STRESZCZENIE

Wstep. Materiat biologiczny okrdony jako gruczolakorak jelita grubego
reprezentuje rne grupy komorek (komorki nowotworowe, komorki ngcz
krwionosnych i limfatycznych, czy padieliska). Wykorzystanie techniki mikrodysekcji
laserowej do pozyskania jednorodnych subpopulagimdrek niezmienionych
nowotworowo oraz nowotworowych, zapewnia bardzeldgivny materiat do dalszych
bada z zakresu biologii molekularnej na poziomie ekspregendéw [96,97].
Mikromacierze ekspresyjneg wykorzystywane do tworzenia profili ekspresji ganow
okreslonych jednostkach chorobowych, co reomi& istotne znaczenie w oldleniu
nowych czynnikdw prognostycznych i predykcyjnyctBf99,100]. Dlatego otrzymanie
wysokiej jakaci RNA jest czsto momentem krytycznym w dalszej analizie na poao

ekspresji genow [93,101].

Cel. Gtbwnym celem przeprowadzonych badsyto takie opracowanie metodologii
przygotowania preparatow do LM oraz protokotu izplaRNA z fragmentéw
gruczolakoraka jelita grubego, aby zapeiwnajlepsz jakas¢ RNA. Rownie wanym
celem niniejszej pracy doktorskiej byta optymalijadmntroli jakagci oraz ilgici RNA w
matych probkach materiatu biologicznego (tj. po radkysekcji laserowej).

Materiaty i metody. Materiat do bada stanowity wycinki gruczolakoraka jelita
grubego oraz niezmienionej nowotworowo bidghyzowej jelita grubego z okolic guza.
Zamrazone bloczki tkanek skrawano seryjnie na g&tbd0 pm (krioskrawki) przy
wykorzystaniu kriostatlLeica CM 195(QLeica Microsystems GmbH, Wetzlar, Niemcy)
w temperaturze -25°C. Do izolacji RNA w pierwszytape bada zastosowano zestaw
PicoPure® RNA Isolation Kit(Arcturus Bioscience GmbH, Morfelden-Walldorf,
Niemcy. Nastpnie okrdélono zakres, precygji bledy pomiarow sfzenia RNA i
wspotczynnika RIN z wykorzystaniem Bioanalizatoragiient 2100 Bioanalyzer™
system Agilent Technologies, Waldbronn, Niemady dalszej cgsci bada na podstawie
wartasci wspoétczynnika RIN porownywano ze goprotokoty do izolacji RNA oraz
warunki przygotowania preparatow do LM. Poréwnatwrriez dwie metody badawcze
w zakresie pomiaréow &ten RNA: wykorzystugc spektrofotometr NanoDrop
(NanoDrop 1000 SpectrophotometeFhermo Fisher Scientific, Wilmington, USétaz
elektroforez kapilarrg - Bioanalizator Agilent 2100 Bioanalyzer™ systemmAgilent



Technologies, Waldbronn, NiemciNastpnie w celu okréenia wptywu denaturacji na
stezenie oraz jak& RNA (RIN), czs¢ probek RNA poddano denaturacji @) 2 min.)

i przeprowadzono elektroforekapilarry (Bioanalizator).

Kolejnym waznym etapem badabyta optymalizacja protokotu do izolacji RNA
z malych prébek pozyskanych z momego materiatu biologicznego. W tym celu
poréwnano wspotczynniki RIN miedzy indymi protokotami izolacji RNA Catkowite
RNA wyizolowano kadym z 8 protokotdw(pl - p8)z kazdego z 12 krioskrawkow
gruczolakoraka jelita grubego. Wykorzystano komgrieydos¢pne zestawy do izolacji
RNA: (pl) PicoPure® RNA Isolation Kit, (p2) RNeasy PMgro Kit®, (p3) RNeasy
Micro Kit® oraz modyfikacje protokotiRNeasy Micro Kit® z wykorzystaniem(p4)
poly-A RNAoraz (p5) GenElut&” LPA. Ponadto zastosowano zmodyfikowanetod,
bedaca kombinacy metody fenolowej z zastosowanidiRl Reagent® Solutianizolacp
opart na statych zibach krzemionkowych w kolumienkaciagen RNeasy MinElut
spin column (p6)Dodatkowymi modyfikacjami zastosowanymi w tym totmle (p6)
bylo wykorzystanieGenEluté™ LPA (p7) oraz glikogenu (p8).Stzenie oraz jakét

pozyskanego RNA weryfikowano za pomadektroforezy kapilarnej (Bioanalizatora).

Ostatnim etapem bafldyta optymalizacja protokotu przygotowania prepana
do mikrodysekcji laserowej Mimne krioskrawki gruczolakoraka jelita grubego
umieszczono na membranie i barwiono zestawbtil H&E Staining Kit Plus®
(specjalna hematoksylina i eozynAmbion LCM Staining Kit&fiolet krezylowy) lub
Arcturus® HistoGene® Frozen Section Staining Kitoducent nie ujawnit skiadu).
Wykonano rownie standardowe barwienie hematoksylineozyry na podstawowym
szkietku mikroskopowym z zastosowaniem szkietkaryakowego. Procedura ta miata
na celu porébwnanie #ych barwié stosowanych w LM do standardu barwienia
histopatologicznego. Pozyskane jednorodne subpgeulkomorek z LM izolowano
nastpnie z wykorzystaniem autorskiej procedury, ktoesstjkombinag metody
fenolowej z zastosowanieRl Reagent® Solution izolach opary na statych ztgach
krzemionkowych w kolumienkaciagen RNeasy MinElut spin column (pSkzenie
oraz jakd¢ pozyskanego RNA weryfikowano za pomoelektroforezy kapilarnej

(Bioanalizatora).

Wyniki. Wynik otrzymane podczas optymalizacji kontroli jakid stezenia RNA

pozyskiwanego z matych prébek po mikrodysekcji lasej dotyczyly w pierwszej



kolejnasci okreslenia zakresu pomiarowegenia i wspotczynnika RIN z wykorzystaniem
BioanalizatoraPomiar wartéci wspoétczynnika RIN nie byt mdiwy w zakresie s{zen
5-10 ngll z wykorzystaniem zestawu Nano LabChip przyyaiu Bioanalizatora.
Mozliwe okazato si wykonanie pomiaréw warfci wspotczynnika RIN w zakresie
stezen 10-25 nglll z wykorzystaniem zestawu Nano LabChip przyaiu Bioanalizatora.
Dla wiekszych s¢zen RNA nie zaobserwowano probleméw z pomiarem Rilgtgtkach
Nano LabChip. Réwniena ptytkach Pico LabChip w badanym zakreségegt (100-

15000 pgal) nie zaobserwowano problemow z oznaczeniem wspahizgrRIN.

Kolejne badania optymalizacji kontroli jad@ i stezenia RNA pozyskiwanego
z malych probek po mikrodysekcji laserowej dotygzprecyzji pomiarow stenia
i wspotczynnika RIN z wykorzystaniem Bioanalizatdvdspotczynnik zmienriei (CV)
dla pomiarow wartéci RIN byt mniejszy ni 5%, przy czym analiza statystyczna
wykazata istotne statystyczniezrice w CV migdzy Pico i Nano LabChip dla pomiaréw
RIN, na korzy¢ ptytek Pico LabChip. Natomiast wspoétczynnik zmiefu (CV) dla
pomiarow s¢zenia RNA na ptytkach Nano LabChip byt mniejszy 86%, a dla Pico
LabChip byt mniejszy i 31%, przy czym analiza statystyczna wykazata togis
statystycznie rinice w CV dla pomiarow stenia RNA dla obu ptytek.

Ostatni etap badaoptymalizacji kontroli jakéci i stgzenia RNA polegat na
okresleniu bkdow pomiaréw stzenia 1 wspoétczynnika RIN z wykorzystaniem
Bioanalizatora. Granica powtarzakeo (r) dla pomiaréw wspotczynnika RIN wynosi
0,81, a dla pomiaru gtenia [pg/ul] wynosi 952 dla ptytek Pico LabChip.aQdomiaréw
wspotczynnika RIN granica powtarzakoo (r) wynosi 1,01, a dla pomiaruc¢sgenia
[ng/ul] wynosi 12,88 dla ptytek Nano LabChip.

W badaniach poréwnawczych pamiy 2 metodami umidiwiajacymi pomiar
stezenia RNA, warté¢ sttzenia RNA przy wykorzystaniu spektrofotometru Nanor

byla istotnie wysza ni ta mierzona z wykorzystaniem Bioanalizatora.

W badaniach magych na celu okéenie wptywu denaturacji RNA na RIN
otrzymano wysze pomiary gtenia RNA w zdenaturowanych probkach w poréwnaniu
do tych samych probek bez denaturacji. DenatumdbjA nie wptywa bezp&rednio na

pomiar wartéci wspoétczynnika RIN z wykorzystaniem Bioanalizator



Whioski. Na podstawie przeprowadzonych badéormutowano naspujace wnioski:

1.

Mozliwos¢ okreslenia jakdci badanego RNA (wspoiczynnik RIN) jest
zalezne od jego stenia, dlatego niezllne jest wczaiejsze orientacyjne
okreslenie stzenia RNA, aby odpowiednio doldrazestaw do pomiaréw

z wykorzystaniem Bioanalizatora (Pico lub Nano Lhlp(.

. Oba zestawy LabChip (Pico i Nano) uriwiaj g precyzyjny pomiary skenia

RNA w badanych prébkach przyyciu Bioanalizatora.

. Pomiary jakéci RNA (wspotczynnika RIN) g bardziej precyzyjne i

pomiary s¢zenia RNA w przypadku obu zestawow LabChip (Picanbl).

. Wartcé¢ skezenia RNA w badanych probkach zateod rodzaju aparatury

uzytej do jego pomiaru (NanoDrop vs. Bioanalizator).

. Denaturacja RNA wptywa na pomiagstnia RNA. Nie wywiera ona jednak

wptywu na warté¢ wspoétczynnika RIN przyzyciu Bioanalizatora.

. Izolacja RNA, z mraonych fragmentow gruczolakoraka oraz niezmienionej

nowotworowo btonysluzowej jelita grubego, z mgjmodyfikacp wiasry
zapewnia najlepazjakos¢ pozyskiwanego RNA w poréwnaniu do innych

protokotow.

. Jaka¢ pozyskanego RNA jest uzaldgona od procedury barwienia skrawkéw

mrozonych w procesie przygotowania preparatow do mikseHcji

laserowe;.



SUMMARY

Introduction . Biological material specified as colorectal canapresents different
groups of cells (cancer cells, blood vessels amgbhatic cells, or gastrointestinal stromal
cells). The use of laser microdissection techni@u®) to obtain homogeneous
subpopulations of neoplastic and healthy cellsyiges a very selective material for
further research in molecular biology at the lewklgene expression [96,97]. Gene
expression microarrays are used for gene exprepsuditing in certain illnesses, which
may be of vital importance in identifying new pretilie and prognostic factors
[8,98,99,100]. Therefore, obtaining high quality RNs often a critical moment for
further analysis at the level of molecular stud83101].

Objective. The main objective of the study was to develapethodology for LM
preparations and protocol of RNA isolation frongiraents of colorectal cancer, to ensure
the best quality of RNA. An equally important olijee of this dissertation was to
optimize the quality and quantity of RNA in smahlinsples of biological material

(i.e. after laser microdissection).

Materials and methods The research material consisted of slices of rectal
cancer and healthy mucosa of the colon from tha af¢he tumor. Frozen tissue blocks
were cut in series on the thickness 10 micronsogagtions) using.eica CM 1950
cryostat [Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germjaalya temperature of -25°C. For
the RNA isolation in the first stage of reseaRiboPuré® RNA Isolation Kit(Arcturus
Bioscience GmbH, Mérfelden-Walldorf, Germamyas used. Then the range, precision,
and measurement of concentrations of RNA and ERNA Integrity Numb@rusing
Bioanalyzer Agilent 2100 Bioanalyzer™ system-Agilent TechnasgiWaldbronn,
Germany were defined. Further, on the basis of the RINuegrotocols for RNA
isolation and the LM preparation conditions wermpared. Moreover two test methods
for measuring concentrations of RNA: using a NaragspectrophotometelanoDrop
1000 Spectrophotometer-Thermo Fisher Scientifidmiigton, USA and capillary
electrophoresis - Bioanalyzekdilent 2100 Bioanalyzer ™ system-Agilent Techniekg
Waldbronn, Germarnywere compared. Afterwards, in order to deterntireeimpact of
denaturation on RNA (RIN) concentration and qualispme RNA samples were

denatured (7, 2 min.) and capillary electrophoresis (Bioaretiiz) was performed.



Another important stage included optimization of Rigolation protocol from
small samples obtained from frozen biological mateo do this, RIN value between
different RNA isolation protocols were comparedtaldRNA was isolated with each of
the 8 protocols(pl-p8) from each of 12 cryosections of colorectal cancki.
commercially available RNA isolation kits were usgrl) PicoPure® RNA Isolation Kit,
(p2) RNeasy Plus Micro Kit®, (p3) RNeasy Micro Ka@d modifiedRNeasy Micro Kit®
using(p4) poly-A RNAand(p5) GenElut&" LPA.

In addition, a personal modified method - a comtbamaof the phenol method
usingTRI Reagent® Solutiowith isolation based on fixed siliceous depositQiagen
RNeasy MinElut spin column (p&gas used. Additional changes that were appligdiso
protocol(p6) was to us&enElutéM LPA (p7) andglycogen(p8). The concentration and

quality of obtained RNA were verified with capileelectrophoresis (Bioanalyzer).

The final stage included slide’s staining protoambtimization for laser
microdissection. Frozen cryosections of colorecteicer were placed on the membrane
and stained withMMI H&E Staining Kit Plu§ (special hematoxylin and eosifymbion
LCM Staining Ki? (cresyl violet) orArcturus® HistoGené& Frozen Section Staining Kit
(manufacturer did not reveal the composition). Atdandard hematoxylin and eosin
staining on the primary microscopic slide using tower slip was performed. This
procedure was designed to compare different stinised in LM to standard
histopathological staining. Homogeneous subpopaniatof cells obtained from LM were
then isolated using own procedure, which is a coatimn of the phenol method using
the TRI Reagefft Solutionwith insulation based on fixed siliceous depoBitQiagen
RNeasy MinElut spin colun{p6). The concentration and quality of obtained®RMere
verified with capillary electrophoresis (Bioanalykze

Results.The result obtained when optimizing quality contall concentrations
of RNA from small samples after laser microdissectivere to determine the scope of
measurement of concentrations and RIN using Bigaea Measuring RIN value was
not possible in the range of concentrations 5-LQuingith Nano LabChip set using
Bioanalyzer. Nevertheless it was possible to mea&IN in the concentration range
10-25 ng/ul with Nano LabChip using Bioanalyzerr Fvger RNA concentrations no
problems with RIN on Nano LabChip were observedoAin Pico LabChip in the studied



range of concentrations (100-15000 pg/ul) there eweo problems with RIN

measurement.

Other tests to optimize the quality control and ¢tbhecentrations of RNA from
small samples after laser microdissection wereopedd to check the precision of
concentration and RIN measurement using Bioanalyzeefficient of variation (CV) for
measuring the value of RIN was less than 5% andsthgstical analysis showed a
statistically significant difference in CV betwedpico and Nano LabChip for
measurements of RIN, in favor of Pico LabChip. WHhie coefficient of variation (CV)
for the measurement of concentrations of RNA indNbeabChip was less than 25%, and
the Pico LabChip was less than 31%, the statistcadlysis showed statistically
significant differences in the CV for the measurat@ concentrations of RNA for both
LabChip.

The last stage of quality control optimization &MA concentration focused on
identifying concentration and RIN measurement artming Bioanalyzer. Repeatability
limits (r) for measuring RIN coefficient is 0.81, and for m@ang the concentration
[pg/ul] is 952 for Pico LabChip. Repeatability lit®(r) for measuring RIN coefficient
equals 1.01, and for measuring the concentratigfulhis 12,88 for Nano LabChip.

Comparative studies on the 2 methods for meastihemgoncentration of RNA,
its concentration with NanoDrop spectrophotometas wignificantly higher than that

measured with the use of Bioanalyzer.

In studies aiming to determine the impact of RNAateration on RIN higher
concentrations of RNA in denatured samples compareédose same samples without
denaturation were obtained. Denaturing RNA doesdirettly affect the measurement

of the value of RIN using Bioanalyzer.

Conclusions.

On the basis of performed studies the followingatasions have been drawn:

1. The ability to determine the quality of the RNA [Rvalue) is dependent on
its concentration, therefore it is necessary t@meine approximately RNA
concentration to properly choose a kit of measurgmavith the use of

Bioanalyzer (Pico or Nano LabChip).



. Both LabChip kits (Pico and Nano) allow for preciseasurements of RNA

concentrations in the test sample using Bioanalyzer

. Measurements of RNA quality (RIN value) are moreuaate than measuring

concentrations of RNA in case of both LabChip KR&co and Nano).

. RNA concentration in the test sample depends omyfte of device used for
its measurement (NanoDrop vs. Bioanalyzer).

. Denaturing RNA affects the measurement of RNA cotre¢ion. However, it

has no effect on the value of RIN coefficient whising Bioanalyzer.

. RNA isolation, from frozen slices of colorectal can and healthy colon
mucosa, with my own modification provides the lupsility of obtained RNA

in comparison to other protocols.

. The quality of obtained RNA is dependent on thenstg procedure of
cryosection in the process of preparation for laserodissection.



