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Det foregar en meget rask cellebiologisk kunnskapsgking, fordrsaket av teknologiske
fremskritt innen molekylaerbiologien. Ettersom patologiske prosesser alltid er satt
sammen av en rekke ulike celletyper, er behovet for & vite ngyaktig hva man
undersgker og i hvilke celler helt avgjerende for 8 komme videre i forstaelsen av ulike
sykdomsprosesser. Dette kan dels gjgres ved bruk av in situ-teknikker
(immunhistokjemi, in situ-hybridisering, in situ-polymerasekjedereaksjon (PCR)) pa
bade lysmikroskopisk og elektronmikroskopisk nivd, dels ved at man mikrodissekerer
ut ngyaktig de celler/vev man gnsker analysert. Slik mikrodisseksjon kan gjgres
manuelt eller ved hjelp av laser. Metodene kan brukes pa fryst vev og pa
parafininnstgpt vev. Selv om DNA-materialet man fér tak i pd denne maten i
utgangspunktet ikke alltid er optimalt for videre analyser, kan man med spesielle
teknikker, som totalgenom-PCR, bedre denne situasjonen.

Mikrodisseksjon av cellekloner tillater ogsa at vi i langt stgrre grad enn tidligere kan
analysere interaksjon mellom ulike cellekloner (for eksempel mellom tumorceller og
stromale celler). Mikrodisseksjon er bygd pa et enkelt prinsipp og har vist seg a veere
sveert viktig ved molekylerbiologiske undersgkelser av histologisk materiale.
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Patologer har, etter at lysmikroskopet ble tatt i bruk, beskrevet strukturelle forandringer
som gjenkjennes ved spesifikke sykdomsprosesser, og definert mekanismer som gir
skade pa celle-, vevs- og organniva. Med den grunnleggende visualisering av vev har
man kunnet sette diagnoser, avgjgre behandlingsmetode og vurdere behandlingseffekt.

Vi star na overfor ”den nye biologien”. Med dette menes den enorme
kunnskapsgkningen man de siste tiar har fatt innen molekylerbiologi. Innen kort tid vil
praktisk talt hele det humane genom veere kartlagt, samtidig som kunnskapen om
geners produkter og deres funksjon gker. I kjglvannet av dette dukker det opp et
mangfold av molekylarbiologiske teknikker for analysering av gener og genprodukter
fra celler og vev. Man har erfart et behov for a vite ngyaktig hva slags vev man
undersgker. Kun pa denne maten kan man fa ny viten som kan sammenliknes med det
tidligere erfaringer har vist.

Heterogenitet i vev

Avstanden mellom molekylerbiologiske analyser av arvemateriale og den
konvensjonelle histopatologiske undersgkelsen er enorm. Bade normalt og patologisk
vev er sammensatt av en rekke celletyper. Normale celler fra samme person vil
inneholde likt DNA, men ekspresjonen av de ulike gener vil variere mellom
forskjellige celletyper, selv i samme vev. Ved en patologisk prosess kan celler ha DNA
som har endringer, slik man ser hos kreftceller.

Tumor bestar ikke bare av cancerceller, men ogsa av normalparenkym, blodkar,
bindevev, muskulatur og ulike former for epitel eller lymfoide celler. Disse cellene
inneholder ikke de samme genetiske forandringer som cancercellene. I preparater hvor
andelen normalceller godt og vel overstiger de maligne, vil genetiske analyser lett
kunne bli mangelfulle og eventuelt misvisende (1).

Samtidig ser man at ikke alle forandringene ngdvendigvis er de samme gjennom hele
tumor. En malign tumor regnes a utgd fra en morcelle. Men den onkogene prosess
inneberer en stadig endring av dattercellenes genom og dermed utvikling av subkloner
innad i tumoren. Noen subkloner kan ha endrede egenskaper slik at de er mer egnet for
videre vekst, residivering og metastasering. Leter man etter slike spesifikke
forandringer som bare finnes i en liten, men viktig del av tumoren, kan de lett drukne i
informasjonen fra resten av cancercellene.

Det er ogsa viktig a vite hvor i en celle et genprodukt er lokalisert. 3 -
cateninlokalisering langs cellemembranen indikerer en funksjon, celleadhesjon,
sammen med o -catenin og E-cadherin, mens lokalisering av det samme produktet ( 3 -
catenin) i en cellekjerne indikerer dets rolle som transkripsjonsfaktor.

Molekylaerbiologiske metoder er utviklet med tanke pa a gi sensitive svar om en
spesifikk struktur, alt fra en enkelt baseendring i ett gitt gen til forandringer av et
protein (genproduktet). Ved a bruke molekylaerbiologiske metoder for a analysere
komplekse vev, slik som en malign tumor, vil det veere vanskelig a pavise spesifikke
endringer, da disse kan drukne i informasjonen fra normale celler. Pdviser man en
endring, kan man ikke uten videre vite hvilke celler som har denne. Samspill mellom
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cancerceller og stromale celler er et velkjent fenomen. Karsinomceller kan indusere
stromale celler til & produsere proteolytiske enzymer, noe som igjen vil bidra til &
fremme tumorcelleinfiltrasjon i stroma (2).

Parallelt med molekylarbiologiens utvikling har man prgvd 4 ta hensyn til disse
problemene. Flere metoder er utviklet for & integrere informasjon fra et histopatologisk
snitt og molekylerbiologiske undersgkelser fra samme vev. Noen molekylerbiologiske
teknikker kan anvendes direkte pa et histologisk snitt. Dermed far man en visualisering
av hvilke celler i vevet og hvor i cellen den aktuelle genetiske endringen har skjedd.
Man kan pavise proteiner som kreftsvulsten produserer for mye eller for lite av eller
som er modifiserte, ved hjelp avimmunhistokjemi. In situ-teknikker kan pavise
endringer bade pa protein-, mMRNA- og DNA-niva i celler, og kan gjares bade
fluorescerende og tilfgres fargepigmenter slik at en direkte sammenlikning med
morfologi kan gjares.

Mikrodisseksjon

Mange molekylerbiologiske metoder krever bruk av vevsbiter. Man har da ikke tatt
hensyn til den heterogene sammensetningen vevet kan ha, men ekstrahert ut arvestoff
fra samtlige celler og analysert dette. For a kunne analysere spesifikke omrader og
cellegrupper fra vev begynte man & skjere ut spesielle vevsomrader fra
omkringliggende vev med skalpell. Ved utvikling av bedre og mer sensitive
analysemetoder kunne man etter hvert redusere mengden celler. Begrepet
mikrodisseksjon ble sa brukt om prosedyrer hvor man skar ut vevsomrader fra et
histologisk snitt (3, 4). Man tok tykke snitt, ofte mange etter hverandre, og ved a bruke
et stereomikroskop kunne man lgsne opp de vevsomradene man var interessert i (fig 1).
Disse ble puttet opp i en buffer slik at man fikk frigjort DNA (ev. RNA), og det frigitte
DNA kunne analyseres med flere standardteknikker. Analysemulighetene ble bedre ved
utviklingen av polymerasekjedereaksjonen (PCR) (5, 6). Ved hjelp av denne teknikken
kunne man mangfoldiggjere spesifikke omrader av cellenes genom, som igjen kunne
studeres nermere. Etter hvert har man begynt a bruke tynne snitt. Dette gir god
morfologi, man kan lgsne sma cellegrupper pa 50 celler eller mer med ekstremt tynne
glasskniver (7 — 9) (fig 2, fig 3).
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Figur 1 Stereomikroskop som brukes ved manuell mikrodisseksjon
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Figur 2 En krypt fra normal colonslimhinne er mikrodissekert ut (HE, 100 - )
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Figur 3 For og etter manuell mikrodisseksjon av et tumoromrade i en levermetastase fra
coloncancer. For 4 fa rent tumorvev har man mikrodissekert ut det epitelpregede omradet og
unngatt a fa med bindevev (til hgyre) og et nekrotisk omrade (til venstre) (HE, 100 - )

I de senere &r er det blitt mulig & utfgre mikrodisseksjon helt ned pa enkeltcelleniva ved
hjelp av et lasermikroskop. Flere ulike metoder er utviklet, slik som ”selective ultra
violet radiation fractioning” (10), ”laser capture microdissection” (LCM) (11) og
”microbeam MOMeNT” (12). Teknikken varierer noe, men alle metodene har det til
felles at histologien pa vevet bevares, og det er lav risiko for kontaminering med
ugnskede celletyper. De to sistnevnte metodene er mest brukt. Ved disse skjer
mikrodisseksjonen helt mekanisk, og laserstralen som skjerer, styres ved hjelp av en
datamaskin. Ved LCM festes den eller de gnskede cellene direkte pd en membran ved
hjelp av varmeutviklingen fra laseren, og membranen med cellene overfgres til et rar.
”Microbeam MOMeNT” fjerner ved hjelp av laser et minimalt vevsomrade rundt de
gnskede cellene, disse klistres til en membran som pa en liknende mate som ved LCM
overfgres til et rgr. Her lyseres cellene slik at DNA eller RNA frigjgres.

Til nd er dette de metodene som gjgr det mulig & preservere morfologien bade i
dissekerte celler og i gjenveerende vev, noe som er viktig ved senere kontroller eller nye
analyser pa snitt fra samme vev. Metodene muliggjer ogsa dokumentering ved hjelp av
fotografering. Man kan med den stgrste grad av morfologisk sikkerhet plukke ut selv
enkeltceller og frigjgre DNA til molekylerbiologiske undersgkelser.

Molekylarbiologiske analyser av mikrodissekert vev

Mikrodisseksjon er i gkende grad i bruk ved molekylerbiologiske studier.
Molekylaerbiologiske analyser som baserer seg pd bruk av vev, er avhengig av
fersktfryste eller formalinfikserte, parafininnstgpte vevsbiter.
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De fleste patologiske avdelinger har store arkiver som bestar av vevsbiter fra
diagnostikk og obduksjoner, samt snitt fra cytologiske prgver, biopsier og frysesnitt.
Vevsbitene vil for det meste vaere behandlet med formalin og deretter innstgpt i parafin
for at morfologien i de histologiske snittene skal bli best mulig. For preservering av
DNA og RNA er ikke dette optimalt, men de siste tiar er det utviklet spesielle
rensemetoder der man far DNA av en slik kvalitet at man kan gjgre fragmentanalyser
eller mutasjonsanalyser. Resultatene er stort sett begrenset av at formalinet har en
tendens til & stykke opp DNA-tradene slik at man bare kan analysere korte omrader i
genomet om gangen.

I de senere ar er det kommet en rekke nye metoder som har gjort problemene mindre. I
tillegg til polymerasekjedereaksjon har man fatt mer sensitive metoder pa flere trinn i
prosessen slik at vevsmengden kan reduseres. Det har ogsa vert utviklet
anrikningsmetoder, f.eks. at man mangfoldiggjer genomet flere ganger ved hjelp av
totalgenom-PCR forut for polymerasekjedereaksjon pa det gnskede DNA-omradet (13).
Analyser som baserer seg pa mikrodissekert materiale, har stort sett veert avhengige av
polymerasekjedereaksjon, og metodene som tidligere var mest brukt, er
fragmentanalyser og mutasjonsanalyser. Ved fragmentanalyser paviser man
tilstedeverelse av bestemte mikrosatellitter som er spredt i genomet (14). Endringer av
disse indikerer muligheten for endring av sentrale gener i nerheten. Ved & bruke
mikrodisseksjon for a fa rene cellepopulasjoner erfarte vi en markant gkning av
informasjon (15). Metodens begrensning 1 i fragmentlengden, som ikke matte veere
over 150 basepar. Fragmentanalyser har vert brukt for & se sammenheng mellom ulike
stadier av brystkreft. Man har gjenfunnet de samme tap av DNA-omrader i in situ-
komponenter som i invasivt karsinom-komponenter (16) samt i atypiske duktale
hyperplasier (17). Liknende studier er ogsa utfert for andre krefttyper, hvor man
forsgker a "tidfeste” ulike genetiske hendelser i forhold til den morfologiske
tumorutviklingen.

Nar det gjelder mutasjonsanalyser, har man brukt mange ulike teknikker, bade direkte
sekvensering, ”single-strand conformation polymorphism” (SSCP), ”constant
denaturant gel electrophoresis” (CDGE) og andre for & pavise enkeltbaseendringer. En
svensk gruppe har arbeidet mye med mutasjonsanalyser av genet TP53. Gruppen var
blant de fgrste som benyttet mikrodisseksjon og mutasjonsanalyser sammen med
immunhistokjemi for & kartlegge lokalisering av genetiske forandringer innad i
tumoren (18, 19). Man fant at bade invasiv og ikke invasiv cancer viste heterogenitet
innad i tumoren. I den senere tid er det ogsa publisert resultater som indikerer at
fiksering i formalin kan indusere mutasjoner, slik at arkivmateriale overhodet ikke
egner seg til mutasjonsanalyser (20). Dette gjenstar det a fa bekreftet eller avkreftet.

Man har na flere metoder for & screene stgrre omrader av genomet. En av disse er
”comparative genomic hybridisation” (CGH). Denne metoden har det ogsa vert mulig
a benytte pa mikrodissekert materiale (21).

Analyser av enkeltceller kan veere verdifullt, seerlig innen hematopatologien, hvor det
kan veere vanskelig a avgjgre celletype og klonalitet. Man har gjort mikrodisseksjon av
celler fra snitt som det pa forhdand var utfert immunhistokjemi eller in situ-
hybridisering pa (22). Dette gir informasjon pa flere nivaer om en enkelt celle, bade om
genforandringer og proteinendringer, og kan gjgre diagnostikk lettere.
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Hvilke gener som den aktuelle cellen faktisk uttrykker, kan analyseres ved ulike
teknikker. P4 cDNA-niva har man utviklet “microarrays” som muliggjer analyser av
tusenvis av cDNA-kloner pa én gang (23). Mikrodissekert materiale har forelgpig ikke
veert mye brukt, da metodene har krevd mye vev for & gi optimalt resultat. Dette har til
dels veert lgst ved bruk av fersktfryst vev (24).

Analyser pa proteinniva har ogsa vert avhengig av store mengder vev, slik at
mikrodisseksjon for 4 fa rene tumorcellepopulasjoner har veert lite brukt.
Todimensjonal fremstilling av alle proteiner i en prgve, "two-dimensjonal
polyacrylamide gel electrophoresis” (2D-PAGE), viser ikke bare mengden av de
forskjellige proteinene, men ogsa eventuelle modifikasjoner. Nylig har man klart a
analysere mikrodissekerte celler ogsd med denne metoden (25).

Konklusjon

Mikrodisseksjon av histologiske snitt er med pa & muliggjare analysering av spesifikke
celler bade pa genom-, ekspresjons- og proteinniva. Dette vil gi bedre inntrykk av det
komplekse genetiske samspillet som medferer sykdom. Tidligere var slike studier
langvarige og tidkrevende, men nye og forbedrede molekylarbiologiske metoder
sammen med mikrodisseksjon gir lgfte om mye informasjon fra fa analyser pa lite vev.
Patologiarkiver er velegnet for store screeningundersgkelser. Her finnes store
pasientgrupper, det er forholdsvis enkelt & gjgre retrograde studier, og det er ofte flere
typer vev fra en og samme pasient, for eksempel primertumor, residiv og metastaser.

Mikrodisseksjon har utviklet seg til a bli en enkel og tilgjengelig metode som man bgr
tilstrebe & benytte dersom man gnsker a utfgre analyser pa spesifikke celletyper.

I neer fremtid vil molekylerbiologiske undersgkelser som supplement ha stor betydning
béde for den kliniske og den vitenskapelige virksomheten innen histopatologi. Dette vil

imidlertid kreve et tett samarbeid mellom patologer og molekylerbiologer, og
patologer blir ngdt til a tilegne seg molekylearbiologisk kunnskap.
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