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attre sjukdomsbild 1 framtiden

med laserbaserad mikrodissektion

[Malet med diagnostik av sjukdomar ar att kunna ge en sa
exakt diagnos och prognos av aktuella forandringar att de
mojliggor den mest effektiva behandlingen och uppfoljning-
en. Att né detta mal ar svart eftersom en hornsten och forut-
sattning for diagnostik av méanga sjukdomar, inklusive néstan
alla tumorsjukdomar, dr mikroskopisk undersékning av vav-
nad och celler. Alla som arbetar med eller har arbetat med
mikroskopisk undersdkning av sjuk vdvnad vet att den mik-
roskopiska bilden kan uppvisa en stor variation (heteroge-
nitet). Det som anvéinds som ett entydigt sjukdomsbegrepp
eller en entitet kan inom sig rymma ett variabelt spektrum av
histologiska forandringar. Denna variation sammantaget med
att diagnostiker tolkar bilder olika medf6r svarigheter att i vis-
sa fall nd en siker diagnos. Dock &r mikroskopisk undersok-
ning av vdvnadssnitt firgade med histokemiska och immun-
histokemiska metoder fortfarande den i sdrklass bésta meto-
den att sikerstilla en korrekt diagnos.

Modern teknik mojliggor redan idag analys av genetiska
fordndringar, vilket medfor att ytterligare information kan
laggas till den rent morfologiska. Genom tilldgg av genetisk
information kommer bland annat betydelsen av heterogenitet
att kunna kartlaggas. Framtidens behandling av sjukdomar,
exempelvis tumorer, kommer med all sannolikhet att krdva en
forfinad analys av savdl geno- som fenotyp for att kunna
skraddarsy en optimal behandling samt att folja effekterna av
dessa.

En tumor byggs upp av olika celltyper, dels malignt trans-
formerade celler, dels stodjevavnad (stroma), blodkérl och in-
flammatoriska celler. I vissa former av cancer utgors endast
en liten del av tumoren av malignt transformerade (genetiskt
fordndrade) »tumorceller«. Att bena upp olika ingédende kom-
ponenters bidrag i sjukdomdomsprocessens initiering och
progression kan av allt att doma endast goras genom att inga-
ende delkomponenter analyseras separat.

Det finns sdledes ett behov av tekniker och apparatur som
klarar av att analysera saval heterogenitet som aktivitet i oli-
ka tumorbestandsdelar. Férutom tumdrsjukdomar torde det
dven finnas ett intresse av att kunna analysera de olika cellpo-
pulationer som utgoér grunden for olika inflammatoriska och
degenerativa sjukdomar. Vi beddmer att de nya instrument
for mikrodissektion som nu finns tillgéngliga i kombination

N4

SAMMANFATTAT

De senaste arens tkade kunskaper om arvsmassans
struktur och betydelsen av forandringar i denna har
Okat intresset for att kunna analysera genuttrycki olika
delar av saval sjuk som frisk vavnad.

| denna artikel pekar vi pa mojligheter att uppna detta
med laserbaserad mikrodissektion.

Med denna teknik kan definierade cellpopulationer
och aven enskilda celler isoleras och analyseras.

Mikrodissekerat material blir fritt fran tillolandning av
omgivande celler och kan specifikt uppsamlas for ana-
lyser med modern molekylarbiologisk teknik.

Av dessa tekniker kan namnas genamplifiering och se-
kvensering, realtids-PCR och olika array-tekniker.

Tveklost kommer kombinationen av dessa teknologier
att fa stor anvandning inom saval grundforskning som
mera kliniskt applicerad forskning och i framtiden bli
en del av den kliniska vardagen.

med moderna tekniker for analys av DNA och RNA mgjlig-
gor denna typ av analyser.

Mikrodissektion — en ny och gammal teknik
Sa kallad manuell mikrodissektion, det vill siga mikrodissek-
tion med hjdlp av en skalpell eller nél, har utforts pa celler och
vévnader under lang tid inom medicinsk forskning. For vissa
andamal &r denna teknik tillrdcklig, till exempel da storre en-
heter som en hel kortellobulus eller hel slemhinna skall fridis-
sekeras. Da behovet av mer rena cellpopulationer vuxit fram
under senare ar har mikrodissektion dven fatt en dkad bety-
delse inom tumorforskningen.

Emellertid dr manuell mikrodissektion en tidsédande pro-
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Laser-MicroSystem Family

Robsal-AAarsipndibar
el Bobot-Stage

Laser-interincn

Figur 1. Uppstéllningen av PALM-systemet visar schematiskt de
fyra ingaende enheterna: mikroskop, laser, mikromanipulator
och dator.

cess dir man alltid riskerar att fa tillblandning av icke 6nsk-
virda celltyper. Tillblandning av olika celltyper kan bli 6des-
diger och ge falska resultat om materialet anvénds for analy-
ser som anvander kénslig PCR(polymeraskedjereaktion)-me-
todik.

Redan for mer &n 20 ar sedan utvecklade gruppen kring
Meier-Ruge i Basel ett UV-laserbaserat mikropreparationsin-
strument som gjorde det mojligt att skéra tunna skivor eller
enstaka celler fran fryst vivnad [1, 2]. Emellertid gav denna
teknik utbredda artefakter vilket omojliggjorde atfoljande
adekvata morfologiska bedomningar inklusive immunhisto-
kemi.

Under de senaste aren har det skett en ndrmast explosions-
artad utveckling av laserbaserad mikrodissektion, vilket
bland annat avspeglas i ett stort antal vetenskapliga artiklar
och att det sedan 1998 anordnas aterkommande konferenser
fokuserade pa mikrodissektion.

Flera instrument pa marknaden

Olika firmor har attackerat problemet med mikrodissektion
pa olika sitt. Det system som vi kinner bast till och har erfa-
renhet av 4r PALM (Positioning and Ablation Laser Micro-
beamsscope, se http://www.palm-mikrolaser.com). Ett annat
system som utvecklats d&r LCM (Laser Capture Microdissec-
tion, se http://dir.nichd.nih.gov/lcm/lcm.htm).

LCM bygger pa att en virmegenererande laser samman-
smaélter en polymerfilm med vivnad av intresse. Vavnadssnit-
tet ticks av en transparent film som kan fas att sammansmal-
ta med den underliggande vivnaden da filmen trédffas av la-
serstralen. Mikroskopiskt utvalda cellpopulationer eller cel-
ler fran ett vidvnadssnitt kan med hjélp av den finfokuserade
laserstrélen specifikt 6verforas till polymerfilmen. Denna kan
sedan transfereras till ett analysror for vidare processning
med exempelvis PCR. LCM har anvints for att studera gen-
fordndringar i grupper av tumorceller [3-5], till exempel en-
staka grupper prostata-adenokarcinom-kortlar [6], medan
PALM-systemet dven mojliggér undersokning av enskilda
celler [7-9].

PALM-systemet arbetar med en kvidvelaser, kopplad till
ett mikroskop vanligen av typen Axiovert 135 (Figur 1). Ett
objektiv fokuserar laserstralen pa objektet, vilket ger en »spot
size« mindre &n 1 um. Denna koncentration av fotontéthet kan
anvindas for att destruera enskilda celler eller vivnad utan att
skada eller paverka angransande celler [10, 11]. Genom att
anvinda »laser cutting« kan man séledes isolera intakta cell-
grupper eller enskilda celler pa ett vivnadssnitt. Dessa kan se-
dan »plockas« upp och 6verforas till ett provror for att anvén-
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Figur 2. Bilden visar schematiskt anvédndande av lasermikrodis-
sektion med »katapultning« (LPC) fér uppsamling av isolerat
material.

A. Vdvnaden har monterats pa ett 1,35 um tunt polyetylenmem-
bran som ér fastsatt pa ett objektglas med fixogum.

B. Mikrodissektion av materialet som ldmnar ett glapp mellan
valda och icke valda celler.

C. LPC av det utvalda, dissekerade materialet till locket av ana-
lysréret.

das vidare, till exempel som mall fér PCR. Den fokuserade la-
serstrilen medger till och med att enskilda kromosomer eller
delar av kromosomer kan isoleras och tas om hand for analys
[12]. Forutom mikrodissektion kan PALM-systemet dven an-
véindas for mikromanipulation.

Uppsamlande av viavnad

Beroende pa vilka fragestéllningar man har viljs utgdngsma-
terial och metod for analys. Ett vanligt vdvnadssnitt, forslags-
vis 12—16 pm tjockt, fran farsk eller fixerad vavnad ldggs pa
ett tunt objektglas. Detta kan sedan fargas med histo- eller im-
munhistokemiska metoder. Dérefter isoleras de celler man
vill underséka med hjélp av »laser cutting«. Genom anvén-
dandet av mikromanipulatorn gér det att direkt samla upp det
dissekerade materialet pa spetsen av en nél eller kapillarpipett
[13].

En nackdel ar svérigheten att sikert fora 6ver det upplock-
ade materialet till provroret. Systemet har darfor vidareut-
vecklats med ett sd kallat »Laser Pressure Catapulting«
(LPC)-system (Figur 2), vilket medger direkt uppsamling av
mikrodissekerat material i ett provror [14]. Denna »katapult-
ning« uppnas genom att sinka fokuseringen av laserstralen
strax under vdvnadssnittet och sedan »skjuta« upp isolerade
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Figur 3. Denna bild illustrerar praktisk anvdndning av mikrodis-
sektion och LPC. Som utgdngspunkt har arkivmaterial frén ett
kolonadenokarcinom anvénts. Oversta raden visar vdvnadssnitt
(med cancerkértlar) fére mikrodissektion, andra raden visar
samma vévnadssnitt efter mikrodissektion, tredje raden visar
snittet efter »katapultning« med LPC och i nedersta raden ses
locket av analysréret med det material som uppfangats med
LPC. Fran detta material kunde en punktmutation i kodon 12 av
c-Ki-ras2 -mRNA pavisas efter nested RT-PCR-analys [16].

celler eller cellgrupper i locket av ett s& kallat Eppendorfror.
Savidl DNA som RNA har visat sig bli vdlbevarat med denna
metod. Figur 3 visar flera exempel pé celler och vidvnad som
isolerats och sedan uppfangats via LPC for vidare analyser.

Analysmetoder

I manga fall ar det 6nskvért att erhalla enstaka celler f6r PCR-
eller RT-PCR-baserade analyser. Utgédngskraven &r olika be-
roende pa vilken vivnad som skall undersokas (fixerad eller
ofixerad). I fall dir DNA skall analyseras fran formalinfixe-
rad vivnad maste formalinets degraderande effekt p4 DNA
beaktas, varfor minst ett 100-tal celler bér anvindas som
startmaterial for att nd reproducerbara resultat [15]. Anvands
4 andra sidan fryst ofixerat material kan till och med enskilda
celler framgéngsrikt analyseras [13].

For att forstirka mangden utgdngs-DNA kan olika meto-
der anvindas. DOP(Degenerate oligo priming)-PCR och
PEP(Primer Extension Preamplification)-PCR anvinds som
ett forsta steg for universell amplifiering av vilket DNA som
helst. Metoderna bygger pa att man tillfor en stor méangd oli-
ka, ospecifika och korta primers som kan binda dverallt lings
genomet. Efter PCR fas en méingd olika fragment av DNA
som representerar utgdngscellens DNA. Efter detta steg kan
sedan specifika primers anvéndas for att amplifiera den gen
man dr intresserad av.

I fall dir mRNA analyseras anvidnds omvénd transkription
déir degraderingskinsligt RNA omvandlas till mer stabilt
c¢DNA [16]. Teoretiskt racker det med mRNA fran en enda
cell, men i praktiken behdvs betydligt flera dd man vid fixering
néstan alltid far brott pd& RNA-strangarna, och da farsk vavnad
hanteras bryts RNA litt ned av RNA-degraderande enzymer
(RNAser). Av denna anledning maste RNA-strdngar kopieras
over till DNA-strangar innan de kan amplifieras. De isolerade
och upplockade cellerna analyseras, och dérefter isolerar man
mRNA med hjélp av olika tekniker, till exempel magnetkulor.
Enzymet omvént transkriptas anvinds sedan for att tillverka
komplementirt DNA (cDNA), vilket dérefter kan amplifieras
med olika tekniker. Nyligen publicerades en studie av trans-
kriptionsprofiler som beskriver ett detaljerat protokoll for
cDNA-syntes och RT-PCR pé mikrodissekerat material [17].

Laserbaserad mikrodissektion inom tumérforskning
Laserbaserad mikrodissektion kan med fordel anvidndas inom
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Figur 4. Figuren visar hur en enskild tumdrcell plockas upp med
hjélp av laserassisterad mikrodissektion. Till héger ses p53-im-
munoférgat snitt av ett basalcellscancerférband fére mikrodis-
sektion, i mitten ses tre enskilda tumérceller isolerade och till
védnster ses den ena av dessa celler upplockad pa spetsen av en
tunn glaskapillér [9].

tumorforskning for att analysera definierade cellpopulationer
eller enstaka celler i ett vavnadssnitt. Tekniken medger dven
mdjlighet att isolera och samla in celler fran cytologiska pre-
parat inkluderande cytocentrifugerade glas. Det dr ocksa moj-
ligt att isolera enskilda kromosomer eller delar av kromoso-
mer med denna teknik.

Vi har undersokt savél kroniskt solbelyst hud [8] som en-
skilda tumorceller fran basalcellscancer [9] med avseende pa
forekomsten av mutationer. Den gen vi undersokt dr p53 (den
gen som oftast 4r muterad i human cancer). Vi utgick ifrdn
tunna skivor (16 pm) av farsk tumorvévnad som immunhisto-
kemiskt fargats med en antikropp mot p53. Med hjélp av den
mikromanipulator som dr en del av PALM-instrumentet
»plockade« vi sedan upp enskilda, isolerade tumoérceller (Fi-
gur 4). Vi anvdnde en PCR-teknik som bygger pa amplifie-
ring i tvd omgangar (nested) och med flera olika primers
(multiplex) kombinerat med direkt sekvensering av geno-
miskt DNA. Vi fann att p53-mutationer var vanligt férekom-
mande i normal hud [8]. I basalcellscancer fann vi att savél
celler som fargats med p453-antikroppen som p53-negativa
celler visade identiska mutationer. I enstaka celler fanns yt-
terligare p53-mutationer som tecken pa tumorheterogenitet.
Vidare gav denna teknik slutsatser som att basalcellscancer
utgar fran en cell och att p§3-mutationer sker tidigt under tu-
morutvecklingen [9].

Redan idag har tekniken anvénts for undersdkningar av
Hodgkins sjukdom. Genom att selektivt kunna analysera de i
minoritet forekommande Reed-Sternberg-cellerna har man
kunnat avgora att dessa dr monoklonala och av B-cellsur-
sprung [18].

Flera andra omraden inom lymfomforskningen lampar sig
ocksé vil for mikrodissektion av enstaka celler eftersom tu-
morcellspopulationen kan vara blandad och omges av en stor
mingd normalceller. Att undersoka de tumdrceller som finns
spridda i epidermis vid till exempel mycosis fungoides (en
form av hudlymfom) eller forstadier av malignt melanom
(melanom in situ) kan endast goras om enskilda celler isole-
ras och analyseras [19]. I flera tumdrer som ar blandade, till
exempel spottkorteltumorer, embryonal cancer eller bifasis-
ka sarkom, skulle forfinad mikrodissektion kunna anvéndas
for att forsta de olika ingdende komponenternas betydelse.

Tekniken ar ocksé etablerad vid Norwegian University of
Science and Technology (NTNU) i Trondheim, dér den an-
vands for att isolera och studera genuttryck (mRNA) i ensta-
ka celler fran mag—tarmkanalen.

Stor betydelse i framtiden
Helt klart kommer lasermikrodissektion att fa betydelse inom
ett mycket stort antal omraden dir analys av cellaktivitet i en
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Fakta 1

Omraden dar laserbaserad mikrodissektion har
anvants eller kan tankas fa stor betydelse

Diagnostik:

e Cancer, heterogena cellpopulationer, malignitetsgradering
« Terapiresistenta cellpopulationeri en tumor

¢ Preimplantationsdiagnostik

Prenatal diagnostik

¢ Transplantatavstdtning, autoimmuna sjukdomar

¢ Missbildningar

Forskning:

« Cancer, heterogenitet, klonalitet, stromainteraktioner, angio-
genes

Utvecklingsbiologi, cellinteraktioner under fosterutveckling
Inflammatoriska tillstand, transplantationsmedicin

« Farmakologiska och toxikologiska studier

< Réttsmedicinska applikationer

komplicerad vdvnad dr 6nskvird (Fakta 1). Egentligen 4r det
bara fantasin som sitter granser for vad som kan undersokas
med dessa nya tekniker. Det ovan ndmnda exemplet med ba-
salcellscancer fokuserar bara pé en tumortyp och en gen. Na-
turligtvis finns en uppsjo av olika gener som ar av betydelse
for olika tumdrer. Enligt dagens forstaelse av hur cancer upp-
star kriavs det att flera olika gener férandras, forstors eller am-
plifieras. Sannolikt behovs ocksé forandringar i de gener som
har hand om DNA-reparation och genomets integritet for att
en malign tumoér ska uppstd. Lasermikrodissektion skulle
kunna bidra till att besvara grundldggande fragor sdsom i vil-
ken ordning dessa genetiska fordndringar sker, vilka celltyper
som 4r kénsliga for just vissa genfordndringar och vad som
skiljer olika forstadier till cancer frn fullt utvecklad och
spridd cancer.

Kanske finns det omrdden inom en tumoér som avspeglar
tumorens biologiska potential eller innehaller information
som medger en mer specifik behandling eller har genetiska
fordndringar som motverkar immunforsvarets forsok att be-
kdmpa tumoéren. Andra omraden inom tumdrforskningen som
kan dra nytta av denna teknik ar analyser av hur tumorceller
kommunicerar med och rekryterar det for tumdren nddvandi-
ga tumorstromat.

Forutom cancerforskning kan tekniken sikerligen utnytt-
jas for att battre forsta mekanismer bakom missbildningssyn-
drom, utveckling av ateroskleros och sjukdomar orsakade av
mikroorganismer, for att bara nimna nagra exempel.

Vi vill ocksé peka pé den nu ndrmast unika mdjligheten
som finns att kombinera morfologi med sofistikerade gen-,
transkriptions- och proteinanalysmetoder. Vi menar att moj-
ligheterna nu finns att skapa kraftfulla diagnostiska enheter
déar morfologiskt kunniga personer samarbetar nira med per-
soner med molekyldrbiologisk/immunologisk och genetisk
kompetens.

Dessutom ar det arkivmaterial som finns pa patologlabo-
ratorier i form av paraffinklotsar en »guldgruva« att anvindas
i analyser av denna typ savil retrospektivt som prospektivt.
Fixerat material kan anvindas for manga analyser, dock finns
det, som beskrivits ovan, en del problem nir smi méngder
celler anvéinds som utgangspunkt. Av denna anledning ar det
viktigt att det ocksa gors en systematisk frysning av farsk vav-
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nad (biobanking) for framtida analyser. Dessa biobanker, i
kombination med de vilutvecklade och tackande register som
vi har i Sverige, kommer att bli en ovérderlig kélla for fram-
tidens medicinska forskning.

Oppnar for okad forstaelse

Med nuvarande kraftfulla instrument inom molekylarbiolo-
gin, exempelvis DNA-mikroarraytekniker, kan nu i princip
aktiviteten av minniskans samtliga gener analyseras. Sddana
metoder i kombination med mikrodissektion kommer med all
sdkerhet att bidra till en 6kad forstaelse for hur olika vivna-
der och cellpopulationer &r aktiverade och/eller fordndrade
vid sjukdomsuppkomst.

Vidare kommer genetiska och fenotypiska skillnader att
kunna avgoras, liksom hur celler paverkar varandra pé olika
sitt, exempelvis »auto och parakrint«. Som f6ljd kommer det-
ta att leda till att sjukdomar kan savél diagnostiseras/prognos-
tiseras som behandlas battre. Vi star bara i speloppningen av
detta fascinerande falt.
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SUMMARY

Sharper diagnostic tool the future promise
of laser-assisted microdissection

Fredrik Ponten, Karin Teammeras, Erik Larsson
Lékartidningen 2002;99:3414-8

The paper describes the use of laser-assisted
microdissection to retrieve microscopically de-
fined cell populations including single cells from
tissue sections for subsequent analysis of genomic
DNA and mRNA. A general background is given on
the techniques available and requirements for PCR
based on minute templates. Different pre-PCR ap-
proaches are briefly described and possibilities and
limitations of using archival material compared to
fresh frozen tissue are discussed.

In the article we give one example on how we have
used the PALM laser microscopy system in combi-
nation with a nested, multiplex PCR system to ana-
lyze single normal keratinocytes as well as tumor
cells from a case of basal cell cancer. We found that
p53 mutations are common in normal, chronically
sun-exposed skin. Widespread yet common muta-
tions in the p53 gene that were unrelated to immu-
noreactivity for the p53 antibody were found in tu-
mor cells. In addition there were rare mutations in
occasional tumor cells that apparently did not re-
sult in selective growth advantage.

Perspectives for the future are presented and the
potential of laser assisted microdissection is high-
lighted within the fields of cancer research, devel-
opmental studies as well as studies of inflammato-
ry and degenerative diseases. The combination of
a method that allows careful selection of defined
cells with powerful micro array based techniques,
provides a setting with potential to uncover patho-
genic mechanisms for large variety of human di-
seases.
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I samband med 1994 érs handikappreform beslutade
riksdagen att stimulera utvecklingen av rehabilitering
och habilitering med 1,4 miljoner kronor, bidrag som
Socialstyrelsen fordelade och fdljde upp. Ett axplock
av de medicinskt fokuserade projekt som bedémts
vara av riksintresse har presenterats som separata
artiklar i Lakartidningen under 1996 och 1997 och i
serieform under 1999-2001.

Denna serie har nu samlats i ett sartryck, som av
Socialstyrelsens projektgrupp kompletterats med tva
rapporter som inte redovisats i tidningen.

Sartrycket tacker ett brett spektrum av rehabilitering
och habilitering, t ex vid slaganfall, demens och svars
hjarnskador, for barn med sarskilda behov och de
manga sma grupperna med ovanliga funktionshinder.
Skriften har distribuerats av Socialstyrelsen. En mind-
re upplaga finns att bestélla fran Lakartidningen.

Priset ar 85 kronor
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