Kvaliteta molekule RNA izolirane iz uzoraka tkiva
karcinoma mokraénog mjehura uklopljenih u
parafinske blokove

Zupanié, Katarina

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split / SveuciliSte u Splitu

Permanent link / Trajna poveznica: https://ur.nsk.hr/urn:nbn:hr:176:658973

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

Repository / Repozitorij:

== SveuciliSni odjel zdravstvenih studija
SVEUCILISTE U SPLITU Repository of the University Department for Health

Studies, University of Split

AN

zir.nsk.hr

é UNIVERSITY OF SPLIT i i O i ;O r

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:176:658973
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repo.ozs.unist.hr
https://repo.ozs.unist.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ozs:396
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/ozs:396
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ozs:396

SVEUCILISTE U SPLITU
Podruznica
SVEUCILISNI ODJEL ZDRAVSTVENIH STUDIJA
PREDDIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ
MEDICINSKO LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Katarina Zupani¢

KVALITETA MOLEKULE RNA IZOLIRANE 1Z
UZORAKA TKIVA KARCINOMA MOKRACNOG
MJEHURA UKLOPLJENIH U PARAFINSKE BLOKOVE

Zavrsni rad

Split, 2018.



SVEUCILISTE U SPLITU
Podruznica
SVEUCILISNI ODJEL ZDRAVSTVENIH STUDIJA
PREDDIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ
MEDICINSKO LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Katarina Zupani¢

KVALITETA MOLEKULE RNA IZOLIRANE 12
UZORAKA TKIVA KARCINOMA MOKRACNOG
MJEHURA UKLOPLJENIH U PARAFINSKE BLOKOVE

QUALITY OF RNA MOLECULE ISOLATED FROM
BLADDER CARCINOMA SAMPLES EMBEDDED IN

PARAFFIN BLOCKS

Zavrsni rad / Bachelor's Thesis

Mentor :

izv.prof.dr.sc.Vedrana Cike§ Culié

Split, 2018.



SADRZAJ:

L. UVOD .t bbbt 1
1.1, Mokraéni mJEhur..........cccoooiiiiiiiii 1
1.1.1. Grada mokracnog mjehura...............cccooooiiiiiiiiiiiinn 1
1.1.2. Karcinomi mokraénog mjehura...............cccocoovniiiiiinine 1
1.1.3. TIPOVI KArCINOMA.......coiiiiiiiiieiiieie et 2
1.1.4.  Simptomi i dijagnostiKa ..........ccooiiiiiiiiiiiee s 3
1.1.5. UZOrCi KarCiNOMA ......coiuiiiiiiiiiieiesie st 4

1.2, FFPE UZOFCl.uiiiiiiiiiiee ettt bbbt 4
2. CILI RADA ..ottt bbbt 6
2.1.Hipoteza istraZivanja kvalitete RNA molekule...........cccccoovevviieiiciiie e 6

3. MATERIJALI I METODE ..ottt 7
3.1, ISPItANICE I MELOUE ... e 7
3.2.  Postupak izolacije RNA iz parafinskih blokova...........ccccooeviiiiiiicinnnnn, 7
3.3.  Spektrofotometrijski test — NanoDIop........cccoviviineiiinieieee e, 9
3.3.1.  OMjeri apSOrDANCIA .....c.ooeeiiiiiie e s 10
3.3.2.  KONTAMINACIJE ...eoviiiiecieeie et 11
3.3.3.  Promjene u spektralnom profilu..........cccccoveviiiiiieiecicsecece e 12
3.3.4.  Ostale KONtamiNACIJ.......cccueiveiiiieieee e 12

A, REZULTATI oottt bbbt 16
5. RASPRAV A s 25
8. ZAKLJIUCCI ......ovvriviiiieieeies st 28
T. LITERATURA e nabae s 29
8. SAZETAK ..ottt 31
9. SUMMARY ...ttt bbbttt bbbt 32



Zahvala
Najiskrenije zahvaljujem svojoj mentorici izv.prof.dr.sc. Vedrani Cike§ Culié, koja mi
je otvorila vrata svog laboratorija te svojim savjetima, iskustvom i potporom omogucila

izradu ovoga zavrsnog rada.



1. UVOD

1.1. Mokraéni mjehur

Mokraéni mjehur je Suplji organ u donjem dijelu abdomena. Oblika je malenog
balona i ima miSi¢nu stjenku koja mu dopusta proSirenje ovisno o koli¢ini urina koju
skladisti. U bubrezima se filtrira i procis¢ava krv. Oni uklanjaju Stetne produkte i
proizvode mokra¢u (urin). Urin zatim mokracovodima dolazi u mjehur, a iz mjehura

izlazi preko mokracne cijevi (uretre) (1).

1.1.1. Grada mokra¢nog mjehura

Presjek stjenke mokra¢nog mjehura pokazuje histoloSku gradu od cetiri sloja.
Unutrasnji sloj je epitelni pokrov u obliku prijelaznog epitela ili urotela ispod kojeg se
nalazi submukozna (lamina muskularis) koju ¢ini sloj rahlog vezivno-misi¢nog tkiva.

Najdeblji dio stjenke mokra¢nog mjehura je lamina muskularis proprija, tj.miSiéni
sloj mjehura kojeg s vanjske strane prekriva serozni sloj (adventicija). Ovakva podjela
se koristi za stupnjevanje bolesti oboljelih od tumora mokra¢nog mjehura i to u

dijagnosticke, terapijske i prognosticke svrhe (2) (3).

1.1.2. Karcinomi mokraénog mjehura

Karcinom mokra¢nog mjehura je deveti najceS¢i oblik maligniteta i1 trinaesti
naj¢eséi uzrok smrti od raka Sirom svijeta (4).

Klinic¢ki je karakteriziran progresijom, ponavljanjem, metastazama i rezistencijom
na lijekove. Zbog zivotnog zahtjeva za pracenjem recidiva tumora, tipi¢ni troSak
lijecenja karcinoma mokra¢nog mjehura od dijagnoze do smrtnosti je najvisi medu svim
vrstama raka. Incidencija karcinoma mokra¢nog mjehura je 3-4 puta veca kod

muskaraca nego kod Zena. Zivotni stil i okolini &imbenici, kao dim cigareta i



industrijske kemikalije, mogu biti odgovorni za rodnu razliku u stupnju i smrtnosti kod

tumora mokra¢nog mjehura (5).

1.1.3. Tipovi karcinoma

Tri su vrste karcinoma mokraé¢nog mjehura koji zapocinju u stanicama u podlozi
mjehura. Nazivaju se po vrstama stanica koje postaju maligne.

Karcinom prijelaznog epitela je karcinom koji pocinje u stanicama u najdubljim
slojevima tkiva mokra¢nog mjehura. Te se stanice mogu rastezati kada je mjehur pun i
suZavati kada je ispraznjen. Vecina karcinoma zapocinje u stanicama prijelaznog
epitela.

Karcinom stanica prijelaznog epitela moze biti niskog ili visokog stupnja.
Karcinom prijelaznog epitela niskog stupnja se ¢esto vraca nakon lijecenja, ali rijetko se
Siri . u  miSiéni sloj mjehura ili na  druge dijelove tijela.
Karcinom prijelaznog epitela visokog stupnja se Cesto vra¢a nakon lijeCenja i Cesto se
Siri u miSiéni sloj mjehura, na druge dijelove tijela i u limfne ¢vorove. Skoro sve smrti
uzrokovane karcinomom mokraénog mjehura poticu od karcinoma visokog stupnja
bolesti.

Karcinom plocastih stanica je karcinom koji pocinje u plocastim stanicama, koje
su tanke, ravne stanice koje mogu nastati u mjehuru nakon dugotranje infekcije ili
iritacije.

Adenokarcinom je karcinom koji poc€inje u zljezdanim stanicama koje se nalaze u
podlozi mjehura. Ovo je vrlo rijedak oblik karcinoma mokra¢nog mjehura.

Karcinom Koji je u podlozi mjehura naziva se povrsinski karcinom mokra¢nog
mjehura. Karcinom Kkoji se je prosirio kroz podlogu mjehura i napao misi¢nu stijenku
mjehura ili se prosirio na obliznje organe i limfne ¢vorove naziva se invazivni karcinom

mokra¢nog mjehura (1).



1.1.4.Simptomi i dijagnostika

U 90% pacijenata karcinom mokra¢nog mjehura se ocituje bezbolnom
hematurijom, mikroskopskom ili makroskopskom. Javlja se ucestalo mokrenje zbog
smanjenog kapaciteta mjehura ili kao simptom urinarne infekcije. Znakovi lokalnog
Sirenja tumora su hidronefroza, opstipacija, limfedem te palpabilna masa u maloj
zdjelici. Urotelni karcinom naj¢e$¢e metastazira u trbusne limfne ¢vorove, jetru, pluca i
u kosti (6).

Testovi koji ispituju urin i mokra¢ni mjehur koriste se u detekciji i dijagnozi
karcinoma mokra¢nog mjehura.

- Fizicki pregled 1 anamneza: pacijent se pregledava tjelesno za opce znakove
zdravlja, ukljuc¢ujuéi provjeru znakova bolesti, kao Sto su kvrzice ili bilo Sto Sto
izgleda neuobicajeno. Uzima se pacijentova povijest bolesti i dosadasnjih tretmana
te se ispituju zdravstvene navike.

- Unutarnji pregled vagine i rektuma za kvrZice.

- Analiza urina: ispituje se boja i sadrZaj urina — Seceri, proteini, eritrociti, leukociti.

- Citologija urina: laboratorijski test prilikom kojeg se uzorak urina pregledava pod
mikroskopom na abnormalne stanice.

- Cistoskopija: postupak gledanja unutar mokraénog mjehura i uretre radi provjere
abnormalnih podruéja. Cistoskop se umetne kroz uretru u mjehur. Cistoskop je tanki
instrumet, nalik cijevi, koji sadrzi svijetlo i objektiv za promatranje. Mokra¢ni
mjehur se napuni tekué¢inom, a lije¢nik preko kamere na cistoskopu promatra
unutarnju stjenku mokraénog mjehura na monitoru. Cistoskop moze sadrzavati i alat
za uzimanje uzorka, koji se zatim pregledavaju pod mikroskopom na znakove
karcinoma.

- Intravenozna pijelografija (IVVP): serija rendgenskih slika bubrega, uretre i
mokra¢nog mjehura da bi se na njima mogli potraziti znakovi karcinoma.
Kontrastna boja se ubrizgava u venu. Pomicanjem boje kroz organe uz pomo¢ x-
zraka pregledavaju se organi za prisutnost karcinoma.

- Biopsija: postupak uzimanja uzorka tkiva ili stanica da bi ih patolog pregledao pod
mikroskopom. Biopsija mokra¢nog mjehura se obicno radi tijekom cistoskopije.

Ponekad je moguce i ukloniti cijeli tumor tijekom procedure (1).



1.1.5.Uzorci karcinoma

Uzorke karcinoma dobivene biopsijom proucavaju patolozi. Uzorci su znacajni za
dijagnostiku samog tumora, ali 1 za odredivanje terapije 1 prognozu tijeka bolesti. Jedan

od nacina obrade uzorka je i njegovo uklapanje u parafinske blokove (7).

1.2. FFPE uzorci

Uzorci tkiva dobiveni biopsijom, fiksirani u formalinu i uklopljeni u parafinske
blokove ve¢ su desetljeCima temelj za istrazivanje i terapeutske aplikacije. Tako
pripremljeni i sacuvani uzorci znacajni su u ispitivanjima i eksperimentalnim
istraZzivanjima, razvoju lijekova te samoj dijagnostici i prognozi bolesti (7).

Patoloske arhive sadrze velike koli¢ine FFPE uzoraka, sakupljenih prilikom
rutinskih biopsija i obdukcija, i medu njima vrijedne uzorke iz slucajeva rijetkih bolesti
ili iznimne patogeneze. Za razliku od eksperimentalnih studija na zivotinjama, koje se
zasnivaju na svjezim smrznutim uzorcima, istrazivanja koja se baziraju na ljudskim
tkivima ovise o FFPE uzorcima (8).

Tkiva se prikupljaju od preminulih i Zivih donora. Onkolozi ¢esto uzimaju dva ili
viSe uzorka istog pacijenta. Takvi uzorci im sluze za usporedbu primarnog tumora s
kasnijim metastatskim tumorom (7).

Proces zapocinje biopsijom. Nakon $to je uzorak zaprimljen prvo se radi fiksacija
u formalinu, da bi se sacuvale proteinske i vitalne strukture tkiva. Fiksiranje u 10%-
tnom formalinu u trajanju od 18-24 h sluzi u¢vrs¢ivanju samog tkiva, kao priprema za
sljede¢e korake. Tkivo se zatim mora dehidrirati i od€istiti uz pomo¢ razlicitih
koncentracija etanola. Sljedeci korak je uklapanje u parafinske blokove. Takva struktura
omogucava lakSe rezanje potrebnih dimenzija za daljnje ispitivanje. Parafinski blokovi
mogu se Cuvati godinama. Po potrebi, za istrazivanja, rade se rezovi. Tanki rezovi na
mikrotomu — 3-4 mikrometra, postavljeni na mikroskopska stakalca, spremni su za
daljnja proucavanja i metode. Rezovi parafinskih blokova mogu se Kkoristiti i za
izolaciju DNA, RNA. Stoga FFPE uzorci predstavljaju klju¢an dio onkoloskih
istrazivanja (7).



Studije biomarkera karcinoma cesto iziskuju izolaciju nukleinske Kiseline iz
ogranicenih koli¢ina FFPE uzorka tkiva. Izazov je niska koli¢ina i kvaliteta izolirane
nukleinske kiseline, Sto moZe uzrokovati probleme za koriStenje iste u daljnim
analizama (9).

FFPE uzorci tumorskih tkiva trebali bi imati minimalan sadrzaj tumora od 60%

(7).



2. CILJ RADA

Cilj ovog istrazivanja jest procijeniti kvalitetu RNA molekule izolirane iz uzoraka
tkiva karcinoma mokra¢nih mjehura uklopljenih u parafinske blokove. Pritom ¢e se za

izolaciju koristiti GenElute FFPE RNA Purification Kit.

2.1. Hipoteza istrazivanja kvalitete RNA molekule

Ocekuje se da ¢e uporaba ovog kita optimizirati koli¢inu i kvalitetu izolirane

molekule. Provjera ¢e se vrsiti spektrofotometrijskim testom na NanoDropu.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici i metode

Za ovo istrazivanje KkoriSteni su uzorci pacijenata koji su bili podvrgnuti
transuretalnoj resekciji tumora mokraénog mjehura (TURBT) u Opéoj bolnici Sibenik.
Nakon patoloSke obrade uzoraka, parafinski blokovi dani su na koristenje u svrhu ovog

istrazivanja.

3.2. Postupak izolacije RNA iz parafinskih blokova

Izolacija RNA izvrsila se koristenjem Sigma's GenElute FFPE RNA Purification
kit (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA). On pruza brzu metodu izolacije i pro¢iS¢avanja
RNA iz formalinom fiksiranih i u parafin uklopljenih uzoraka tkiva.

RNA-ze su stabilni i robusni enzimi koji degradiraju RNA. Prije samog pocetka
rada klju¢no je osigurati okoli$ slobodan od RNA-za. Radno mjesto mora biti udaljeno
od mikrobioloske radne jedinice. Optimalno je raditi u digestoru. Radnu povrSinu treba
ocistiti s dekontaminacijskim otopinama bez RNA-za. Prilikom rukovanja s uzorcima,
reagensima, pipetama, otopinama, obavezno treba nositi rukavice. Svi materijali za
izolaciju trebaju biti pripremljeni isklju¢ivo za RNA. Sve mjere opreza su u svrhu
sprjeCavanja kontaminacije, posebno u zadnjim koracima, posljednjem ispiranju i
eluciji.

Procis¢avanje se temelji na spin kromatografiji koriste¢i smolu kao matriks za
razdvajanje. RNA je optimalno proc¢iS¢ena od ostalih stani¢nih komponenata bez
upotrebe fenola ili kloroforma.

Iz parafinskih blokova sa uzorcima tkiva karcinoma mokra¢nog mjehura na
mikrotomu se odrezu 20 pm tanki rezovi. Ukloni se viSak parafina.

- Prvi korak je deparafinizacija FFPE uzoraka kroz seriju ispiranja ksilenom i
etanolom. Uzorku se doda ksilen, promijeSa na vorteksu, slijedi inkubacija u
termobloku na 50 stupnjeva pet minuta i zatim centrifugiranje. Ukloni se viSak
ksilena i doda se 96-100% etanol. Nakon vorteksiranja, slijedi centrifugiranje, a



zatim se uklanja i visak etanola. Postupak se ponovi joS jednom te se uzorak u tubici
suSi na sobnoj temperaturi desetak minuta.

Slijedi priprema lizata. Uzorku se dodaje Digestion Buffer A i Proteinaza K.
PromijeSa se na vortkesu 1 inkubira na 55 stupnjeva 15 minuta, nakon cega slijedi
druga inkubacija na 80 stupnjeva 15 minuta. Dodaju se Buffer RL i etanol. Sve se
mijesa na vorteksu.

Dobivena otopina — lizat, pipetira se na kolonu. Smola veze nukleinske kiseline na
temelju ionske koncentracije , Sto znaci da ¢e se samo RNA vezati na kolonu, dok ¢e
drugi kontaminanti biti uklonjeni kroz kolonu ili se zadrzati na vrhu. Lizat koji se
pipetirao prolazi niz centrifugiranja dok cijeli volumen nije prosao kroz kolonu.

U ovom trenutku ostatni tragovi DNA mogu se ukloniti dodatnim korakom
uklanjanja DNA na koloni.

DNA-za otopina se pripravi dodavanjem 4 pL RNA-za free DNA-ze u 96 pL
Enzyme Incubation Buffer A (za svaki uzorak).

Za uklanjnje DNA prvo se radi ispiranje s Wash Solution A, a zatim se dodaje
pripremljena DNA-za otopina. SadrZaj koji je proSao kroz kolonu ovog puta se
vra¢a na nju — to maksimizira aktivnost DNA-za otopine. Inkubira se na sobnoj
temperaturi 15 minuta.

Ispiranje kolone 3 puta s Wash Solution A uklanja sve necistoce sa vezane RNA na
koloni. Iza svakog ispiranja slijedi centrifugiranje, a sadrzaj koji je proSao kroz
kolonu se odbacuje.

Kao posljedni korak izolacije RNA se eluira. Kolona se stavlja u novu 1.7 ml
elucijsku tubicu. Dodaje se Elution Solution A i inkubira na sobnoj temperaturi 1
minutu. Nakon centrifugiranja, kada je cijeli volumen proSao kroz kolonu, ona se

odbacuje i RNA je u tubici za eluiranje (10).



Flowchart
Procedura far purifying Total RNA using GenEluta ™
FFPE RMNA Purification Kit

FFPE Tissue Samples

Deparaffinization with
l|| xylene.
) Wash with ethanol

Add Digestion Buffer A,
l|| Proteinase K. Incubate.
l Add Buffer RL, Ethanol

Bind RMA

SPIM

Wash RNA
SPIN

Elute RMA

SPIN

o =TT el =TT el =

Purified Total RMA

Slika 1. Postupak izolacije RNA (Preuzeto sa stranice https://www.sigmaaldrich.com)

3.3. Spektrofotometrijski test — NanoDrop

U molekularnoj biologiji kvantitativno odredivanje nukleinskih kiselina obi¢no se
provodi kako bi se odredile prosjecne koncentracije DNA ili RNA prisutne u smjesi,
kao i njihove cCistoce. Reakcije koje koriste nukleinske kiseline Cesto zahtijevaju
odredene koli¢ine 1 Cisto¢u za optimalnu ucinkovitost. Do danas postoje dva glavna

pristupa koji znanstvenici koriste za odredivanje ili utvrdivanje koncentracije



nukleinskih kiselina u otopini. To su spektrofotometrijska kvantifikacija i oznaCavanje
fluorescencije u prisutnosti DNA boja.

Spektrofotometrijska analiza je jedan od najceSce koriStenih postupaka za
kvantificiranje nukleinskih kiselina. Spektrofotometar odreduje prosje¢nu koncentraciju
DNA ili RNA u smjesi, kao i njihovu ¢istocu. Spektrofotometrijska analiza se temelji na
principu da nukleinske kiseline apsorbiraju ultraljubicasto svjetlo u odredenom uzorku.
U sluaju DNA i RNA uzorak je izlozen UV svjetlu na valnoj duljini od 260
nanometara (nm), a fotodetektor mjeri svijetlo koje prolazi kroz uzorak. Nesto UV
svjetla ée pro¢i kroz uzorak, a nesto ée biti apsorbirano od DNA/RNA. Sto uzorak
apsorbira viSe svjetla, to znaci da je veca koncentracija nukleinske kiseline u samom
uzorku. Posljedica toga je da ¢e manje svjetlosti pogoditi fotodetektor Sto ¢e rezultirati
viSom opti¢kom gusto¢om (11).

Neprekidno se razvijaju biomolekularna ispitivanja koja koriste sve manje
koli¢ine materijala, cesto iskljuujué¢i upotrebu konvencionalnih instrumenata s
kivetama za kvantifikaciju nukleinskih kiselina. Konvencionalni instrumenti zamjenjuju
se novijima, modernijima, koji mogu izvesti mikrovolumenska mjerenja (12).

NanoDrop mikrovolumenski sustav za zadrzavanje uzorka (Thermo Scientific
NanoDrop Products) funkcionira kombiniraju¢i tehnologiju optickih vlakana sa
svojstima prirodne povrSinske napetosti da bi uhvatio i zadrzao male koli¢ine uzorka
bez upotrebe kiveta ili kapilara. Nadalje, sustav koristi krac¢e duljine puta, $to dovodi do
Sirokog raspona mjerenja koncentracije nukleinskih kiselina, $to u osnovi eliminira
potrebu za razrjedenjima. Smanjenje volumena potrebnog za spektroskopsku analizu

takoder olaksava ukljucenje dodatnih koraka kontrole kvalitete (12).

3.3.1.Omijeri apsorbancija

Cistoéa uzoraka za ovo istraZivanje mjerila se spektrofotometrijskom metodom na
NanoDrop instrumentu (Thermo Scientific NanoDrop Products, Wilmington,
Delaware). Iz jedne kapljice, u kratkom vremenu (desetak sekunda), dobiva se ocitanje
parametara uzorka — koncentracija u ng/ul, apsorbancija pri 260 i 280nm te omjeri
A260/A280 i A260/A230.

10



Nukleinske kiseline i proteini imaju maksimum apsorbancije na 260 i 280 nm.
Povijesno gledano, omjer apsorbancije na ovim valnim duljinama koriSten je kao mjera
Cistoce prilikom ekstrakcije nukleinskih kiselina i proteina. Omjer od 1.8 prihvacéen je
za DNA, a 2.0 za RNA. Sli¢no tome, apsorbancija na 230 nm koristi se kao mjera
ostalih oneciS¢enja. Omjeri 260/230 za nukleinske kiseline su ve¢i od omjera 260/280.
Ocekivane vrijednosti su u rasponu od 2.0-2.2. Zaostala kemijska oneciS¢enja od
postupka izolacije nukleinske kiseline mogu rezultirati pogreShom procjenom
koncentracije nukleinske kiseline i/ili negativnim nizvodnim aplikacijama (13).

Apsorbancija na 230 nm je pokazatelj ostale kontaminacije. Zbog toga se ¢esto
izraCunava i omjer A260/A230 . Vrijednosti su vise nego kod omjera A260/A280.

Ocekivane vrijednosti su u rasponu od 2.0.-2.2 (13).

3.3.2. Kontaminacije

Nakon mjerenja svakog uzorka treba provjeriti sljedeCe parametre: omjer
A260/A230 1 A260/A280. U oba sluc¢aja mali omjeri mogu biti posljedica kontamnacije
zagadivacem koji apsorbira svjetlo na 230 ili 280 nm.

Omjer 260/230 : Neki kontaminanti imaju karakteristican profil, npr.fenol, dok
neki imaju sli¢ne karakteristike pri valnoj duljini od 230 nm ili manje. Abnormalne
vrijednosti ukazuju na problem sa uzorkom ili sa postupkom izolacije.

Niski omjer A260/A230 moze biti rezultat ostatnog fenola, gvanidina ili
glikogena koriStenog za precipitaciju.

Visoki omjer A260/A230 moZze se dogoditi zbog prljavog postolja za mjerenje ili
neprimjerene otopine za kalibracijsko mjerenje. Kalibracijska otopina mora biti istog
pH i sli¢ne ionske jakosti kao i1 otopina uzorka.

Omjer A260/A280 : Abnormalan omjer ovih valnih duljina obi¢no je indikacija da
je uzorak kontaminiran proteinom, fenolom, ili da se dogodila greSka prilikom mjerenja.
Niski omjer A260/A280 moze biti uzrokovan ostatnim fenolom ili bilo kojim drugim
reagensom koristenim tijekom izolacije.

Visoki omjer A260/A280 nije indikacija greSke (13).

11



3.3.3.Promjene u spektralnom profilu

Ispitivanje spektara uzoraka moZze biti koristno za identificiranje postojanja

problema s ¢isto¢om uzorka.
Valna duljina kanala u spektru uzorka bi trebala biti na 230 nm. Apsorbancija
kontaminanata na niskoj valnoj duljini ¢e obi¢no pomicati valnu duljinu od kanala.
Valna duljina vrha u spektru uzorka bi trebala biti na 260 nm. Apsorbancija

kontaminanta moze pomaknuti valnu duljinu apsorpcije vrha. ( Slika 1.) (13).

Shifts in Spectral Profile

DHA

A

04 A

1

1

1

R Shifted peak
10]"

(1]

NN

*®

Normal peaks
%
s Shifted troughs

* Normal trough

R —

320

00
. p alin o 2
20 20 280 20 2%

280 290
ravelength (nm

Figure 2: Spectra of purified DNA without contamination (A), and of the same
DNA sample contaminated with guanidine (B} and phenol (C)

Slika 2. Promjene u spektralnom profilu (Preuzeto sa stranicehttps://s3-us-west-

2.amazonaws.com/oww-files-public/d/d7/T042-NanoDrop-Spectrophotometers-
Nucleic-Acid-Purity-Ratios.pdf)

3.3.4.Ostale kontaminacije

Medu problemima koji se mogu javiti u postupku izolacije RNA isti¢u se slab

oporavak RNA, zacéepljena kolona, degradirana RNA te da se izolirana RNA ne ponasa

12



dobro u daljnim koriStenjima. Za svaki od problema, poznat je moguc¢i uzrok i

ponudeno rjesenje (Prikazano u Tablici 1).

Tablica 1. Problemi i rjeSenja tijekom postupka izolacije RNA(Preuzeto sa stranice

stranice https://www.sigmaaldrich.com)

Problem

Slab oporavak RNA

Zacepljena kolona

Moguci uzrok
Nekompletna liza
stanica ili tkiva

Zacepljena kolona

Koristenje neke druge
otopine za eluiranje
Etanol ili Buffer RL

nisu dodani lizatu

Etanol nije dodan u
Wash Solution A
Nizak sadrzaj RNA u
koristenom tkivu ili

stanicama

Nedovoljno otapanje
stanica ili tkiva
Maksimalni broj
stanica ili koli¢ina
tkiva nadilazi
specifikacije kita

Nije koriSten odobreni
lizat za korak

vezivanja na kolonu

RjeSenje i objasnjenje

Treba koristiti odgovarajucu koli¢inu
Digestion Buffer A i Proteinaze K.
Povecanje vremena inkubacije
takoder pomaze.

Ne smiju se prekoraciti dozvoljene
koli¢ine materijala

Preporuca se koristenje Elution
Solution A koji dolazi u ovom Kitu.
Pripaziti na to¢nost propisanih
koli¢ina ovih reagensa prije no §to se
lizat veze na kolonu

Treba dodati etanol u Wash Solution
A prije upotrebe

Razlicita tkiva i stanice imaju razlicit
sadrZaj RNA, tako ¢e i dobivene
vrijednosti RNA varirati izmedu ovih
izvora

Treba dodati propisanu koli¢inu
Digestion Buffer A

Pregledati specifikacije da bi se
utvrdilo da li koli¢ina pocetnog

materijala upada u intervale
Treba osigurati dobro centrifugiranje

uzorka i u narednim koracima koristiti

samo dobro procisc¢eni lizat

13



Degradirana RNA

RNA se ne ponasa
dobro u daljnjim
aplikacijama

Mala temperatura
centrifuge

Stari FFPE uzorak

Kontaminacija RNA-

Zama

Sporo izveden
postupak
Neprikladno
pohranjivanje

procis¢éene RNA

Prolongirana

inkubacija na 80 °C

RNA nije isprana 3
puta sa Wash Solution
A

Prijenos etanola

Osigurati da je centrifuga na sobnoj
temperaturi tijekom izvodenja
procesa. Temperature ispod 15 °C
mogu uzrokovati stvaranje precipitata
koji posljedi¢no uzrokuju zacepljenje
kolone

Kvaliteta pro¢is¢ene RNA moze
znacajno opasti kod starih uzoraka
Tijekom rada moze do¢i do
kontaminacije, zbog toga treba
postovati i pridrzavati se pravila o
radu s RNA molekulom

Da bi se ocuvao integritet RNA
postupak se mora izvoditi brzo.
Kratkoro¢no, RNA se moze ¢uvati na
-20 °C nekoliko dana. Za dugotrajnu
pohranu, preporuca se ¢uvanje na -70
°C

Da bi se formalinske unakrsne veze
preokrenule potrebna je inkubacija na
80 °C . Prelazenje zadanog
vremenskog okvira od 15 minuta ¢e
povecati RNA fragmentaciju

Tragovi soli iz koraka vezivanja
mogu ostati u uzorku ako se kolona
ne ispere 3 puta sa Wash Soultion A.
Sol moze interferirati u daljnom
primjeni RNA kroz neke druge
analize

Prije eluiranja treba se osigurati da su
se uklonili svi tragovi etanola tako da

se provede suhi spin pod postupkom

14



Formalinske unakrsne
veze se nisu kompletno

preokrenule

pranja kolone. Etanol interferira u
daljnim analizama u kojima se koristi
izolirana RNA

Treba osigurati dovoljnu inkubaciju
na 80°C 1ine prije¢i 15 minuta da ne

bi povecali fragmentaciju RNA

15



4. REZULTATI

Od ukupno 36 obradenih uzoraka 22 su recidiva i 14 ne-recidiva. Koncetracija
uzoraka varirala je od 2,3 pa sve do 1153,3 ng/pL. Omijer apsorbancija A260/280, koji
nam ukazuje na Cistocu izolirane RNA, kod vecine uzoraka je zadovoljavao referentnu
vrijednost uz minimalno prihvatljivo odstupanje. (1,81 — 2,06). Cetiri uzorka* nisu
zadovoljila kriterije. Preniske koncentracije RNA onemogucuju njihovo koriStenje u
daljnjim aplikacijama. Takoder, i omjeri apsorbancija tih uzoraka ne ulaze u referetni

interval, Sto se vidi i na krivuljama tih uzoraka. (Tablica 2; Slika 2- Slika 13).

Tablica 2. Rezultati istrazivanja kvalitete izolirane RNA molekule

UZORAK DATUM KONCENTRACIJA RNA  A260/A280
IZOLACIJE ng/pL

1992/16 10.04.2018. 148,2 2,06

2722/15 1124,1; 11105,4 2,01; 1,99

Recidiv

8771/13 10.04.2018. 110,2; 1l 15,3 1,81;1,74

3132/09 131,9; 117,3; 1119,4 1,18 *

Recidiv

4100/11 10.04.2018. 190,5 1,91

1561/09 56,6 2,0

Recidiv

2632/12 11.04.2018. 346,4 1,99

ne-recidiv

1470/15 11.04.2018. 398,7 2,02

ne-recidiv

2153/15 11.04.2018. 387,2 2,01

ne-recidiv

1652/11 11.04.2018. 1153,3 2,01

ne-recidiv

2585/13 11.04.2018. 320,0 2,01
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ne-recidiv
4199/15
ne-recidiv
1325/09
1686/10
Recidiv
4094/13
4525/15
Recidiv
2574/11
4113/15
Recidiv
4493/14
4709/15
Recidiv
87/12
2262/13
Recidiv
2230/14
451/12
Recidiv
991/13
ne-recidiv
468/12
ne-recidiv
1929/11
ne-recidiv
1981/11
ne-recidiv
1070/15
ne-recidiv
3853/15

11.04.2018.

12.04.2018.

12.04.2018.

12.04.2018.

25.04.2018.

25.04.2018.

25.04.2018.

26.04.2018.

26.04.2018.

26.04.2018.

26.04.2018.

26.04.2018.

26.04.2018.

216,2

281,1
2,3

473,3
23,1

25,9
397,5

13,2
45,9

32,9
28,9

199,9
475,0

714,1

686,7

511,4

297,3

536,4

176,0

2,03

1,97
4,34 *

1,99
1,87

1,94
2,00

1,65*
1,84

1,98
1,86

1,96
1,96

1,92

1,99

1,95

1,93

2,00

1,95
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ne-recidiv

244/16 27.04.2018. 34,1 2,0
1407/15 65,4 1,94
Recidiv
3887/12 27.04.2018. 111,8 1,95
1341/13 37,6 1,85
Recidiv
2024/15 27.04.2018. 19,2 1,58*
ne-recidiv
1271/15 27.04.2018. 176,0 1,95
ne-recidiv
Flots | Repatt Testtvpe: MNucleic Acid 1042018 13:44
Fieport Name Fieport Full Mods Ignore =]
Sample User Date Time { ng/ul | A2e0 | A2g0 | 2e0/280 | 260/230 | Constart | Cursor| Cursor| 340 [l4]
ID ID | Fos. | abs.
1992/16 Default | 1042016 1330 | 14817 | 3704 | 1796 | 206 192 4000 230 | 1932
4100711 Default | 1042018, | 1332 | 19047 | 4762 | 2434 | 141 198 40,00 230 | 2403
8771/13 Default | 1042008, | 1333 | 1018 | 0256 | 0140 | 181 151 40,00 730 | 0,164
T561/04 Default | 1042008, | 1334 | 564 | 1416 | 0708 | 200 172 40,00 230 | naed
3132/08 Default | 1042008, | 1336 | 3191 | 0736 | 0677 | 118 081 40,00 230 | 0878
F132/09 2 Default | 1042016 1338 | 725 | 0181 | 0123 | 147 075 4000 230 | 024z
F132/09 3 Defaull | 1042078, | 1333 | 944 | 0236 | 0175 | 135 i 40,00 230 | 0,346
2722115 1 Default | 1042078, | 1340 | 12406 | 3102 | 1,642 | 20l 0.8z 40,00 730 | 3367
Diefault 1341 | 10539 | 2635 | 1326 | 149 127 4000 730 | 2082

2rzeihz

Default

40.00

Slika 3. Rezultati izolacije 10.04.

=
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|Ei|e Configuration Data Reports Help

Flots  Report |

Report Name | |

Slika 4. Krivulje rezultata 10.04.

Testtype:i MNucleic Acid

Plots | Repon | Testtype: Nucleic Acid 10.4.2016. 13:46
Selected plot 4100711 [=] Plots/set 20
e Sample Information
s’uu 1992/16 2| Sample ID 4100411
. 4100411 2| UserlD Default
450 N\ 7N 8771113 - e
\ / \ 1561/09 A Tnggul 190,47
4,00 3132/09 | AZED 4762
A280 2,494
e SRR, | 60280 191
3132/093. | 2607230 198
8 3.00 \ ™ 27221151, /| Constant 40,00
5 Cursor Pos. 230
2 e SRR N Cursor abs. 2,403
2 250 —— 8771/132. A 340 ew 0,037
é \\ 7‘/ / \\\ \ Measurement Type | Measure
£ 20 Serial # USB2G38030BHB84
= -\‘_‘(‘/ Config. 1.002101/-054/128/24
150
e \> —— \—’&
050
—~——
0.00 ~
st
-0.52 | - - - , 0 - 0 - - - - , " j—ﬁ
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
‘Wanvelength nm
Cursornm | 2g0 2! CursorAbs. 4754

1142008 1344 |

Fepart Full Mode | Ignare E

Sample

User

1470415

Default

11.4.2018

2607280

2604230

Constant

Default
Default

8.001

4199/15 Default 11.4.2016 1339 216,17 5.404 2.03 40.00
2632/12 Default 11.4.2018 13:40 346,44 8,661 1.59 40.00
2163/15 Default 11.4.2016 13:41 38715 9,679 2,01 40,00
1662111 11.4.2018 13:42 28.832 2.01 40.00

2,01

40,00

Slika 5. Rezultati izolacije 11.04.
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File Configuration Data Beports Help
Fiots | Figpart ] Testtype: Mucleic Acid 11.42018. 13:44
Selacted plot 2585/13 =l PlotsfSet| 20 -Legend
ey ,—l : Sample Information
""E 1470115 | Sample ID 7585/13
EU.NE . 419915 Y gsﬂfn Dﬂf:“a; 5
28,00/ A ate 11.42018.
f 7 Y 263212 | 1343
26,001 7 s 2153/15 | inaful 320,04
2400/ £ N 1652/11 ﬁ l}g;
2200t % ZEI13 260/260 201
20,004 # b 2607230 09
1\ b Constant 40.00
& 1800 Al 7 \ Cursor Pos. 230
£ 16,00t \ | Cursor abs. 3823
il 34w 0042
g I \ ‘Measurement Type | Measure
£ 1200 A Sonal # USB2G3E030BHEE4
= | Confia. 1,002101/-0.54/128/24
800 :
600 i
2.00 |
0.0o i
=200+ ﬂ
318, . i ; ; - . . : . . : N ——] T
220 230 240 250 260 270 @280 280 300 30 320 330 340 350
Wanszlength nm
Cursornm  2EQ |2 Cursor Abs. | 7,981
Slika 6. Krivulje rezultata 11.04.
s [ | Testtype:| Nucleic Acid | 12.4.2018. 12:09 @
Report Name | | Report Full bode | Ignare E|
Sample 2607280 2607230 Constant

2574¢11

User

Default

12.4.2018

4094

Dfault

12.4.2018

;98

1,95

4525/15 Default 12.4.2018 2313 0578 0,309 187 1.45 40.00 230 0,395 | -0.017
1686,/10 Default 12.4.2018 12:06 il 0.059 0073 4.34 (.65 40.00 230

1325/09 Default 12.4.2018 12:06 | 281,11 7.028 3571 1,97 2,05 40,00 230

4113/15 Default 12.4.2018 9938 2.00 1,43 40.00

40,00

Slika 7. Rezultati izolacije 12.04.
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File Configuration Data FRepors Help |
iots | Flepart] Testtype: Muceic Acid 1242018, 12:09 @
Selectad plot 4094013 =] Plosisel| 20 3
i 2 Sample Information
| 2574711 /| ‘Sample D 4094/13
'm’[ 4525/15 | UserlD Default
Date 124208
i 1686/10 A T 1208
1325/18 | Tl 47333
lU.ll]i- 11315 A | HA2B0 11.833
A260 5953
200 | st 260/260 1,99
260230 1.98
8  Constant 0.00
5 _ |Cursor Pos. 230
2 . Cursor ahs. 54973
o 340 raw 0.070
_E ‘Measurement Type | Measure
= — | Senal # LISB2G38030BHEE4
= Canfig. 1.,002101/-0.70/128/24
431, . " . ; . . : : . . " . _ﬂ—ﬁﬂ
220 230 240 250 280 270 280 290 300 30 320 330 340 350
‘Wanelength nm
Cursornm | 260 |3 CursorAbs. | 11613

Slika 8. Krivulje rezultata 12.04.

.
e (meran | Testiype:| Nucleic Acid \ 2542008, 1430 e
Repor Name | | ReportFul Mode ‘ lgnore |Z|

2604230

2607280 Constant

Sample

4443414 Default 25.4.2018.
4443414 Default 25.4.2018 14:24 15.84 0,396 0.256 1,55 -213 40,00 230

4709415 Default 25.4.2018 14:25 45.90 1,148 0,624 1.84 27.24 40,00 230 0.042 0534

87412 Default 25.4.2018 14:26 32.94 0,823 0.417 1,88 -4.00 40,00 230 -0.206 | 0102
2262413 Default 25.4.2018 14:26 28.88 0,722 0,389 1.86 -2.68 40,00 230 -0.269 | 0.217
2230414 Default £5.4.2018. 147 | 19891 4958 2,551 1,96 1.61 40,00 230 3.098 0.063

451412 Default 26.4.2018. 14:28
44 47 Default . 4:29

40,00 0.106

Slika 9. Rezultati izolacije 25.04.




File Configuration Data Reports Help

Slika 10. Krivulje rezultata 25.04.

= | — Tastiype: Mucleic Acid 2542018, 14:30
Selected plot 4493142 [*]  Plotsjset| 20
T Sample Information
. 4493/14 Sample ID 4493/142
12.00 4493/14 | UserlD Default
Date 25.4.2018.
11.00 S o Time 14:29
87,12 | Ingjul 1345
10.00 / \ 2262/13 Y z:g 33:2
9.00 el | Tagusza0 1.75
ol 451112 | 260/230 -0.76
8 . 4493/14 2 ™~ | |Constant 40.00
S 700 Cursor Pos. 230
2" / \ Cursor abs. -0.441
@ £00 340 rew 0,106
ES Measurement Type | Measure
=
£ 5.00 Serial # LUSB2G38030BHB84
= ~ /_ \\ Config. 1,002101/-0,80/128/24
SN\
2.00
1.00 =
0.00
-1.31 L , , . . . . " . . . . " j—ﬁﬂ
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
‘Wavelength nm
Cursornm | 260 % CursorAbs. 0336

(e |

T ; -
Plots  Repart | Testtype:| Mucleic Acid ‘ 26.4.2018. 16:47
Report Name | | ReportFull Mode lgnare [

Sample User Date Time ngful AZED AZB0 | 2607280 | 2B0/230 Caonstant | Cursar | Cursor 340
991413 Default 26.4.2018 16:39 | 71409 | 17852 9,310 1.92 1.22 40,00 230 14544 34,383
468/12 Diefault 26.4.2016. 16:40 | BB672 | 17168 | 8614 1.99 2,05 40,00 230 {1,355 0,238
1929411 Default 26.4.2018. 16:41 511,35 | 12,784 B.5E5 1.95 1.94 40,00 230 6,593 0,404
1881/11 Default 26.4.2018 16:42 | 297.29 7.432 3,656 {LE 2,05 40,00 230 3.656 0,035
1071415 Default 26.4.2018. 16:43 | 53640 | 13410 | 6697 2.00 1.80 40.00 230 7.060 0,272

Default 2l 1 3 4,400 1.95 i 40,00 230 0,105

Slika 11. Rezultati izolacije 26.04.
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Flots Report |

File Cc ion Data Reports Help |
Plots | Report | Testtype: Mucleic Acid 26.4.2018. 16:47
Selected plot 3853115 [+]  PlotsfSet | 20 [
2389 Sample Information
A5 991113 Sample ID 3853/15
22,00 468{12 | UserlD Default
Date 26.4.2018.
20,00 LERE N Time 16:46
1981411 | ngful 176,02
18.00 1071415 | |1AZB0 4,400
AZB0 2.256
16,00 S5 N 2607280 1.95
260,230 1.91
g 1400 Constant 40,00
< p— Cursor Pos. 230
£ 1200 / Cursor abs. 2,301
i \ 340 rawe 0,105
10,00 Measurement Type | Measure
E \U / \\ Serial # USB2G38030BH8B4
2800 U \\\ Config. 1.002101/-0.80/128/24
600 / \\ \\\
o \_/' ’_—R\\\\\
2.00
0.00
239 \ \ . , \ \ , . . , , . j—ﬁj%
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Wavelength nm
Cursornm 250 = CursorAbs. 4382

Slika 12. Krivulje rezultata 26.04.

Testtype:i

Mucleic Acid |

Report Name ‘

27.4.208 1317 @

Report Full Made | Ignore |Z|

Sample

244116

USEI’

Default

260/280

2604230

Constant

230

Diefault

17

41,17

27.4.2018. 1312 34,05 0.851 0.426 2,00 1,46 40,00
1407/15 Default 274208 i 5,37 1634 | 0841 1.94 162 40.00 230
3887012 Default 27.4.2018. 1314 | 111,76 | 2794 | 1,436 1,95 154 40,00 230
1341113 Default 27.42M8 1315 37.64 0.941 0,508 1.85 156 40.00 230
2024/15 Default 27.4.2018. 13:16 19.16 0478 | 0304 1.56 1.20 40,00 230

1.91 T

0,540

40,00

Slika 13. Rezultati izolacije 27.04.
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= |Rapm| Testiype: Nucleic Acid ] - za2ms 1317 | E

Selected plot | 1272/15 [=] Plots/set| 20 2]
300 Sarmple Information
24416 ‘Sample ID 1272415

280 1407/15 | UserlD Default

: Date 2742018
260 Bcliaks | Fima 1317
ot 1341413 A ngful 4117

’ \ / \ 2024/15 v ﬁgg &gig
2.20 1272415 e
200 \ / \ 260,280 1.91

- 260/230 1.44
1,80 \_/ Constant 40.00
L Cursor Pos. 230

]

o 160 Cursor abs. 0.716

8 a0 AN\ 340 raw 0.485

g B

S \ / \ \ Measurement Type | Measure

£ 1.20 Serial # LUSB2G38030BH884
= 1.00 T~ Config, L002101/-0.71/128/24

S = \\

0,00
-0.31 | ' \ ' | | | | ' | ' '
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
‘Wavelength nm
Cursornm | 260 |3 CursorAbs. | 1.027 |

Slika 14. Krivulje rezultata 27.04.




5. RASPRAVA

U ovom trenutku, bolnic¢ki bazirani patoloski laboratoriji i biobanke najbolji su
izvori biouzoraka povezanih s robusnim i relevantnim klinickim i patoloskim
informacijama, §to omogucuje retrospektivhu analizu  genotipsko-fenotipske
povezanosti. Sposobnost o¢uvanja morfoloske i molekularne informacije unutar tih
biouzoraka omogucéuje upotrebu histopatoloskih kriterija, kao Sto su patoloski stupanj,
stadij, i histoloski podtipovi, kao bazu za daljnja istrazivanja biomarkera (9).

Moguénost koristenja arhiviranih FFPE uzoraka tkiva u otkrivanju biomarkera
pridonijela je vaznosti u otkrivanju potencijala ovog resursa. Medutim, arhivirana FFPE
tkiva predstavljaju mnoge tehnic¢ke izazove u molekularnoj analizi. Fiksacija
formalinom dovodi do umrezavanja nukleinskih kiselina s proteinima i drugim
staniénim sastojcima, §to oteZava ekstrakciju tih analita (9).

Osim toga, promjene povezane s vremenom i pH mogu dovesti do oksidacije
formalina u mravlju kiselinu, §to uzrokuje procis¢avanje baze i lomljenje lanaca. Tako
su nukleinske kiseline dobivene iz FFPE tkiva tipicno fragmentirane, a njihova
ucinkovitost kao supstrata za enzimske analize, kao Sto je lanCana reakcija polimeraze
(PCR) i sekvenciranje, nepouzdana (9).

Nadalje, upotreba nukleinskih kiselina iz FFPE tkiva takoder se moze ograniciti
onecis¢enjem s inhibitorima nizvodnih PCR aplikacija.

Uspostavljanje pouzdane i reproducibilne metode dobivanja dovoljnih koli¢ina
visokokvalitetnih nukleinskih kiselina iz ogranicenih koli¢ina FFPE tkiva ostaje glavni
izazov u mnogim studijama biomarkera. Trenutno je dostupno nekoliko komercijalnih
kompleta za ekstrakciju RNA i DNA iz FFPE tkiva. Dok proces kontrole kvalitete
pojedinog proizvodaca osigurava dosljednu izvedbu u danim eksperimentalnim
uvjetima, svaki od ovih setova ima razliCite karakteristike u pogledu koli¢ine 1 Cistoce
RNA (9).

Vecina kitova za izolaciju RNA iz FFPE tkiva ukljucuje korak digestije s
proteinazom K tijekom lize tkiva, jer se to pokazalo neizbjezno za dobivanje RNA iz
FFPE tkiva. Opcenito, zabiljezeno je dugo vrijeme inkubacije za poboljSanje prinosa i
kvalitete RNA. Vrh nakon uobicajene faze platoa RNA elektroferograma je indikacija

na rezidualne, umrezene nukleinske kiseline.
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U slucaju istrazivanja provedenog u Decentralnom objektu Instituta za
biomedicinsko istrazivanje (Medical University of Vienna), koristenjem tkiva s biopsije,
koje je optimalno fiksirano (samo 24 sata) produzetak vremena lize od 3 (prema
prijedlozima proizvodaca) na 10 sati, smanjio je koli¢inu molekula velike molekularne
tezine, koje predstavljaju navodno umrezene nukleinske kiseline; medutim, nije imao
ucinaka (ni povoljnih ni Stetnih) na parametre kvalitete RNA i funkcionalne
primjenjivosti. Ipak, u slucaju tkiva FFPE kao poéetnog materijala, za koje protokoli
fiksacije Cesto nisu standardizirani, povecanje vremena liziranja tkiva moglo bi
pozitivno utjecati na parametre performansi. Iako se nije u potpunosti isklju¢ilo da
produljenje vremena lize moZe povecati fragmentaciju RNA, potonje nije izgledalo kao
znaCajan Cimbenik u njihovim eksperimentima kao S§to je naznacCeno stabilnim
parametrima kvalitete RNA u njihovim podacima (8).

Istrazivanje provedeno u Kanadi, objavljeno 2017, testiralo je pouzdanost i
izvedbu dostupnih komercijalnih setova za izolaciju RNA i DNA iz FFPE tkiva jezgre
9).

Usporedivali su izvedbu 8 RNA i 8 DNA protokola izolacije (iz 14 komercijalnih
kitova) Kkoriste¢i 0.68 mm3 homogeniziranog tkiva. Za svaki komplet slijedili su se
protokoli proizvodaca. Opcenito, postupak ekstrakcije uklju¢ivao je rehidraciju
homogeniziranog tkiva, nakon koje slijedi digestija proteazom, vezanje na Kkruti
supstrat, pranje i eluiranje, s varijacijama specifiénim za svaki set / protokol.

Za svaku ekstrakciju, prinosi DNA i RNA kvantificirani su na Qubit 3.0
Fluorometru (ThermoFisher Scientific), koriste¢i komplet za dsDNA HS (High
Sensitivity) i RNA BR (BroadRange). Cisto¢a izoliranih nukleinskih Kiselina
procijenjena je omjerom apsorbancije A260/280 i A260/230 dobivenim pomocu
NanoDrop spektrofotometra.

Spektrofotometrijskom procjenom, svi RNA kompleti za izolaciju dali su omjere
A260/280 blizu 2,0, $to je u skladu s "Cistim" uzorcima. Nasuprot tome, osim RNeasy
kompleta, svi RNA izolacijski setovi proizveli su omjere A260/230 koji su pokazali
znacCajne necistoce.

Dobiveni rezultati njihovog istrazivanja daju potrebne mjerne podatke koji ¢e
voditi odabir protokola koji najbolje odgovara potrebama cjelokupnog dizajna studije s

obzirom na koli¢inu raspolozivog tkiva i oCekivanih nizvodnih aplikacija. Sveukupno,
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AllPrep protokol reproducibilno donosi velike koli¢ine odgovaraju¢e RNA i DNA iz
istog izvora tkiva. Dok necistoce nukleinskih kiselina izoliranih primjenom AllPrep
kompleta utjecu na metode bazirane na PCR-u pri visokoj koncentraciji, taj ucinak je
zanemariv kod razrjedenja tipi¢nih za predlozke u testovima temeljenim na PCR-u.
Uzeto zajedno, AllPrep kit bio je njihov preferirani postupak pripreme nukleinskih
kiselina za nizvodne epigenetske i genske ekspresijske studije (9).

GenElute FFPE RNA Purification Kit osigurava uvjete koji omoguéuju
djelomi¢no preokretanje formalinskih modifikacija, Sto rezultira visokom kvalitetom 1
prinosom RNA.

Ukupna izolirana RNA je najvise kvalitete i cjelovitosti, a moze se koristiti u svim
osjetljivim nizvodnim aplikacijama.

Komplet je u stanju procistiti sve veli¢ine RNA, od velike mRNA i ribosomalne
RNA do mikroRNA (miRNA) i male interferiraju¢e RNA (siRNA), ovisno o starosti
FFPE tkiva, buduci da ¢e se stupanj fragmentacije RNA povecati tijekom vremena.

Nema fenol - kloroformne ekstrakcije. Ukupna RNA se izolira iz uzoraka tkiva
FFPE bez uporabe Stetnih kemikalija kao Sto su fenol ili kloroform.

RNA izolirana ovim kompletom moze se primjenjivati u sljede¢im aplikacijama:

* Bioanalizator

 Kvantitativni, real-time RT-PCR za veliku RNA i malu RNA ukljucuju¢i miRNA
* Northern blotting

* ZaStita RNase

* Ispitivanja polja izrazavanja

* Next generation sekvenciranje
» mikroRNA Kloniranje

* MiRNA testovi

* RNA-Seq

 Nanostring

* Fluidigm

* Kaplji¢ni / digitalni PCR (10).
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. ZAKLJUCCI

Sigma's GenElute FFPE RNA Purification komplet pruza moguénost jednostavne
izolacije RNA koriste¢i brzi format spin-kolone za izolaciju RNA.

Koristenje ovog kompleta za izolaciju reproducibilno donosi velike koncentracije
izolirane RNA, koja se moze koristiti u daljnim aplikacijama.

Dobiveni omjeri A260/A280 s minimalnim odstupanjima zadovoljavaju zahtjeve za
¢istocom RNA molekule.

Sama metoda za izolaciju je pokazala dobre rezultate, ali ti rezultati ovise i o

kvaliteti samog uzorka te njegovoj obradi prije izolacije.
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8. SAZETAK

CILJ: FFPE uzorci su vrijedan izvor za istrazivanje biomarkera karcinoma. Takve
studije traze izolaciju nukleinske kiseline iz ograniCenih koli¢ina uzoraka tkiva. Cilj
ovog istraZivanja jest procijeniti kvalitetu RNA molekule izolirane iz uzoraka tkiva
karcinoma mokra¢nog mjehura uklopljenih u parafinske blokove koristenjem GenElute
FFPE RNA Purification kita (Sigma Aldrich).

METODE: Koristili su se uzorci pacijenata koji su bili podvrgnuti transuretalnoj
resekciji tumora mokra¢nog mjehura i ¢iji su uzorci nakon patoloSke obrade uklopljeni
u parafinske blokove. RNA se izolirala pomocu prije spomenutog kompleta,
pridrzavajuéi se uputa proizvodata. Sest je koraka u postupku izolacije:1.
Deparafinizacija, 2. Priprema lizata, 3. Vezanje RNA na kolonu, 4. Dodatni korak
uklanjanja DNA, 5. Ispiranje kolone te zavrsni korak 6. Eluiranje RNA. Provjera
koncentracije i Cistoce RNA izvsila se spektrofotometrijskim testom na NanoDropu
(Thermo Scientific NanoDrop Products)

REZULTATI: Obradeno je 36 uzoraka, od kojih 4 nisu prikladna za daljnje koristenje.
Ostali uzorci zadovoljavaju kriterije koncentracije i1 ¢istoce RNA. Koncentracije iznad
30 ng/uL su uzete kao prihvatljive vrijednosti. Omjeri apsorbancija A260/A280 koji
ukazuju na Cistoéu RNA u vecine uzoraka su bili prihvatljivi uz minimalna odstupanja
(1,81-2,06)

ZAKLJUCCI: Koristenje Sigma's GenElute FFPE RNA Purification kompleta
potvrdilo je pocetnu hipotezu. Ovaj komplet pruza moguénost brze 1 jednostavne

izolacije te donosi velike prinose i ¢istocu izolirane RNA.
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9. SUMMARY

AIM: FFPE samples are a valuable source for cancer biomarker research. Such studies
require the isolation of nucleic acid from limited amounts of tissue samples. The aim of
this study is to evaluate the quality of the RNA molecule isolated from bladder tumor
tissue samples incorporated in paraffin blocks using the GenElute FFPE RNA
Purification Kit (Sigma Aldrich).

METHODS: We used samples of patients who had undergone transurethal resection of
the bladder tumor and whose samples were incorporated into paraffin blocks, after
pathological treatment. RNA was isolated using the before mentioned kit, in accordance
with the manufacturer's instructions. There are six steps in the isolation process: 1.
Deparafinisation, 2. Preparation of lysate, 3. RNA binding on the column, 4. Additional
step of DNA removal, 5. Washing of the column, and final step 6. Elution of RNA.
Concentration and purity of RNA were checked by spectrophotometric assay at
NanoDrop (Thermo Scientific NanoDrop Products).

RESULTS: 36 samples were processed, of which 4 are not suitable for further use.
Other samples meet the concentration and purity criteria of RNA. Concentrations above
30 ng/uL were taken as acceptable values. A260 / A280 absorbance ratios that indicate
the purity of RNA were acceptable in most samples, with minimal deviations (1.81-
2.06).

CONCLUSIONS: The use of Sigma's GenElute FFPE RNA Purification kit confirmed
the initial hypothesis. This kit provides fast and easy isolation and high concentracion

and purity of isolated RNA.
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