
mikrodysekcji laserowej jest z powodzeniem wykorzystywany do izolacji i analizy
DNA, RNA czy biatek [3,11,15]. Z uwagi na fakt, iz mikrodysekcja laserowa
dostarcza materiatu w ilosci rzedu nano- lub pikogramow czgsto niezbedny jest
proces preamplifikacji, aby uzyska¢ wystarczajaca ilo$¢ wyjsciowego materiatu do
dalszych badan [7,9,12]. Etapem wyjsciowym dla analizy genéw jest amplifikacja
fragmentow badanego DNA metoda tancuchowej reakcji polimerazy PCR (polyme-
rase chain reaction), natomiast w analizie ekspresji genow pierwszym etapem jest
namnozenie cDNA na matrycy dojrzalego mRNA metoda odwrotnej transkrypcji
tancuchowej reakcji polimerazy RT-PCR (reverse transcription polymerase chain
reaction) [8,14,20]. Jednakze przy pracy z biatkami, nalezy wzia¢ pod uwage fakt,
ze nie istnieja metody ich amplifikacji i dalsza analiza ograniczona jest do
poczatkowych ilosci pozyskanego materiatu [6,17,18].

6. ZALETY I WADY MIKRODYSEKCJI LASEROWEJ

Mikrodysekcja laserowa zapewnia bardzo precyzyjne, szybkie i efektywne
izolowanie pozadanego materiatu [1,3]. Technika ta umozliwia pozyskanie komorek
w praktycznie niezmienionym stanie, zarowno pod wzgledem morfologicznym, jak i
biochemicznym. Ponadto zmniejszenie prawdopodobienstwa kontaminacji powoduje,
iz wyizolowane fragmenty preparatu moga by¢ z powodzeniem uzyte do badan
molekularnych [3,4,25]. Wszystkie te zalety spowodowaty, ze LM szybko stata si¢
popularna w badaniach, gdzie kluczowym aspektem jest wyodrebnienie morfologicz-
nie jednorodnych typow komorek z przeznaczeniem do analiz molekularnych [10,21].

Oproécz zalet, mikrodysekcja laserowa ma jednakze pewne ograniczenia. Jest ona
niewatpliwie technika kosztowna w poréwnaniu z innymi metodami pozyskiwania
jednorodnych komorek. Wysokie koszty obejmuja zarowno wymagania sprzetowe,
jak réwniez potrzebe zakupu specjalnie zaprojektowanych membran oraz probéwek
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Eppendorfa z odpowiednim wieczkiem [3,30]. Realny problem stanowi takze
niewielka ilo$¢ izolowanego materiatu, ktdra czgsto jest niewystarczajaca do dalszych
analiz molekularnych — w przypadku kwasdéw nukleinowych mozemy poshuzy¢ si¢
namnozeniem odpowiednich czasteczek, natomiast w przypadku biatek pozostaje nam
jedynie polaczenie materiatu z kilku probek [13,29,42]. Inna niedogodnosciag moze
by¢ rowniez czas wymagany do zebrania dostatecznej ilo$¢ potrzebnych komorek,
jednakze jest on rekompensowany wysoka czystoscig pozyskanego materiatu [9,30].

7. ZASTOSOWANIE MIKRODYSEKCJI LASEROWEJ

Odnalez¢ mozna liczne prace opisujace zastosowanie mikrodysekcji laserowej w
onkologii eksperymentalnej, medycynie sadowej, genetyce, immunologii, neurobiologii,
diagnostyce, mikrobiologii, wirusologii czy tez w badaniach farmaceutycznych
[22,39,41]. Material pozyskiwany ta metoda moze by¢ z powodzeniem wykorzys-
tywany w calym zakresie biologii molekularnej oraz wszystkich dziedzinach nauki
wymagajacych precyzji i homogennosci badanych probek [11,16,21,25]. Poniewaz jedna
z gldwnych trudnosci w badaniach z zakresu onkologii jest heterogennos¢ materiatu,
szczegdlnie cenne jest tu zastosowanie mikrodysekcji laserowej do okreslenie
charakterystycznych zmian molekularnych w zdefiniowanych typach komorek.
Rozszyfrowanie profilu genetycznego i biatkowego zmian przednowo-tworowych moze
dawa¢ wskazowki o naturze przemian zachodzacych podczas tej choroby [6,7,32,40].
Badania DNA umozliwiaja miedzy innymi: wykrywanie mutacji punktowych, okreslenie
ubytku fragmentu chromosomdw, jak réwniez analize metylacji DNA. Zdobyte w ten
sposob informacje w istotny sposob poszerzaja nasza wiedze o procesach biologicznych
[9,28,34]. Mikromacierze ekspresyjne umozliwiaja natomiast przeanalizowanie ekspresji
tysigcy genow w jednym eksperymencie. Dlatego polaczenie mikrodysekceji laserowej
z technologia mikromacierzy gwarantuje nam pehiejsze zrozumienie zréznicowanych
procesow fizjologicznych oraz patologicznych [5,19,23,31,36]. Ponadto zaawansowane
technologie analizy biatek (bazujace na takich metodach jak: dwukierunkowa
elektroforeza w zelu poliakryloamidowym, spektroskopia masowa czy wysokosprawna
chromatografia cieczowa) uzupelniaja w pelni analiz¢ molekularna jednorodnych
populacji komérek [18,26,28,32,35].

PODSUMOWANIE

Dzieki postepowi, jaki dokonat si¢ w ostatnich latach w zakresie inzynierii laserow,
elektronice, optyce oraz informatyce, mozliwe stato si¢ rozwinigcie tak zaawanso-
wanej technologicznie metody pozyskiwania jednorodnego materiatu z heterogennych
struktur, jaka jest mikrodysekcja laserowa. Obecnie uwaza sie, iz okreslenie profilu
ekspresji genow oraz bialek w jednorodnych populacjach komoérek stanowi
najbardziej obiecujace analizy biologii molekularnej. Ponadto wykorzystywanie tego
precyzyjnego narzedzia w badaniach z zakresu medycyny, owocuje identyfikowaniem
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kolejnych biomarkeréw roznych schorzen, co ma znaczenie prognostyczne oraz
pozwala okresla¢ nowe cele terapeutyczne.
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