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Optimalizace postupu izolace celkové RNA z tukové tkané
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SOUHRN

Cil prace: Optimalizovat izolaci RNA z tukové tkané a ovéfit jeji parametry.

Material a metody: Tukova tkan (cca 100 mg) byla odebrana pacientim pfi chirurgickych vykonech. Vzorek tkané byl

uchovan ve stabilizacnim ¢inidle RNAlater. Celkova RNA byla izolovana nasledujicimi kity: Rneasy Protect Mini,

Rneasy Lipid Tissue (QIAGEN GmbH, Némecko) a MagNA Pure Compact RNA Isolation (Tissue) pro pfistroj MagNA

Pure Compact Instrument (Roche Diagnostics GmbH, Némecko).

Vysledky: Vytézky RNA byly pfi pouziti Rneasy Protect Mini Kit 37,5 + 20,7 pg/ml (n = 63), Rneasy Lipid Tissue Kit 85,9

+ 36,3 pg/ml (n = 29), respektive MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Tissue) 50,6 + 13,6 pg/ml (n = 28). Poméry
260 mmizso nm OYIY 1,6—2,0. Validace postupl hodnocena prostfednictvim RT-PCR potvrdila podobnou miru schopnosti

amplifikace vzorklh RNA. Presnost postupu byla do 7 %. Celkova RNA nebyla kontaminovana DNA aZ na vzorky

z RNeasy Protect Mini Kit.

Zaveér: Rneasy Lipid Tissue Kit a MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Tissue) splruji pozadavky kladené na izolaci

RNA z tukové tkané. Vzorky RNA jsou vhodné pro daldi zpracovani metodami molekulérni biologie.

Klicova slova: RNA izolace, beta-2-mikroglobulin, RT-PCR.

SUMMARY

Lacinova Z., Dolinkova M., Haluzikova D., Krajickova J., Haluzik M.: Optimization of procedure for isolation of total

RNA from adipose tissue

Objective: Optimise RNA isolation from fat tissue and verify its parameters.

Material and Methods: Adipose tissue (about 100 mg) was collected from patients during surgical operations. Tissue

sample was stabilized in RNAlater agent (QIAGEN GmbH, Germany). Total RNA was extracted by following kits:

Rneasy Protect Mini, Rneasy Lipid Tissue (QIAGEN GmbH, Germany) and MagNA Pure Compact RNA Isolation

(Tissue) for MagNA Pure Compact Instrument (Roche Diagnostics GmbH, Germany).

Results: RNA concentrations obtained were as follows: Rneasy Protect Mini Kit 37.5 + 20.7 pug/ml (N = 63), Rneasy

Lipid Tissue Kit 85.9 + 36.3 pg/ml (N = 29), MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Tissue) 50.6 + 13.6 pg/ml (N = 28).
260 nmrzs0 nm FA1I0S wWere 1.6-2.0. Comparision of MagNa Pure and QIAGEN RNA isolation by RT-PCR for beta-2-

-microglobulin showed similar amplification profiles. Inter— and intra-assay were less than 7%. No DNA contamination

of total RNA samples was detected with the exception of samples isolated by Rneasy Protect Mini Kit.

Conclusion: Rneasy Lipid Tissue Kit and MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Tissue) provide RNA samples of

high quantity, purity and PCR amplificability. RNA samples are reliable for further processing using methods of molecu-

lar biology.

Key words: RNA isolation, beta-2-microglobulin, RT-PCR.

Uvod

Experimentalni a klinicka data ziskana v poslednich
letech pozménila nahled na tukovou tkan, ktera byla
donedavna povazovana jen za pasivni zasobarnu ener-
gie [1]. Nyni je vS8eobecné uznavano, Ze tato tkan je
metabolickym a endokrinnim organem, ktery kromé adi-
pocytl obsahuje tkarovou matrix, nervova viakna, stro-
mavaskularni a imunitni buriky [2]. Tukova tkan vylucu-
je fadu bioaktivnich latek, které se mohou podilet na
rozvoji nékterych chronickych onemocnéni [3, 4].

Endokrinni funkce tukové tkané zavisi na jejim
mnozstvi, morfologii (velikost a pocet adipocytl), to-
pografii (visceralni a subkutanni tuk) a na genetické in-
formaci ulozené v DNA — vliv genovych mutaci a poly-
morfismu [2].

Fyziologické a patologické pusobeni nékterych fak-
torll v metabolismu tukové tkané bylo jiz detailné po-
psano, presto prohlubovani dosavadnich znalosti mu-
Ze vést ke zlepseni tradi¢niho zplUsobu terapie nékte-
rych nemoci. Jednou z metod, kterou |ze pouzit ke stu-

diu bioaktivnich molekul, respektive ke studiu miry je-
jich genové exprese, je polymerazova fetézova reakce
v realném ¢ase (RT-PCR). Spravné provedeni moleku-
larné biologickych analyz je podminéno, mj. pouzitim
dostate¢ného mnozstvi vysoce kvalitni RNA.

Izolaci RNA z tkani Ize provadét ultracentrifugaci
v prostfedi s CsClI po destrukci buné&nych membran
guanidinthiokyanatem [5]. DalSi metodou je extrakce
RNA v kyselém prostfedi s guanidinthiokyanatem a fe-
nolem [6]. Tento princip vyuziva i fada kitd, napf. TRIzol®
(Life Technologies, Némecko) nebo Insta-Pure™ (Euro-
gentec, Némecko). Kity firmy QIAGEN kombinuji kla-
sickou lysaci bunék v roztoku guanidinthiokyanatu s na-
slednou purifikaci pfes silikagelovou membranu. K dis-
pozici jsou kromé poloautomatll zcela automatické
systémy napt. od firmy Roche Diagnostics GmbH (Né-
mecko), kde je aplikovana vynikajici technologie vy-
uzivajici k purifikaci RNA magnetické sklenéné mikro-
Castice.

Ziskat RNA z tukové tkané, respektive z adipocy-
tl, v dostateéném mnozstvi a kvalité je vSak spojeno



s riiznymi technickymi problémy, které nar(istaji spolu
s rostoucim obsahem triglyceridd v bunkach, coz je ty-
picky rys u pacient( s morbidni obezitou.

V této praci jsou uvedeny nase dosavadni poznat-
ky o izolaci celkové RNA z tukové tkané véetné opti-
malizaci protokol kitd firmy QIAGEN (GMbH, Némec-
ko) i kitu MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Tis-
sue) pro pristroj MagNA Pure Compact Instrument, Ro-
che Diagnostics (GmbH, Némecko).

K validaci postupu izolace RNA z tukové tkané
byla pouzita RT-PCR pro gen beta-2-mikroglobulinu
(B2M).

Material a metody

Pacientlim (n = 65) pfi chirurgickych vykonech (ope-
race kardiochirurgickd, bandaz zaludku a cholecystekto-
mie) bylo odebrano cca 100 mg tukové tkané, ktera
byla stabilizovana v 1 ml RNAlateru (QIAGEN, GmbH,
Némecko). Vzorek byl skladovan pfi -70 °C. Pacienti
byli pfed vykonem informovani o cilech studie a pode-
psali informovany souhlas.

Homogenizace a izolace RNA

Vzorek tukové tkané byl pfed vlastni izolaci homo-
genizovan. K homogenizaci byl pouzivan ruéni systém
(ULTRA-TURRAXT® 18 basic, IKA®Werke GmbH, Né-
mecko) nebo automaticky (MagNA Lyser, Roche
Diagnostics GmbH, Némecko). Po homogenizaci byla
RNA extrahovana Rneasy Protect Mini Kitem, respek-
tive Rneasy Lipid Tissue Kitem (QIAGEN GMbH, Né-
mecko) nebo MagNA Pure Compact RNA Isolation Ki-
tem (Tissue) (Roche Diagnostics GmbH, Némecko). Po-
stupy shrnuje tabulka 1. Do doby dalsi analyzy byly
vzorky skladovany pfi -70 °C.

Table 1. RNA Procedure isolation from adipose tissue

Kit Rneasy Rneasy MagNA
Protect Lipid Pure Compact
Mini Tissue RNA Isolation
(Tissue)
Producer QIAGEN QIAGEN Roche
GmbH GmbH Diagnostics
Fatty Tissue (mg) [50-60 70-80 70-80
Lysis Reagent (ml) |[RLT* + BME | QlAzol** Tisue Buffer™*
0.60 + 0.06 |1.20 0.60
Homogenization |[ULTRA- ULTRA- MagNA Lyser
TURRAX® | TURRAX® | 5500 rpm, 10s
T18 T18
30 s, onice |30 s, on ice
Extraction — chloroform | —
Purification Rneasy Spin| Rneasy Spin| Magnetic Glass|
Column Column Particles
Elution (pl) Rnase-free | Rnase-free | Elution
water water Buffer >
40 40 50

* guanidine thiocyanate + 3 mercaptoethanol
** guanidine thiocyanate + phenol
*** It is not specified by producer.

Elektroforéza a spektrofotometrie

Celistvost RNA a jeji kontaminace DNA byly kon-
trolovany elektroforeticky na 1% agarozovém gelu
s ethidium bromidem (1%).

Koncentrace RNA byla stanovena spektrofoto-
metrickym méfenim absorbance pfi 260 nm (BioPho-
tometr Eppendorf AG, Némecko). Opticka hustota
A,,,=1 odpovida 40 ug RNA/ml. Pomér R byl
pouzit k posouzeni ¢Cistoty vzorkd.

260 nm/280 nm

Reverzni transkripce (RT)

Pro pfipravu cDNA bylo pouzito 0,1-1 pg RNA . Syn-
téza byla provedena soupravou RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas Life Sciences, Lithua-
nia) s oligo(dT)18 primery podle protokolu doporu¢ené-
ho vyrobcem. Vzorky cDNA byly nafedény vodou na
koncentraci 300 pg/ml a skladovany pfi -20 °C.

RT-PCR

Validace postupu izolace celkové RNA z tukove tka-
né byla provedena stanovenim miry genové exprese
B2M metodou RT-PCR v systému se specifickou hydro-
lyza€ni sondou, respektive s nespecifickym fluo-
rescenénim barvivem SYBR® Green.

RT-PCR s hydrolyza¢ni sondou TagMan® Gene Ex-
pression Assay pro B2M (kat. ¢. Hs99999907_
m1) a TagMan® Universal Master Mix, No AmpErase®
UNG (Applied Biosystems, USA) byla provedena na
pristroji ABI 7500 (Applied Biosystems, USA). V reak-
¢ni smési byla cDNA (1 pg), TagMan® Universal Master
Mix, No AmpErase® UNG (12,5 pl) a hydrolyzaéni son-
da TagMan® (1,25 pl). Celkovy objem reakéni smési byl
25 ul. Podminky reakce byly nasledujici: po iniciaéni
denaturaci pfi 95 °C, 10 minut nasledovalo 40 cykld,
kde anaeling probihal pfi 60 °C 1 minutu a hydrolyza pfi
95 °C 15 sekund.

V systému s SYBR Green se do reakéni smési pfi-
dava cDNA (0,3 ug), Lightcycler FastStart DNA Master
SYBR®| (Roche Diagnostics GmbH, Némecko) a spe-
cifické primery pro B2M [7]. Po iniciacni denaturaci pfi
95 °C 10 minut nasledovala amplifikace cDNA (40 cyk-
I0: denaturace 15 sekund pfi 95 °C, anealing 5 sekund
pfi 65 °C, extenze 30 sekund pfi 72 °C). Délka PCR
produktu byla 161 bp.

Data byla vyjadrena jako prahove hodnoty (C)), tzn.
jako zména fluorescence v redlném Case.

Vysledky

Vytézky celkové RNA, pomér absorbance R, . e0m
véetné Casové a finan¢ni narocnosti stanoveni jsou
shrnuty v tabulce 2.

Vytézky celkové RNA pfi pouziti kitu Rneasy Lipid
Tissue byly nejvySSi v porovnani s ostatnimi testova-
nymi kity, respektive byly dvojnasobné v porovnani's ki-
tem Rneasy Protect Mini. Pfi praci s MagNA Pure Com-
pact RNA Isolation Kitem (Tissue) byl vytézek RNA ze
stejného mnozstvi tukové tkané standardizovan (vy-
jadfeno variacnim koeficientem (v. k. 26,5 %) na rozdil
od kit firmy QIAGEN (v. k. 42,5 %).
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Table 2. Evaluation of kits MagNa Pure and QIAGEN RNA isolation

Kit Rneasy Rneasy MagNA
Protect Lipid Pure Compact
Mini Tissue RNA Isolation

(Tissue)

Total amount of 37.5+20.7 [85.9+£36.3| 50.6 +13.6

RNA (ug/ml)’

Ratio o oeonm' 1.94 £0.16 [1.70 £+ 0.10 | 1.74 +0.04

DNA contamination + - -

Total time

consumption (min)? 120 150 50

Price 1 sample (K¢) 134,- 177,- 250,-

Sample Numbers 63 29 28

'Data are mean + SEM.
2Data on time consumption for parallel processing of eight sam-
ples.

Ovérovani celistvosti molekuly RNA bylo provede-
no horizontalni elektroforézou (obr. 1). Byl ziskan typic-
ky vzorek izolované celkové RNA, 18S a 28S ribozo-
malni RNA. Vzorky izolované Rneasy Protect Mini Kit
mély na gelu viditelnou zénu DNA. Pfi izolaci MagNA
Pure Compact RNA Isolation Kit (Tissue) byla vidét na
gelu stopa degradované molekuly RNA. Pfi homogeni-
zaci s keramickymi kulickami déle nez 5 sekund mole-
kuly RNA degradovaly. Fragmenty RNA jako 5S rRNA
nebo tRNA nebyly na gelu urCeny.

Fig. 1. Horizontal electrophoretic analysis of total RNA samples

5 ug of total RNA were loaded in each lane and electrophoresed on
1% native agarose gels with ethidium bromid, total RNA were
extracted with

a) Rneasy Protect Mini Kit (lanes 1-2);

b) Rneasy Lipid Tissue Kit (lanes 3—4);

c) MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Tissue) (lanes 5-6);
d) degraded RNA (lanes 7-8).

Arrows indicate DNA contamination of RNA samples.

Izolaéni pfistroj po nastaveni protokolu, umisténi re-
akéni soupravy a plastu pracoval plné automaticky,
8 vzorkU izoloval cca 40 minut. Pfi pouziti separacnich
kolonek QIAGEN se pracovalo ruéné. Cas analyzy
8 vzork(l byl 3krat delSi nez s pfistrojem MagNA Pure
Compact Instrument.

Finan¢ni naklady na zpracovani jednoho vzorku pfi
pouziti automatického systému byly o 38 % vySSi nez
pfi praci s kitem Rneasy Lipid Tissue. V cené kit QIA-
GEN nebyla zahrnuta polozka plastl (Spi¢ky, zkumav-

ky), rovnéz nebyl zohlednén ¢as pracovnika, ktery pro-
vadél analyzu. Cena izolaéniho pfistroje nebyla vycisle-
na, protoze se jedna o dlouhodobou investici a toto za-
fizeni mGze slouZiti k jinym Ucelim véetné izolace DNA
z krve [8].

Pro izolaci RNA bylo rozhodujici mnozstvi pouzi-
té tkané, zplsob a doba homogenizace, slozeni,
objem lyzaéniho ¢&inidla a také zpracovani homoge-
nizatu na koloné QIAGEN nebo pfistrojem MagNA
Pure Compact Instrument. Podle vyrobce je vazebna
kapacita kolony pro celkovou RNA 100 pg. V nasi
praci proto bylo testovano, jaké maximalni mnozstvi
homogenizatu tukové tkané Ize aplikovat na kolonu,
aniz by doslo ke snizeni vytézku celkové RNA ze
vzorku. Z obrazku 2 je patrné, ze 70-80 mg tkané
bylo maximalni mnozstvi, které Ize po homogenizaci
nanést na kolonu bez ztraty vytézku. Pokud se pra-
covalo s vice nez 80 pg tkané, vytézky RNA se ne-
menily, nebo byly dokonce niz§i. Na izolatoru bylo
pracovano se stejnym mnozstvim tkané, jako pfi pra-
ci se separacni kolonou.

200

0 ]
60 70 80 920 100

Adipose tissue (mg)

-
o
o

Total RNA (ug/ml)

2
o

Fig. 2. Relation between amount adipose tissue used to extraction
and total RNA yield obtained by Rneasy Lipid Tissue Kit

DalSi faktor, ktery ovlivhoval kvalitu, respektive
kvantitu RNA, bylo sloZeni lyzaénich roztokl. Tukové
buniky se nejlépe lyzovaly v roztoku QIlAzol Lysis
Reagent (QIAGEN GMbH, Némecko). Guanidinthio-
kyanat, ktery byl sou¢ast tohoto ¢inidla, lyzoval bun-
ky a inhiboval RNazy, fenol rozpoustél triglyceridy. Fe-
nol a chloroform, pouzité v systému, snizily pomér

260 nm/280 nm (ViZ tab 2)

Roztok RLT, ktery je sou¢ast Rneasy Protect Mini
Kit, nebyl vhodny k lyzaci tukové tkané, protoze zi-
skana RNA byla kontaminovana DNA (viz obr. 1). Pro
MagNA Pure Compact Instrument byla homogenizace
provedena v lyzaénim roztoku, ktery byl sou¢éast sou-
pravy vyrobce Roche, respektive v QlAzol Lysis Re-
gentu; vytézky RNA ze stejného vzorku byly srovna-
telné (v. k. do 15 % ).

RNA izolovana separa¢nimi kolonami a automatic-
kym analyzatorem vykazovala stejnou schopnost syn-
tézy cDNA s oligo(dT)18 primery, respektive ucinnost
reverzni transkriptazy M-MuLV byla stejna pfi pouziti
0,1-1,0 pug RNA v reakci; vytézek cDNA byl 1,6 mg/ml
(v. k. 2,6 %).
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K validaci izola¢nich kitd, respektive kvality RNA
byla pouzita metoda RT-PCR pro gen B2M. Mira schop-
nosti amplifikace RNA, respektive cDNA, a zjisténi kon-
taminaci DNA nebo inhibitory bylo provedeno analyzou
rznych klinickych vzork( tukové tkané.

Srovnani MagNA Pure a QIAGEN izolaci prostted-
nictvim Ct hodnot B2M je uvedeno v tabulce 3. Pres-
nost ve stanoveni byla ur€ena opakovanou analyzou jed-
noho vzorku tukove kané. Variacni koeficienty byly mensi
nez 4 %. Pfesnost mezi sériemi byla stanovena analy-
zou rliznych RNA, v. k. do 6,6 %. Hodnoty Ct pro kity
QIAGEN se lisily 0 0,5-1 cyklus. Rozdil Ct hodnot mezi
izolaci na separacnich kolonach a izolaci na magne-
tickych nosic¢ich byl cca 2,5 cyklu. Tento rozdil byl zpu-
soben ¢aste¢nou degradaci molekuly RNA. Degradova-
né molekuly maji vy$si hodnoty Ct [9]. Profil amplifikace
B2M s TagMan sondou byl stejny pro vzorky RNA zis-
kané testovanymi soupravami (obr. 3), coz potvrdilo je-
jich podobnou miru schopnosti PCR amplifikace.
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Fig. 3. Amplification curves of gen beta-2-microglobulin (instru-

ment: ABI PRISM 75000, Applied Biosystems, USA)

a) Rneasy Protect Mini Kit (solid line curve).

b) Rneasy Lipid Tissue Kit (dashed line curve).

c) MagNA Pure Compact RNA lIsolation Kit (Tissue) (dot-and-
dashed line curve).

d) Negativ control — no RNA template in the reaction tube (dot line
curve).

Table 3. Comparision of MagNa Pure and QIAGEN RNA isolation
via RT-PCR for beta-2-microglobulin (instrument: ABI PRISM 75000,
Applied Biosystems, USA)

Kit Rneasy Rneasy MagNA
Protect Lipid Pure Compact
Mini Tissue RNA Isolation

(Tissue)

Intra—assay: Ct | 19.19 +0.75 | 20.19 +0.14| 23.41 +0.16

Number 5 7 7

Inter—assay: Ct | 19.94 +0.58 [ 20.68 + 0.87 | 23.02 + 1.52

Number 10 23 42

Data are expressed as mean + SEM.

Na obrazku 4 jsou produkty PCR B2M po amplifika-
ci s fluorescenénim barvivem SYBR Green.Vzorky RNA
z rliznych izolaénich postupt se chovaly i v tomto sys-
tému zcela identicky a odpovidaly amplikonu B2M. Vy-
sledek byl potvrzen i kfivkou tani (obr. 5).

Fig. 4. PCR products beta-2-microglobulin after amplification with
SYBR Green |

15 ug of cDNA were loaded in each lane and electrophoresed on 2%
native agarose gels with ethidium bromid, total RNA were extracted with
a) Rneasy Protect Mini kit (lanes 1-2).

b) Rneasy Lipid Tissue Kit (lanes 3—4).

¢) MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Tissue) (lanes 5-6).

*100 bp DNA Ladder (Fermentas, USA).
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Fig. 5. Melting curve analysis of gen beta-2-microglobulin (instru-
ment: ABI PRISM 75000, Applied Biosystems, USA)

a) Rneasy Protect Mini Kit.

b) Rneasy Lipid Tissue Kit.

c) MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Tissue).
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Diskuse

Pfes obrovsky zajem, ktery se tyka studia miry ge-
nové exprese bioaktivnich latek v tukové tkani, respek-
tive v adipocytech, jsme se setkali v literatufe pouze
s omezenym mnozstvim publikaci zabyvajicich se pro-
blematikou izolace RNA z tukové tkané [10]. Starsi pra-
ce vychazeji z publikace Chomczynski P. et al. [6], kde
postupy jsou Casove velmi naro¢né, zahrnuji fadu pre-
cipitacnich a centrifugaénich krok(, pracuje se s toxic-
kymi €i karcinogennimi chemikaliemi. K ziskani nékoli-
ka pg celkové RNA je tfeba stovky miligramu tukove
tkané [11], ktera Casto neni k dispozici.

Mnozstvi a Cistota RNA izolované z tkané podle na-
Sich zkuSenosti zavisi nejen na zplsobu homogenizace
vzorku a na pouzité izola¢ni soupravé, ale souvisi také
s charakterem téchto vzorkd, respektive s obsahem
triglyceridd v burikach tukové tkané [12]. Pfi pouziti Rnea-
sy Protect Mini Kitu, respektive pfi praci s lyzacnim ¢i-
nidlem RLT, byly triglyceridy nedostate¢né odstranény,
tuky tuhly pfi ochlazeni spole¢né s adipocyty na povr-
chu zkumavek, ucpavaly pory separanich membran,
coz vedlo nejen k nizkym vytézkim RNA z tkané, ale
vzorky byly kontaminovany DNA. Takto kontaminované
vzorky musi byt pred jejich vyuzitim metodami moleku-
larni biologie oSetfeny DNAsou | a precistény, coz vede
k dalsim ztratdm RNA, zvySuje cenu a prodluzuje Cas
stanoveni. Naopak vzorky RNA ziskané soupravami
Rneasy Lipid Tissue a MagNA Pure Compact RNA Iso-
lation (Tissue) mély parametry odpovidajici pozadavkim
RT-PCR. Zjisténé rozdily v Ct hodnotach B2M pfi pouziti
uvedenych souprav, mohly byt zpisobeny odli§nym prin-
cipem izolace RNA a zpusobem homogenizace. Studi-
um genoveé exprese metodou RT-PCR je relativné kvanti-
tativni stanoveni, tzn. v systému se vyuziva skutecnosti,
ze ve vzorku RNA se vySetfovany gen i B2M chovaji
stejné, a proto rozdil v Ct pro rlizné izola¢ni postupy ne-
ma vliv na vysledek kvantitativniho stanoveni.

Zaver

Rneasy Lipid Tissue Kit a MagNA Pure Compact
RNA Isolation Kit (Tissue) jsou vhodné pro izolace cel-
kové RNA z tukové tkané. Vzorky RNA odpovidaji po-
tfebam metod molekularni biologie.

RNA ziskana systémem MagNA Pure Instrument
méla standardni parametry na rozdil od manuéliniho zpra-
covani. Pfi zpracovani vétsiho mnozstvi vzorkl za den
je automaticky izola¢ni systém prostfedkem, ktery vy-
razné urychluje zpracovani vzork(l bez negativniho ovliv-
néni kvality jejich zpracovani.
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