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Aplikace laserové mikrodisekce v oblasti forenzni genetiky

Abstrakt:

Prvni ¢ast priace pojedniavd o jednotlivych variantdch techniky laserové
mikrodisekce, jako je pouZiti termoplastického filmu, gravitacni sily, adheze nebo
katapultovani vzorku. Druha ¢ast se vénuje vyuZziti laserové mikrodisekce ve forenzni
genetice, napf. piiizolaci muzskych bunék z vagindlnich stérii, plodovych bunék
z placenty po provedeni potratu nebo pfi separaci bun€k z vlasu. ZvI4st¢ vyznamné je
srovnani laserové mikrodisekce s dosud pouZivanymi technikami zpracovani vzorki a

zhodnoceni opodstatnéni pouZiti laserové mikrodisekce ve forenzni praxi.

Kli¢ova slova:
Laserovd mikrodisekce, forenzni genetika, smiSeny vzorek, separace bunék,

vagindlni stér, spermie, choriové klky, vlasové buiiky, STR analyza.

Use of Laser Microdissection in Forensic Genetics

Abstract:

Several different principles of laser microdissection technique are discussed, such
as use of thermoplastic foil, gravity force recovery, adhesion or pressure catapulting.
The following part speaks about use of laser microdissection in processing forensic
samples, e.d. male cells isolation from vaginal smear, fetal cells isolation from placental
tissue after abortion and hair cells separation. The main point of this work is a comparison
of laser microdissection to up to date techniques of cell separation. The question

of necessity of using laser microdissection in forensic laboratories is assessed.

Keywords:
Laser microdissection, forensic genetics, mixed sample, cell separation, vaginal

smear, sperm cells, chorionic villi, hair cells, STR typing.
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2. Seznam zKkratek

AO
CTS
DNA
DTT
FISH
HE
LCN
LM
mtDNA
MZ
PCR
PE
PEN

SDS
STR
Uv
WRT

akridinové oranz

Christmas Tree Stain (Nuclear Fast Red + Picroindigocarmine)
deoxyribonukleova kyselina
dithiotreitol

fluorescenéni in-situ hybridizace
hematoxylin + eosin

maly pocet kopii

laserova mikrodisekce
mitochondridlni DNA
methylova zelen

polymerazova fetézova reakce
polyethylenovy
polyethylen-naftalenovy
ribonukleova kyselina
dodecylsulfat sodny

kratka tandemova repetice
ultrafialovy

Wrightovo barvivo



3. Uvod

V soucasné forenzni praxi se Casto setkavame s piipady, kdy vysledkem genetické
analyzy provedené standardnimi laboratornimi metodami je smiSeny geneticky profil dvou
nebo vice osob. Takto stanoveny smiSeny profil je obtiZzn¢ pouzitelny nebo nepouzitelny
pro individudlni identifikaci osob. Dal§im piikladem vzorki niro¢nych na zpracovani jsou
tkdn€ obsahujici inhibitory polymerdzové fetézové reakce (PCR), kterd je nezbytnym
mezikrokem genetické analyzy pfti identifikaci osob.

Pivodni metodou izolace bun¢k ze smiSenych stop je mechanické shromazdéni
bun€k pomoci mikromanipulatoru, Ziletky nebo mikropipety. Tento postup je narocny
na zru¢nost a pfedevS§im cas. Dal§i metody pouZivané k oddéleni jednoho typu bunék
od ostatnich jsou diferencidlni lyza, pritokovd cytometrie a nové také laserova
mikrodisekce (LM).

Technika LM byla vyvinuta ve skotském Nérodnim ustavu rakoviny a poprvé byla
popsdna v roce 1996 (EMMERT-BUCK et al. 1996). V oblasti mediciny se rutinné pouziva
uz n€kolik let. Ve forenzni genetice je vSak laserovd mikrodisekce nastrojem pomérné
novym, prvni publikace o pouziti LM v kriminalistice je stard pét let (BAUER et al. 2002).

V soucasné dob¢ nachdzi laserovd mikrodisekce nejvétsi pole plisobnosti v oblasti
vyzkumu rakoviny. Diky technickému zdokonalovani lze laserovou mikrodisekci izolovat
objekty na subbunécné irovni, jako jsou chromozomy, bunééné organely nebo Casti
membréany s povrchovymi molekulami. To otevird prostor pro vyuZziti LM v proteomice,
ve vyzkumu genové exprese nebo v molekularni biologii pfi zkoumani mechanizmi
bunééné signalizace. Diky své presnosti a Cistot¢ ma LM velky potencidl i ve forenzni
genetice.

Studiem pouzitelnosti LM ve forenzni genetice a jeji optimalizaci se zatim
zabyvalo jen né&kolik svétovych laboratofi. Proto je dilleZité zamétit se v budoucim
vyzkumu na vyvoj novych protokoll pro zpracovani vzorkli pomoci LM, at’ uZ se jedna
o zpusob barveni a fixace preparétu pied vlastni LM, extrakci deoxyribonukleové kyseliny

(DNA) z izolovanych bunék, kvantifikaci nebo amplifikaci DNA.



3.1. Cile prace

Hlavnim cilem této bakalatské prace je poskytnout zdkladni informace o technice
LM a zhodnotit jeji vyhody a nevyhody ve srovnéni se standardnimi metodami separace
bun¢k. Dal§im cilem je nastinit praktické vyuziti LM pfi analyze biologickych stop
v oblasti forenzni genetiky.

Cilem budouci diplomové prace bude vytvofit a aplikovat nejvhodnéjsi protokoly

na zpracovani vzorkd pomoci LM ve forenzni praxi.

4. Mechanizmy laserové mikrodisekce

Pivodni metoda LM popsand vroce 1996 (EMMERT-BUCK et al. 1996) byla
zaloZena na pouziti termoplastického filmu. Od té¢ doby technika LM i tato konkrétni
metoda prodélala zna¢ny vyvoj, a tak doSlo ke zdokonaleni a rliznym modifikacim

samotného principu laserové mikrodisekce.

4.1. Druhy pouZivanych lasera

Laserovy paprsek je velice tenky spojity proud fotonti specifické vinové délky.
Pivodné se pouZival infraCerveny laser jako zdroj tepelného zéafeni s vinovou délkou
v desitkdch mikrometrii. Nov€j$i metody vyuzivaji ultrafialovych (UV) laseri s vinovou
délkou v desetindch mikrometru. UV zafeni se podle své biologické aktivity déli do tfi
kategorii.

Zateni UV-C svilnovou délkou 200 az 290 nm je absorbovano nukleovymi
kyselinami i proteiny, v nichZ zptsobuje pfestavbu vazeb, tedy indukuje vznik mutaci.
Zarteni typu UV-B s vlnovou délkou 290 az 320 nm je také v nezanedbatelném mnoZzstvi
absorbovano biomolekulami, a muze tak ménit jejich strukturu. Nicméné, interval vinové
délky UV-B lezi mimo absorpéni maxima DNA resp. proteini (256 nm resp. 280 nm).
Vliv zéfeni UV-A (320-400 nm) nabiomolekuly a v nich obsaZzenou informaci je

zanedbatelny. Proto se pro tcely LM pouzivd UV-A laser, konkrétn¢ dusikovy laser

(337 nm) nebo pevnolatkovy laser (355 nm) (SCHUTZE et al. 2003).



4.2. Software na vyhledavani bun€k

Pro rutinni pouZziti LM ve forenzni laboratofi je nezbytné zjednoduSit a urychlit
kazdy krok genetické analyzy, poc€inaje izolaci homogenniho vzorku bunék. Pro tyto ucely
se pouziva specidlni software, ktery fidi pohyb stolku mikroskopu a laser. Tento software
dokaze rychle skenovat preparat, automaticky vyhledat a vyfiznout buriky urcené
k mikrodisekci. Vybér bun€k probihd v né€kolika krocich: prvnim je automatické
vyhledavani urcitého typu bunék na zdkladé definovanych kritérii, v dalSim kroku lze
vybrané buiiky vizualné pfekontrolovat. To je moZné jak pted zacatkem mikrodisekce, tak
i po jejim provedeni a pfipadné neZadouci buriky lze dodate¢né odstranit.

Software rozliSuje buiiky podle definované barvy, tvaru, svételné intenzity nebo
indexu lomu. Buriky lze vyhledat v béZném histologickém i ve fluorescenéné obarveném
preparatu, véetn¢ vicebarevnych (napf. software firmy P.A.L.M.: Metafer P je schopen
rozliit 6 fluorochromtl, P.A.L.M. MICROLASER 2007). Diky této moZnosti lze izolovat

samostatné chromozomy obarvené metodou fluorescen¢ni in-situ hybridizace (FISH).

4.3. Techniky laserové mikrodisekce

4.3.1. Laserova mikrodisekce s termoplastickym filmem

NejstarSi technika LM je zaloZena na nésledujicim principu. Tkanové fezy
na podloZznim sklicku jsou ptekryty adhezivnim termoplastickym filmem. Jednd se
o synteticky polymer ethylenvinylacetatu. Pod mikroskopem jsou zaméfeny vSechny
zkoumané buiiky nebo jejich komplexy a vybrand mista jsou postupné ozafena pulzem
infraerveného karbon-dioxidového laseru. Pritom dojde ke kratkodobému taveni filmu a
ke vzniku fokélnich adhezi s pfilehlymi butikami. Film s pevné pfichycenymi burikami se
potom odlepi od zbytku tkdiiového fezu, a to pfi zachovani jejich morfologie. Nasledné 1ze
pod mikroskopem ovéfit specifitu buné€k, a pak je i s filmem umistit do pufru vhodného
pro jejich dal§i zpracovani (obr. 1) (EMMERT-BUCK et al. 1996).

Zahiati filmu na 90°C po dobu 0,2s (EMMERT-BUCK et al. 1996), ani
termoplastickd vazba bunék na film neovliviiuje chemické vazby biomolekul (BONNER

et al. 1997).



Sila laserového paprsku je nastavitelna a u této techniky se pohybuje v tadu
mikrometri. Nejuzs$i mozny fez v roce 2000 méfil 7,5 um (CURRAN et al. 2000). Technika
LM s termoplastickym filmem je uz zastarala, nyni se pouzivaji technologie dosahujici

vys$i pfesnosti.
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Obr. 1. Laserova mikrodisekce s termoplastickym filmem: Burfky jsou pFekryty
termoplastickym filmem. V ohnisku prochazejiciho laseru dochazi k taveni filmu, na ktery se

pfichyti zamérené buriky. Komplex burika-film se pfenese do mikrozkumavky.

4.3.2. Laserova mikrodisekce a katapultovani vzorku

Technologie laserové mikrodisekce spojend s katapultovanim vybranych oblasti
vzorku je zaloZena na velmi pfesném fezu tkani prostfednictvim UV-A laseru a nasledném
katapultovéani vyfezu pfimo do mikrozkumavky cilenym laserovym pulzem o vyssi energii
(obr. 2) (SCHUTZE a LAHR 1998).

V misté fezu, kde prochéazi ohnisko laseru, dochazi ke studené ablaci, tj. preruSeni
tkdné fotofragmentaci (BURGEMEISTER 2005 podle VOGEL a VENUGOPALAN 2003).
Laserovy tez je rychly, bezucasti tepla, a proto okolni buriky a v nich obsazené
biomolekuly zistavaji intaktni. Timto zplisobem je mozné izolovat nejenom buiky, ale
dokonce jednotlivé chromozomy.

Tento princip LM vyvinula firma P.A.L.M.
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Obr. 2. Laserova mikrodisekce a katapultovani vzorku: Pozadované bunky se ofiznou
tenkym laserovym paprskem, pak se vyfez katapultuje do vicka mikrozkumavky cilenym

laserovym pulzem o vy3Si energii.

4.3.3. Laserova mikrodisekce s vyuZitim gravitaéni sily

Z produkce firmy Leica je znama technologie LM s vyuzitim gravitaéni sily.
Pfi této varianté LM se pouzivaji podlozni skli¢ka potazena polyethylen-naftalenovou félii
pfipevnénou po obvodu skla. Vzorek se zafixuje na folii a umisti se do mikroskopu
inverzné (bunikami doli). Laserem se prerusi folie v oblasti kolem pozadované buriky,
ktera se 1 scasti folie propadne do pripravené mikrozkumavky (obr.3) (LANGLEY a

WOITKIEWICZ 2005).

— objektiv

— laser
N T X )
PEN film —
preparat —_m.._-

gravitatni sila

podloZni sklo

. N mikrozkumavka
izolovana bufka

Obr. 3. Laserova mikrodisekce s vyuzitim gravitaéni sily: Bufky jsou zafixovany
na polyethylen-naftalenovém (PEN) filmu. Laserem se prerusi PEN film kolem vybrané buriky,

ktera se tak propadne do pfipravené mikrozkumavky.



4.3.4. Laserova mikrodisekce pomoci adheze

Technologii LM pomoci adheze uvedla natrh laserové mikrodisekce firma
Olympus. Piitéto modifikact LM se vzorek upevni mezi sklicko a polyethylenovou
membranu, do mikroskopu se umisti membranou nahoru. Laserem se ofizne membrana
kolem vybrané bunky. V dal§im kroku se vyfiznutd oblast membrany s burikou pfilepi
na specidlné upravené vicko mikrozkumavky s adhezivnim silikonovym povrchem

(obr. 4) (OLYMPUS 2007).

mikrozkumavka N

adhezivni vicko
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PE membrana \
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—laser
— objektiv

Obr. 4. Laserova mikrodisekce pomoci adheze: Bunky jsou zafixovany na polyethylenové
(PE) membrané. Laserem se ofizne membrana kolem vybrané burky. Vyfez se pfilepi na vi¢ko

mikrozkumavky s adhezivnim povrchem.

S. Analyza biologickych stop

5.1. Vaginalni stér

Pii analyze vzorkl ze znasilnéni, kdy jedinou stopou pachatele jsou spermie
z vaginalniho (popf. ordlniho nebo analniho) stéru obéti, je pro stanoveni pouzitelného

genetického profilu pachatele zapotfebi oddélit spermie od ostatnich bunék.



5.1.1. Dosavadni metody zpracovani

5.1.1.1. Diferencidlni lyza

Ve forenzni praxi se pro ucely oddéleni spermii od ostatnich bunék nejcastéji
pouzivad metoda diferencidlni lyzy (diferencidlni extrakce), ktera je zaloZena na odolnosti
spermii. Ty jsou schopny vydrZet v nepiiznivych podminkiach v neporuseném stavu del$i
dobu nez ostatni buriky (BUTLER 2005 podle GILL et al. 1985).

Prvnim krokem diferencidlni lyzy je inkubace smeési bunék s detergentem
dodecylsulfatem sodnym (SDS) a proteinazou K, pfi které dochazi k degradaci buné¢né a
jaderné membrany somatickych bungk (epitel, krvinky, atd.) obéti i pachatele. Naslednou
centrifugaci se oddé€li lyzovand frakce bunék (v supernatantu) a neporusené spermie
(v sedimentu na dn€ mikrozkumavky). Spermie se nasledné¢ suspenduji ve smési Cinidel:
SDS, proteindza K a dithiotreitol (DTT). DTT je redukéni Einidlo, které odbourava
disulfidové vazby v jaderné membran¢ spermii. Ta se nasledné pisobenim detergentu SDS
rozpadne a dojde k uvolnéni jaderné DNA.

Pouzitelnost diferencialni extrakce je limitovana mnoZstvim spermii obsaZenych
ve vzorku. Existuje zde totiZ riziko pfedCasné lyzy spermii, nebo naopak nedostatecné
lyzy ostatnich bunék. Vysledkem genetické analyzy pak jsou smiSené profily DNA
pachatele a obéti, v prvnim pfipad¢ stanovené analyzou supernatantu, v druhém piipadé

analyzou sedimentu.

5.1.1.2. Protilatky proti spermiim

Spermie maji na cytoplazmatické membrané specifické molekuly, diky kterym
maji afinitu k jinym protildtkdm neZ ostatni buriky. Fluorescen¢né znacené protilatky se
véZi na povrchové molekuly spermie, jako jsou napt. MHC I proteiny, receptor CD45
nebo cytokeratin. Fluorescentn¢ znacené spermie lze nédsledné oddélit od neznacenych
bunék pritokovym cytometrem (SCHOELL et al. 1999).

Tato metoda neni ve forenzni praxi pfili§ obvykld. Prvnim dfivodem je fakt, Ze
prutokovy cytometr nepatfi mezi béZné vybaveni forenzni laboratofe, za druhé, pritokova
cytometrie je UspéSnad pouze u vzorku obsahujicich intaktni spermie, proto ji nelze pouZzit
pfi analyze starSich (degradovanych) vzorkd.

Alternativni metoda je zalozena na protilaitkdch konjugovanych s magnetickymi

partikulemi. Spermie svdzané s magnetickymi partikulemi jsou pies protilatku drZzeny
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v magnetickém poli, zatimco ostatni buriky jsou odmyty (BUTLER 2005 podle MARSHALL

2002). Tato metoda je rovnéZ malo G¢inna pfi zpracovani degradovanych vzorkd.

5.1.1.3. Y-haplotyp

Analyza Y-haplotypu je obvykly dopln€k k analyze autozomalnich STR lokusii
(kratké tandemové repetice, short tandem repeats). Pokud se v poSevnim stéru nevyskytuji
spermie v dostateCném poctu, nepodafi se stanovit profil autozomdalnich STR lokust.
K tomu dochézi, kdyZ je pachatel znasilnéni aspermik, dfive podstoupil vasektomii nebo
pfi styku nedoslo k ejakulaci.

Dosavadni analyza vzorku bez spermii byla problematickd, caste¢né feSeni
umoznila pravé analyza Y-STR lokusi. Y-STR jsou lokusy na muZském Y chromozomu,
které dohromady tvofi tzv. haplotyp. Haplotyp se dédi paternalné v nezménéné podobg,
proto ho nelze vyuZit k individualni identifikaci jedince, pouze k vylouceni mozZnych
pachatelt nesoucich odli§ny haplotyp.

Pouzitelnost této metody je omezena Zivotnosti DNA, ze které lze profil stanovit.
Podle zpracované studie, Y-STR profily lze urcit u vzorku odebraného nejvyse Ctyti dny

po znésilnéni (HALL a BALLANTYNE 2003).

5.1.2. Zpracovani vaginélniho stéru laserovou mikrodisekci

Vzorky ziskané po znésilnéni poSevnim stérem obsahuji z v&t§i ¢asti buriky obéti,
jako je epitel a krevni buriky, zatimco spermie nebo epitel pachatele jsou mensina ¢itajici
desitky az stovky bunék. Z tak malého poc¢tu je mozné izolovat jen malé mnozstvi DNA
pouZitelné k analyze. Z toho divodu se DNA amplifikuje metodou PCR malého poctu
kopii (LCN-PCR, low copy number PCR), kterd je ovSem velmi citlivd na vyskyt
kontaminujici DNA. V piipad¢, Zze se do LCN-PCR dostane DNA obéti, vytvoii tak silné
pozadi genetickému profilu pachatele, Ze neni mozné ho identifikovat.

Ze vzorku s dostatkem intaktnich spermii 1ze muZskou DNA ze spermii izolovat
diferencidln{ lyzou. U vzorki, kde jsou spermie degradované nebo ve velmi malém poctu,
tedy celkovy obsah DNA je mens$i nez 250 pg (ELLIOTT et al. 2003), je pro ziskani
pouzitelného genetického profilu pachatele zapotiebi izolovat spermie pomoci LM
(obr. 5), protoZe pii diferencidlni lyze vZdy dojde ke ztraté urcitého podilu DNA spermii.

Diky velmi pfesné izolaci spermii laserovou mikrodisekci se podafilo stanovit geneticky
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profil z 10,4 pg cisté DNA (DI MARTINO et al. 2004a). Vzorek poSevniho stéru
bez spermii se analyzuje nejhife, doneddvna to nebylo mozné viibec (s vyjimkou analyzy
Y-haplotypu). Dnes, s pomoci LM v kombinaci s hybridizaci fluorescencni znackou, l1ze
ziskat k analyze alespon epitelové buriky pachatele (viz kapitola 5.1.2.2).
Nezanedbatelnou vyhodou LM je fakt, Ze odpadd nutnost provadét kvantifikaci
DNA, protoze v mikrozkumavce je po mikrodisekci definovany pocet bunék. Jedna
haploidni burika obsahuje pfiblizné 3,3 pg DNA (SANDERS et al. 2006), celkovy obsah
DNA tak lze odhadnout. To vyznamné zvySuje pravdépodobnost uspéSné STR analyzy
u vzorkd obsahujicich jen velmi malé mnoZstvi zkoumaného materidlu, protoZe vSechna
izolovand DNA zustane k dispozici pro naslednou PCR. Pouze u velmi degradovanych

vzorku je zapotiebi ur¢it obsah analyzovatelné DNA.

Obr. 5. Spermie vyfiznuta laserem z preparatu vagindiniho stéru. Prevzato z OLYMPUS

2007, upraveno.

5.1.2.1. Barveni spermii pted jejich izolaci

Vizualizace bun&k v prepardtu pro LM neni jednoduch4. Rada laboratoif se snaZi
navrhnout nejvhodné;jsi protokol pro barveni spermii.

V provedenych studiich se porovnavaly profily bun€k izolovanych laserovou
mikrodisekci po obarveni barvivy hematoxylin + eosin (HE), Nuclear Fast Red +
Picroindigocarmine (tzv. barva vanoc¢niho stromecku — Christmas Tree Stain, CTS),
methylova zelenn (MZ), Wrightovo barvivo (WRT) a akridinovd oranZ (AO) ve srovnani

s profilem ziskanym z neobarvenych bunégk.
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V neobarveném vzorku lze spermie odliSit podle morfologie, dokonce i poté, co
u nich doSlo ke ztrat¢ biciku. Profily z takovychto vzorkd jsou nejkvalitn€j$i, nicméné
jejich zpracovani je Casove€ velmi narocné.

Nejlepsi profily z obarvenych vzorki se podafilo stanovit s pouzitim HE, profily
vSak nebyly tak vyrazné jako srovndvaci. Prvnim divodem je fakt, Ze hematoxylin
inhibuje rozvolnéni DNA a znesnadriuje tak jeji amplifikaci. Druhym divodem je kysely
charakter eosinu, ktery poskozuje DNA. Efektivitu HE protokolu lze zvysit zkracenim
expozice bunék barvicimu roztoku (SANDERS et al. 2006).

Barveni pomoci CTS se ukdzalo jako vhodné pro rozliSeni spermii od jinych
bunék, nicméné ziskané profily byly jest¢ méné vyrazné nez po barveni HE. Sandersova
pfisuzuje ubytek fluorescence pfi elektroforéze d¢inkiim Indigocarminu, ktery castecné
inhibuje PCR (SANDERS et al. 2006). Vysvétleni tohoto efektu podle Di Martina tkvi
v kyselém charakteru obsazené pikrové kyseliny, ktera ma obdobny ucinek jako eosin:
fragmentuje nukleové kyseliny (DI MARTINO et al. 2004a).

AO dokaze dobie obarvit jadra, ale spermie Ize podle nich odlisit jen pokud nejsou
pfevrstveny mnoha jinymi butikami. AO je vSak interkalacni barvivo, které se
elektrostaticky vaze na fosfatovou kostru DNA, a tim upln¢ inhibuje PCR. Proto se AO
ve forenzni genetice nepouziva.

Barviva WRT a MG znesnadnuji identifikaci spermii mezi epitelovymi burikami, a
tak ani jejich pouziti na barveni vaginalnich stérii nenf vhodné (SANDERS et al. 2006).

Dal8i moznosti, jak spermie zviditelnit, je pouziti fluorescencnich barev, které

pfes protildtky mohou barvit velmi specifické bunéné struktury.

5.1.2.2. SmiSeny vzorek bez spermii

Dosavadni metoda, jak analyzovat vzorek vagindlniho stéru bez spermii, spo¢ivala
ve stanoveni Y-haplotypu. Tento postup vSak neumoZiuje individudini identifikaci
pachatele. Diky LM je moZné ziskat DNA i z jinych muZskych bun€k nez jsou spermie,
napf. z bunék epitelu. MuzZsky epitel se od Zenského rozliSuje hybridizaci Y-specifickou
sondou, kterd je fluorescencné oznaCena nebo mé schopnost luminiscence (napf.
digoxigenin). Diky vizualizaci Y chromozomu se muzska frakce snadno odlisi a izoluje
pomoci LM (obr. 6a a obr. 6b). Genetickou analyzou takto izolované DNA lze ziskat Cisty
autozomdlni profil pachatele. Pro ¢astecny profil staci analyzovat 10 diploidnich bunék,

Uplny profil pak vyzaduje analyzu alespon 20 bun¢k (ANSLINGER et al. 2005).
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Obr. 6a. Smiseny vzorek bukéiniho epitelu Zeny a spermatu. Sperma obsahuje spermie a

epitelové bunky muze. Pfevzato z ANSLINGER et al. 2005, upraveno.

laserovy fez

epitel muZe

Obr. 6b. Epitelova buika muze oznaéena digoxigeninem je ofiznuta laserem. Pfevzato
Z ANSLINGER et al. 2005, upraveno.
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Tento mechanizmus izolace bun€k pomoci LM je pouZitelny na vSechny smiSené
vzorky pochazejici od dvou lidi rtizného pohlavi, pokud je zapotfebi izolovat pravé
muzskou frakci. Obohacenim kitu odalsi, X-specifickou sondu (napf. CEP X
SpectrumOrange/Y SpectrumGreen probe kit), je mozZné zviditelnit i samostatnou Zenskou
frakci. Kromé zelené sondy hybridizujici s Y chromozomem tak bude v preparatu svitit
i Cervend sonda navdzana na X chromozom. V muZskych somatickych burikach se rozsviti
Cervend i zelend barva, v Zenskych dvé Cervené barvy. Burky, které sviti jen jednou
barvou nebo nesviti vibec, jsou pravdépodobné poSkozené nebo sonda nestacila
hybridizovat. Tyto butiky nelze zahrnout do genetické analyzy (ANSLINGER et al. 2007).

Oproti barveni digoxigeninem, tato technika minimalizuje riziko faleSné
negativniho vysledku. Ten miZe vzniknout nedostate¢nou hybridizaci s digoxigeninem,
preparét se pak jevi, jako by v ném nebyly Zadné muzské buriky. V ptfipad¢ barveni obou
pohlavnich chromozom lze tsp&$nost hybridizace posoudit z podilu bunék, které nesviti

nebo sviti jen jednou barvou.

5.1.3. Citlivost laserové mikrodisekce a diferencidlni lyzy

Ve vagindlnim stéru je obvykle mnohondsobné vice bunék epitelu neZ spermii.
V provedenych studiich prokdzala LM vyssi citlivost neZz diferencidlni extrakce, a to
pfi riznych vzdjemnych pomérech spermii a epitelovych bunék. Citlivost metody se
posuzuje podle jistoty, s jakou lze identifikovat jedince, tedy s jakou pravdépodobnosti je
stanoveny genotyp v populaci unikatni.

Elliott a kol. v roce 2003 analyzoval vaginalni stéry odebrané v riznou (zndmou)
dobu od znésilnéni, které obsahovaly rizné velky podil spermii, aby otestoval citlivost LM
ve srovnani s diferencidlni lyzou. Vzorky byly nasklicka naneseny vzdy ve dvou
paralelach, kazdé sklicko obsahovalo urcity pocet spermii (od nékolika jednotlivych
do cca 300 spermii). Z kazdého vzorku pak byla DNA izolovdna jednak laserovou
mikrodisekci, jednak diferencidlni extrakci. Ukazalo se, Ze za danych podminek je LM
citlivgj§i v 15 ze 16 piipadi. U vzorku, kde diferencidlni extrakce dosdhla lepSiho
vysledku nez LM, doslo k bliZe nespecifikovanym komplikacim pfi izolaci buné€k, proto se
do PCR dostalo vyrazné¢ mens§i mnozstvi DNA nez u vzorku z diferencidlni lyzy.

Na zakladé této analyzy lze konstatovat, Ze UspéSnost diferencidlni extrakce je

limitovdna mnoZstvim spermii ve vzorku. Geneticky profil umoZnujici individualni
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identifikaci pachatele nelze stanovit, pokud do extrakce vstupuje méné neZ cca 200
spermii (ELLIOTT et al. 2003).

Dalsi proménnou, ktera ovliviiuje citlivost obou metod, je doba od znésilnéni
do odebréni vzorku. V této dobé¢ totiZ dochazi k destrukci DNA endogennimi nukledzami,
pfestoZe spermie se na prvni pohled jevi intaktni. Analyza degradované DNA je moZn4,
jeji vysledky jsou ovSem velmi zdvislé na Cistoté¢ izolované DNA. Pravé diky své
schopnosti izolovat jen konkrétni butiky, a z nich extrahovat Cistou DNA, prokazala LM
vyssi citlivost i u vzorkl obsahujicich dostate¢ny pocet bunék naizolaci diferencidlni

extrakci (ELLIOTT et al. 2003).

5.2. Tkéné z potratu

Genetickd analyza plodu se provadi pfi urovani paternity, tedy pfi identifikaci
biologického otce plodu. Otec plodu je mezi podezielymi z vrazdy t€hotné Zeny nebo
Zeny, ktera nedavno prodélala potrat. Po biologickém otci se patra také v pripadé incestu,

tehotenstvi nezletilé divky nebo téhotenstvi v disledku znasilnéni.

5.2.1. Dosavadni metoda stanoveni paternity

Pokud dojde k potratu vétSiho plodu, jeho buriky lze pfimo podrobit genetické
analyze. Pfi interrupci v Casné fazi vyvoje vSak dochézi k fragmentaci zédrodku a placenty,
a tak nelze makroskopicky odliSit matefskou tkan, kterd je v pfevaze, od minoritni tkdné
plodu.

Standardni postup, jak stanovit geneticky profil plodu z takového materidlu, je
namatkové odebrat a analyzovat n&kolik vzorkl tkané z riznych mist. Ve smési tkani
odebranych pfi potratu jsou matefské buriky vétSinou v pfevaze, a proto je velké riziko, Ze
se do vzorkd dostanou pfednostné. V tom piipadé se DNA plodu pii PCR vibec
neamplifikuje a vysledkem genetické analyzy je profil DNA matky. Pokud je zastoupeni
bunék plodu v odebraném vzorku alespon jedna desetina, vysledkem je profil smiSeny
(ROBINO et al. 2006).

Nevyhodou tohoto postupu je velkd spotifeba chemikélii a Casu potfebnych

ke zpracovani mnoha vzorki neurcitého ptivodu.
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Obvykle se provadi navic analyza Y-STR lokusi, protoze k tomu neni zapotiebi
separovat buriky plodu od matefskych (specificky se amplifikuji pouze useky na muzském
Y chromozomu, které v matefské DNA nejsou). V ptipad¢, Ze se jedna o plod muzského
pohlavi, podafi se stanovit jeho Y-haplotyp, ktery se musi shodovat s Y-haplotypem
biologického otce. Ale jak jiZz bylo fefeno, analyzu Y-haplotypu nelze pouzit

k individudlni identifikaci jedince.

5.2.2. Laserova mikrodisekce choriovych klkti

Laserovou mikrodisekci 1ze izolovat samostatné buriky plodu, a stanovit tak jeho
Cisty geneticky profil bez kontaminace matefskymi alelami. Vzhledem k fragmentaci
plodu a placenty pfiprovadéni potratu je pro uCely genetické analyzy nejvhodné;jsi
izolovat buiiky choriovych klki. Choriové klky jsou casti placenty, ktera vznika
z chorionu, vnéjsiho plodového obalu embryonaélniho ptivodu. Chorion se pomoci vybézku
(klkd) zanofuje do stény délohy v raném stiddiu vyvoje zarodku. Choriové klky jsou
dostatecné malé, aby se vyhnuly fragmentaci, ale pod mikroskopem je mozné je
morfologicky odliSit od zbytku placenty (obr.7). Odumirajici choriové klky ve sténé
délohy pretrvavaji po dobu ¢tyt az péti tydnd od potratu (ANDERSON a DAVIS 1968). Diky
tomu je mozné urCit pachatele znésilnéni, v jehoZ dusledku plod vznikl, i po né€kolika

tydnech od jeho spachani.

. Pfevzato z BAUER et al. 2002, upraveno.

17



Vzorek tkané z potratu se zpracovava standardnimi histologickymi technikami,
jako je fixovani ve formalinu, barveni hematoxylin-eosinem, zataveni do parafinového
blocku a nafezini nafezy o tloustce kolem S pum. Rezy se nanesou na skli¢ko &i
membranu ur¢enou pro LM a izoluji se burniky choriovych klki. DNA se extrahuje
ve standardnim lyza¢nim pufru s proteindzou K, a dale se provadi standardni geneticka
analyza, kterou se stanovi Cisty geneticky profil plodu (BAUER et al. 2002). Jeden choriovy
klk obsahuje fadové desitky bunék. Pro stanoveni uplného genetického profilu staci
analyzovat 50 bunék (ROBINO et al. 2000).

Pomoci LM je mozné vyfeSit dosud nevyfeSené piipady znésilnéni
z archivovanych fezi materialu z potratu. Pokud se dfive nepodafilo izolovat buriky plodu,
nebyl stanoven ani jeho geneticky profil. JestliZe nebyly k dispozici jiné diikazy, pachatel
zndsilnéni nemohl byt usvédéen a vzorek byl archivovdn mezi nevyfeSenymi piipady.
U archivnich vzorki vSak existuje nezanedbatelné riziko kontaminace exogenni DNA,
ke které mohlo dojit v patologické laboratofi pfi zpracovani vzorku (barveni nebo fezani
na mikrotomu bez zajisténi sterility). Aby byla zajiSténa sterilita prostifedi pfi zpracovani
vzorku, pro fixaci a barveni se musi pouZit novy roztok nakazdy fez a mikrotomové

¢epele na jedno pouziti (BUDIMLUA et al. 2005).

5.2.3. UrCovani paternity

Geneticky profil autozomalniho STR lokusu je tvofen dvojici alel, z nichZ jedna
alela se dédi od otce a druha od matky. Pfi urovani paternity se stanovi geneticky profil
zvIlast u plodu a zvlast' u matky. Jednu alelu z kazdé dvojice plod zdédil od matky, v jedné
se tedy musi shodovat. Druhd alela plodu pochédzi od jeho biologického otce (dale
,otcovska“ alela plodu).

U muze podezielého ze znasilnéni se stanovi geneticky profil. Pokud se v daném
lokusu ,,otcovska“ alela plodu neshoduje s jednou z alel podezfelého, tento muz neni
otcem plodu. Pokud ma kazda ,otcovska“ alela plodu v pfislusnych lokusech svij
ekvivalent mezialelami podezielého, lze prohldsit, Ze suritou definovatelnou
pravdépodobnosti je tento muz otcem. Mira této pravdépodobnosti zdvisi na poctu
testovanych lokus®, na konkrétnich alelach, které dany jedinec nese a na Cistoté

stanovenych genetickych profilii.
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Dopliikovd analyza Y-haplotypu mize uplodu muZského pohlavi zvysit miru

pravdépodobnosti spravného urceni otcovstvi, nebo otcovstvi vyvratit.

5.3. Vlasy

5.3.1. Stavba, riist a vyvoj vlasu

Vlas se sklada ze tfi vrstev. Uvnitf je dfen, kterd tvofi nejméné objemnou Cést
vlasu, n€kdy dokonce nenfi pfitomna viibec. Silnou stfedni vrstvu vlasu tvoii kira (kortex)
a na povrchu je tenkd kutikula. Buniky kury jsou dlouhé aZz 100 pm. Probihaji podél vlasu
a jsou vyplnény keratinovymi fibrilami. Kutikula je tvofena 5 — 10 vrstvami plochych
bun¢k o délce 5-10 um, které vzdjemné presahuji ve sméru od kofene vlasu ke Spicce
(WEl et al. 2005).

Kortex a dfei obsahuji vej¢itd granula melaninu, vlasového pigmentu. Tmava
barva vlasu je determinovdna obsahem eumelaninli, naproti tomu phaeomelaniny
zpusobuji svétlé a zrzavé zbarveni. Eumelaniny jsou silné inhibitory PCR. Phaeomelaniny
tak silné inhibi¢ni Gc¢inky nemaji, nicméné jejich role v PCR neni doposud pfilis
prozkoumana (MCNEVIN et al. 2005).

Vlas vyrusta z vlasového folikulu, kde se neustéle déli zdrode¢né buniky. Davaji tak
vznik novym vlasovym buinkdm, které star§i buriky vytlaCuji ven z folikulu. Krétce
po diferenciaci ze zarode¢né buriky zacnou kortikdlni buriky syntetizovat intermedidrn{
filamenta o-keratinu. Keratinova vldkna se diky obsaZené aminokyseliné cysteinu propoji
disulfidovymi mustky a vytvoii tak pevné fibrily. Jadro buriky zlstane zaklinéno
mezi provazanymi fibrilami keratinu. Jak jsou kortikdlni bunky vytlacovany z folikulu,
dehydruji se a dochazi k apoptéze. Apoptéza je fizend smrt buriky, pfikteré dojde
ke ztrat¢ organel a dvouvladknovym zlomim na DNA mezi histony. Tak vzniknou
fragmenty o maximalni délce 200 nukleotida.

Vyvoj vlasu ma tfi stddia. Prvni a nejdelSi je anagenni stddium, které trva
2 az 4 roky a dochazi pti ném k aktivnimu riistu vlasu. Béhem katagenn{ faze vyvoje, ktera
trvd 2 az 3 tydny, dochdzi k ukonceni mitdzy v zarodecnych burikach. Posledni, telogenni
faze vyvoje vlasu trva cca 3 mésice a dochazi pfini k apoptéze a keratinizaci bunck

ve vlasovém kotinku (MCNEVIN et al. 2005).
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5.3.2. Dosavadni zplsob zpracovani vlasu

Geneticka analyza vlasu je obtiznd, protoZe vlas obsahuje inhibitory PCR, napf.

keratin (v kortexu) a melanin (v dfeni a kortexu).

5.3.2.1. Analyza jaderné DNA

Geneticky profil z jaderné DNA lze stanovit u vlast ve stddiu rlstu, nebo té€sné
po jeho ukonceni. Takovy vlas je vytrZen i s bunéénymi obaly, které obsahuji zachovalou
nebo jen caste¢né degradovanou jadernou DNA. DNA se extrahuje z rozpusténého
vlasového folikulu s bunéénymi obaly fenol-chloroformovou extrakci (DI MARTINO et al.
2004b), nebo s pouzitim specidlniho kitu na zpracovéani vlast. Z extrahované DNA se
stanovi geneticky profil.

Nevyhodou extrakce jaderné DNA zcelého vlasového folikulu je riziko
pfitomnosti velkého mnoZstvi keratinu, ktery vypliuje vétSinu folikulu, coZ vede

k inhibici PCR. Bez uspé&$né amplifikace pak nelze stanovit geneticky profil.

5.3.2.2. Analyza mitochondridlni DNA

U vlasového stvolu bez asociovanych bun€k nebo u vlasu po ukonceni ristu je
obtizné stanovit alespoii CasteCny geneticky profil. Proto se pfistupuje k analyze
mitochondridlni DNA (mtDNA), kterd neni béhem rlistu vlasu degradovana tak rychle
jako jadernd DNA. Mitochondrie obsahuji malou kruhovou molekulu DNA, kterd
neobsahuje Zadné repetitivni sekvence, jako tomu je u jaderné. Proto nelze z mtDNA
stanovit STR profil, ale musi se urCit pfimo primdrni struktura mtDNA, sekvence
nukleotidll v hypervariabilnim tseku nekédujici D-klicky.

Vyhoda analyzy mtDNA oproti jaderné je jeji vys§i odolnost a vét§i pocet kopii
v burice, ve které se nachazeji tisice mitochondrii, ale jen jedno jadro. Nevyhody
mitochondridlni analyzy jsou hned tfi. Prvni znich je nezanedbatelny vyskyt
heteroplazmie, kdy jedinec nese mozaiku dvou ¢i vice odliSnych linif mitochondrii, které
obsahuji rizné molekuly mtDNA. Druhd nevyhoda analyzy mtDNA je fakt, Ze se
mitochondrie v nezménéné podobé piedavaji po matefské linii, a proto s jejich pomoci
nelze individudlné identifikovat jedince, lze pouze vylou¢it moZné pachatele. Posledni
nevyhoda je nedostatek dat v databazich, které jsou koncipovédny jen pro STR analyzu

(MCNEVIN et al. 2005).
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5.3.3. Izolace bun¢€k vlasu laserovou mikrodisekci

LM umozZnuje izolaci jednotlivych bun€k asociovanych s vlasovym folikulem
(obr. 8), a diky tomu téméf nedochazi ke kontaminaci vzorku keratinem a melaninem
(D1 MARTINO 2004b). Obsah DNA a obsah inhibitord ve vzorku je proto ve vyhodnéj$im
poméru neZ pri extrakci DNA z rozpusténého vlasového folikulu. V disledku toho PCR

probihd l€pe, coZ mUlize byt zasadni pro stanovenfi kvalitniho genetického profilu.

Obr. 8. Laserova mikrodisekce bunék asociovanych s viasem. Prevzato ze SEIDL a

NoOvVOTNY 2007, upraveno.

5.3.4. Geneticka analyza vlasu

Z vlasu lze izolovat jen nékolik jednotlivych bunék. Pro zpracovéni tak malého
poctu se pouzivd modifikovany protokol, napt. PCR v redukovaném objemu (GAINES et al.
2002), LCN-PCR (GILL 2001) nebo prodlouzena PCR (GILL et al. 2000). Vzhledem

k moZné fragmentaci DNA je vyhodné analyzovat pouze kratké STR lokusy. Uginnost
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genetické analyzy fragmentované DNA se jesté zvySuje pouZitim primerd nasedajicich
pii PCR bliZe k repetitivnimu dseku (HELLMANN et al. 2001).

Po stanoveni profilu DNA je zapotiebi provést jeho sprdvnou statistickou
interpretaci, nebot’ pfi analyze miZe dochédzet k drop-outu, kontaminaci cizi alelou atd.
Pouzitim LM se zvySuje Cistota vzorku a moZnost amplifikace extrahované DNA.

Stanoveny geneticky profil je tak priikazné;si.

6. DalSi moznosti vyuZziti laserové mikrodisekce

LM vynikd svou schopnosti izolovat skute¢né¢ homogenni populaci bunék.
Zachovava pritom piivodni obsah bun¢k nepoSkozeny, pouZitelny k analyze jak na drovni
nukleovych kyselin, tak proteint. Proto se pouZziva zejména v oblasti patologie a vyzkumu
rakoviny, nicméné uplatnéni nachazi v poslednich letech i v oborech jako je molekularni

biologie, cytogenetika, proteomika a vyvojova biologie.

6.1. Vyzkum rakoviny

V patologicky zménénych tkdnich se obvykle vyskytuje mozaika zdravych a
poskozenych bun¢k. Pomoci imunohistochemického barveni Ize odlisit butiky podle jejich
funk¢nich a fenotypovych projevili, pomoci LM je izolovat a analyzovat zvlast'.

Ke vzniku rakoviny dochdzi zrGznych pfiCin, jednou znich jsou mutace:
multiplikace genu pro néktery rustovy faktor ¢i jeho receptor, delece v supresorovych
genech, apod. Oddélenou analyzou bunék zdravych, premalignich, malignich a
metastazovych (vSechny z jednoho jedince) lze jednoznac¢né definovat muta¢ni zmény
vedouci ke vzniku rakoviny (CURRAN et al. 2000).

Genetické ,,otisky prsti“ stanovené zvlast zrakovinnych a ze zdravych bunék
umozni identifikovat konkrétni mutaci individudin¢ ukazdého pacienta. S urenim
molekuldrniho profilu naddoru je mozné stanovit jeho presnou diagnézu, prognézu a najit

e

nejvhodnéjsi terapii (FEND A RAFFELD 2000).
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6.2. Bunécna signalizace

At uZ pro ucely imunologie, Zivocis§né fyziologie, neurobiologie nebo bunécné
biologie, LM nachdzi uplatnéni ve vyzkumu buné&cné signalizace. Oddéleni jednotlivych
typl bun¢k umoZiuje vyzkum jejich povrchovych molekul, receptorti a signalizacnich
schopnosti (CURRAN et al. 2000). Prakticka aplikace této techniky v mediciné je napf.

v oboru endokrinologie, pfi vySetfovani pacientli s poruchou hormonalni regulace.

6.3. Cytogenetika

Izolace samostatného chromozomu nebo jeho urcité ¢asti umoZiiuje vyvoj novych
sond pro FISH (SCHERMELLEH et al. 1999). Diky tomu lze sledovat translokace a fuze

chromozomi pro t¢ely prenatalni diagnostiky (BURGEMEISTER 2005).

6.4. Proteomika a genov4 exprese

Proteomika se zabyva studiem proteinti, zkouma kromé¢ jejich posttranslaénich
modifikaci a vzajemnych interakci také jejich lokalizaci v bunéénych kompartmentech a
riznou miru exprese v ruznych tkanich. Posledni dvé jmenované otazky mohou byt

zodpovézeny s pomoci LM a dvojrozmémé gelové elektroforézy (CRAVEN et al. 2002).

6.5. Vyvojova biologie

Izolace bunék laserovou mikrodisekci nebrani jejich pieZiti a zachovéani spravné
funkce. Je mozZné izolovat napif. Zivé kmenové burky z tkanové kultury nebo Zivé

organizmy mikroskopické velikosti, jako je C. elegans (OLYMPUS 2007).

7. Shrnuti a zavér
Laserova mikrodisekce je rychld, pfesnd metoda pouZitelna na Siroké spektrum

preparatd, vcetné archivnich. Ma oproti zavedenym postupiim fadu vyhod. Izolace je

bezdotykova, nevyzaduje manualni zrucnost ani velké zkuSenosti. Ve srovnani s izolaci
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bun¢k pomoci mikromanipuldtoru pti LM nehrozi riziko mechanického poskozeni ¢i
ztraty bunék. Je mozné izolovat DNA pouze z vybranych bun¢k, bez pfimési neZadouci
DNA. LM umoziuje odbér prave tolika buné€k, kolik je zapotfebi pro genetickou analyzu,
zatimco zbytek prepardtu zistdvd nepoSkozeny a bez kontaminace, muZe se pouZzit
opakované, tfeba i za n€kolik let (po obnoveni vySetfovéani). S pouZitim fluorescencné
znaCenych protilatek proti specifickym antigendm lze laserovou mikrodisekci izolovat
urcité buiiky, které se od okolnich morfologicky neli§i. Laserem lze z buriky vyfiznout
pouze jadro nebo samostatné chromozomy, a tak oddélit DNA od cytoplazmy obsahujici
inhibitory PCR, jako je napf. keratin ve vlasech, nebo endogenni nukleazy, které degraduji
DNA. Pouzitim LM vétSinou odpadé nutnost kvantifikovat DNA.

Podstatnou nevyhodou LM jsou vysoké naklady na pofizeni mikroskopu
vybaveného zafizenim pro laserovou mikrodisekci. Dal§{ nevyhody vyplyvaji pfedevsim
z kratké doby jeji existence. Pro ucely LM je nutné preparaty pfipravovat bez kryciho
sklicka, avSak archivni vzorky kryci sklicko maji (nicméng, je mozné ho uvolnit pomoci
rozpoustédla). Vizualizace preparatu bez kryciho skli¢ka je pon¢kud obtiZnd, vyhledavani
bunék vyZaduje obarven{ preparétu. Ucinky n&kterych barviv na stabilitu DNA jsou dosud
pfedmétem zkoumani. Otazkou také zlstava vliv fluorescencniho barveni na kvalitu DNA
profilQ, tedy zda nedochézi k interferenci fluorescen¢niho zafeni, které vznika hybridizaci
chromozomi s fluorescencni sondou pii barveni bungk, s fluorescen¢nim zafenim, které se
méfi pfi elektroforéze.

V souhrnu lze fici, Ze vyhody LM jednozna¢né pfevazuji nad nevyhodami, které
budou dal§im vyzkumem ubyvat. Moje budouci diplomova prace se proto zaméti praveé
zdokonalit vyuziti LM na vzorky vlasl, protoZe o této problematice bylo publikovano
zatim nejméné informaci. Poprvé s touto moznosti pfisel Di Martino et al. v roce 2004, ale
od té doby se nikdo nepokusil jejich praci rozvést. Dals§i vyzkum se bude tykat analyzy
smiSenych stop. O analyze vagindlnich stérd uz existuje podstatné vice informaci neZ
u vlast. Jak nastinila Katja Anslingerova et al. v roce 2005 a 2007, LM je v kombinaci
s fluorescencné znaCenymi protildtkami nezbytna pfi separaci jednotlivych buné€k stejné
morfologie. Vyvoj novych specifickych protildtek tak miZe oteviit nové pole pisobnosti

laserové mikrodisekce ve forenzni genetice.
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