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Laser Capture Microdissection:
Ein technischer Uberblick

Mit der Technologie der Laser Capture Microdissection
(LCM) verfiigen Forscher und Untersucher tiber ein Mittel
zur schnellen Isolierung ausgewdhlter Zellpopulationen
aus Schnitten mitkomplexen, heterogenen Geweben. Die
Fortschritte von Molekularbiologie, Proteomik und Mikro-
array-Technologien haben es ermdglicht, sehr effizient
eine betrachtliche Menge von Daten zu sammeln. Doch
auch die raffiniertesten Proteomik- und Molekulartechni-
ken sind nur von begrenztem Wert, wenn der Protein-,
RNA- oder DNA-Input nicht von einer reinen Population
von Zellen abstammt, die die jeweils interessante Mor-
phologie aufweisen. Wéhrend eine Grobbiopsie Protein-
werte, mRNA-Expression oder Anzahl der DNA-Strange
ber alle Zelltypen in einem heterogenen Gewebe mittelt,
kann die Laser Capture Microdissection den zu untersu-
chenden Zelltyp sauber von ,kontaminierenden” angren-
zenden Geweben trennen.

Die LCM bietet signifikante Vorteile gegeniiber anderen
Methoden der Anreicherung eines bestimmten Zelltyps
wie etwa der fluoreszenzaktivierten Zellsortierung (FACS),
Grobdissektion oder Zellselektion mit Antikorper-gebun-
denen Immuno-Beads aus Kollagenase-gelosten Gewe-
ben. Die LCMisteinzigartigim Hinblick auf ihre Effizienz,
Prazision und Fahigkeit, gefrorene Gewebe aus klinischen
Proben zu verwenden. Wahrend FACS und Immuno-Be-
ads-Zellen ausschlieBlich auf der Basis ihrer Antikorper-
Affinitdt selektieren, verwendet die LCM eine routinema-
Rige histologische oder fluoreszente Farbung zur positiven
Identifikation von Zelltypen (Abb. 1). LCM-Studien haben
Expressionsprofile von neuronalen Subtypen charakteri-
siert, Tumorzellen aus Biopsien zur Analyse von Gen-Ko-
pienzahlen undsomatischen Mutationenisoliertund post-
translationale Modifikationen in angereichertem Epithel
untersucht. Seit der erstmaligen Entwicklung dieser Tech-
nik durch Emmert-Buck und Mitarbeitern sind inzwischen
zahlreiche LCM-Systeme im Handel erhdltlich. LCM-Sys-
teme schmelzen entweder mit einem IR-gepulsten Laser
einenthermoplastischen Film tiber die zu untersuchenden
Zellen oder umschreiben einen ausgewahlten Gewebe-
bereich mit einem UV-Laser. Zu untersuchende Gewebe-
bereiche werden durch Adhasion an die Cap des Capture-
Rohrchens (wie in Abb. 2 dargestellt), Gravitat oder einen
Photonendruckstrahl isoliert. Die LCM ergibt eine hoch-
qualitative, intakte DNA, die zur Analyse von Mutationen
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sequenziert, auf SNP-Mikroarrays verarbeitet, auf denVer-
lust von Heterozygotie untersucht, auf schlafende infekti-
Ose Erreger gescreent oder auf Ketten von Genkopien klei-
ner Genomregionen in Tumoren untersucht werden kann.
Spezifische genetische Ldsionen in Verbindung mit klei-
nen, jedoch klinisch relevanten Tumorarealen kdnnen auf
Grund von Heterogenitit oder des Vorhandenseins nor-
maler kontaminierender Zellen unerkannt durchschliip-
fen. Die LCM kann Kontamination deutlich reduzieren
und die Effizienz von Downstream-Anwendungen (d.h.
Sequenzierung) steigern. RNA-Extraktionsexperimente,
die auf die Ableitung der Differential-Genexpression aus-
gerichtetsind, erfordern die BeachtungeinerVielzahltech-
nischer Faktoren, einschlieBlich der initialen Qualitat der
Gewebe-RNA, des Einflusses eines beliebigen Farbever-
fahrens auf die RNA-Qualitdt, der Geschwindigkeit der
Dissektion und der Genauigkeit der reversen Transkription
und der Amplifikationsverfahren. Da eine relativ grofe
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Abb. 1: Colon-Epithel wurde mit Himatoxylin und Eosin gefirbt. Die Ge-
webe wurden mit 100 % Ethanol dehydriert. Die Colonkrypten sind a)
vor Isolierung und b) nach Dissektion mit dem uCut LCM (MMI) darge-
stellt.
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Abb. 2: Laser Capture Microdissection schematisch: In einer gemeinsa-
men LCM-Anordnung wird der UV-Laser durch das Objektiv eines inver-
tierten Mikroskops gerichtet. Ein geférbter Gewebeschnitt ist auf einen
Membran-0bjekttriger auf einer motorisierten Arbeitsbiihne montiert.
Der Anwender zeichnet mit einem Computersystem einen Laserpfad.
Eine adhdsive Cap ist in Kontakt mit der Membran, wihrend der UV-La-
serum die zu untersuchenden Zellen herum schneidet. Wenn die Cap an-
gehoben wird, klebt die ausgeschnittene Region am Capture-Réhrchen.
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