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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wycinki tkankowe utrwalone w formalinie i zatopione w bloczkach parafinowych sa wykorzy-
stywane do rutynowej diagnostyki histopatologicznej, coraz czgsciej jednak stanowia materiat
do badan molekularnych genomu oraz ekspresji gendw z uzyciem technik biologii molekular-
nej, takich jak PCR i RT-PCR. Powaznym ograniczeniem jest jednak wysoki stopien fragmenta-
¢ji i chemicznych modyfikacji kwaséw nukleinowych izolowanych z utrwalonych tkanek.

W pracy dokonano przegladu danych dotyczacych mozliwosci wykorzystania wycinkéw tkanko-
wych z rutynowo wykonywanych bloczkéw parafinowych do badar histologicznych, jako Zrédto
matrycowego RNA. Trudnosci w uzyskaniu dobrej jakoSci RNA sa zwiazane przede wszystkim
z wpltywem formaliny na kwasy nukleinowe, a takze innych czynnikéw fizykochemicznych, ja-
kie oddziatuja na materiat tkankowy w czasie zabezpieczania i utrwalania. Niezbedna jest opty-
malizacja warunkow izolacji RNA oraz reakcji RT-PCR. Zwrécono uwage na coraz wigksza po-
trzebg wprowadzenia alternatywnych technik utrwalania materiatu tkankowego, zapewniajacych
lepsze zabezpieczenie zaréwno makromolekut, jak i morfologii tkankowej, a tym samym umoz-
liwiajacych uzupetienie diagnostyki histologicznej badaniami na poziomie molekularnym.
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Summary

Formalin-fixed and paraffin-embedded tissue sections are used for routine histopathological diag-
nostics, but they have increasingly become material for molecular studies of genome and gene
expression using molecular biological techniques such as PCR and RT-PCR. A major limitation
is the significant degree of degradation and chemical modification of the nucleic acids recove-
red from fixed tissues. The purpose of this review is to provide an overview of studies on the po-
ssibility of using routinely prepared paraffin-embedded tissue sections as a source of messen-
ger RNA. Difficulties in recovering high-quality RNA are mainly connected with the influence
of formalin on nucleic acids and the effects of other physical and chemical agents on tissue du-
ring preservation and fixation. It is necessary to optimize RNA isolation and polymerase chain
reaction conditions. Special attention is paid to the rising need to introduce alternative techniqu-
es for the fixation of tissue sections that provide for better preservation of both macromolecules
and tissue morphology and for conducting histological diagnostics with molecular studies.
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1. Wstep

Szybki rozwdj technik biologii molekularnej oraz coraz
szersze ich zastosowanie jest obserwowane w laboratoriach
naukowych na catym Swiecie, ale rowniez coraz wigksze
znaczenie ma w diagnostyce rutynowej, zwlaszcza w diag-
nozowaniu nowotworéw. Takie techniki jak RT-PCR (reverse
transcryption-polymerase chain reaction) czy mikromacie-
rze, sa wykorzystywane do tworzenia profili ekspresji ge-
néw w okreslonych jednostkach chorobowych, co moze mie¢
istotne znaczenie w okreslaniu nowych czynnikéw progno-
stycznych i predykcyjnych. Bogatym Zrédlem materiatu bio-
logicznego do badania ekspresji genéw na poziomie mRNA
sg archiwa zaktadéw patomorfologii, w ktérych przez lata
sg przechowywane wycinki tkankowe zatopione w bloczki
parafinowe. Gléwna zaletq takiego materiatu jest mozliwosé
uzyskania podstawowych danych klinicznych pacjentéw, od
ktérych zostat pobrany, pelne rozpoznanie histopatologicz-
ne oraz ewentualne dodatkowe informacje, takie jak np. od-
powiedZ na leczenie. Zasadniczym problemem jest jednak
izolacja z tego specyficznego materiatu RNA o jakosci wy-
starczajacej do przeprowadzenia reakcji RT-PCR.

W 1991 r. po raz pierwszy udata si¢ amplifikacja RNA uzy-
skanego z tkanek zatopionych w parafinie [26]. Mimo licz-
nych modyfikacji metod izolacji mozliwe jest uzyskanie
jedynie krétkich fragmentéw RNA, jednak dzigki rozwo-
jowi technik amplifikacji udato si¢ przyblizy¢ czutos¢ re-
akcji do tych wykorzystujacych jako matryce RNA z tka-
nek swiezych lub mrozonych [13,22].

2. CzynNIKI WPLYWAJACE NA JAKOSC MATERIALU TKANKOWEGO
WYKORZYSTYWANEGO DO BADAN

Materiat do badan molekularnych moga stanowié fragmenty
tkanek usunigtych chirurgicznie, materiat biopsyjny, krew pel-
na lub surowica, a takze tkanki pobrane w czasie autopsji.

Bez wzgledu na rodzaj materiatu istotne jest jego odpowied-
nie zabezpieczenie, zalezne od pdZniejszego przeznaczenia.
Najrzadziej wykorzystuje si¢ materiat Swiezy, ktéry moze
stuzy¢ do wyprowadzenia hodowli komérkowych lub bez-
posredniej izolacji DNA, RNA lub biatek. Wycinki mrozo-
ne, bedace podstawa szybkiej diagnostyki Srédoperacyjnej
moga, podobnie jak tkanki §wieze, po homogenizacji stuzy¢
do izolacji kwaséw nukleinowych lub biatek. Jednak w prak-

tyce zdecydowana wigkszo$¢ pobieranego materiatu tkanko-
wego jest utrwalana i zatapiana w parafinie. Skrawki parafi-
nowe sa wykorzystywane w diagnostyce histopatologiczne;j
oraz do badart immunohistochemicznych. W postaci blocz-
kéw parafinowych tkanki sa réwniez archiwizowane.

3. WPLYW FORMALINY NA PIERWOTNA STRUKTURE RNA

Najbardziej rozpowszechnionym i stosowanym juz od po-
nad 100 lat odczynnikiem utrwalajacym jest formalina (40%
roztwor formaldehydu w wodzie stosowany w rozcieficze-
niu 1:9). Formalina doskonale zachowuje morfologi¢ tkanek
oraz wigkszos¢ epitopéw wykrywanych w reakcjach immu-
nohistochemicznych czy immunofluorescencyjnych, wpty-
wa jednak niekorzystnie na struktur¢ kwaséw nukleinowych.
Podczas utrwalania moze takze dochodzi¢ do zmian autoli-
tycznych glebiej potozonych tkanek, spowodowanych powol-
noscia dyfuzji formaliny szczegdlnie w przypadku duzych
wycinkéw [27]. W nastgpstwie czgsciowej degradacji RNA
oraz obecnosci wigzan krzyzowych z biatkami i innych che-
micznych modyfikacji RNA, reakcja izolacji przy wykorzy-
staniu tradycyjnych protokotéw lub zestawéw komercyjnych
jest mato wydajna, a samo RNA niskiej jakosci [16].

Podobnie jak w wypadku DNA, formaldehyd reaguje z za-
sadami azotowymi w czasteczce RNA tworzac N-mety-
lol (N-CH,OH). Nastepnie dochodzi do ataku elektrofilo-
wego N-metylolu na grupg aminowa, skutkiem czego jest
utworzenie mostka metylenowego mi¢dzy dwiema grupami
aminowymi. Jak wykazaly badania wszystkie zasady azo-
towe reaguja z formaldehydem, ale najbardziej reaktywna
jest adenina. Po 16-godzinnej inkubacji w roztworze for-
maliny w temperaturze 4°C prawie 40% czasteczek ade-
niny w syntetycznym RNA zawiera addycyjny monome-
tyl. Wskazuje to na mozliwos¢ istotnych zmian w ogonie
poliadenylowym utrwalonego mRNA [17].

Addycja metylolu w komérkowym RNA takze zaktéca od-
wrotnag transkrypcje i syntez¢ cDNA. Dziatanie to mozna
czeSciowo znie$¢ podgrzewajac probki RNA w buforze TE
(Tris-EDTA). Ta tylko czg$ciowa odwracalnos¢ jest przypi-
sywana formowaniu mostkéw metylenowych mi¢dzy zasa-
dami RNA i grupami aminowymi biatek cytoplazmatycz-
nych. Innym wyjasnieniem pozostawania grup aminowych
w postaci niereaktywnej moze by¢ formowanie struktur
drugorzedowych w jednoniciowym RNA [17].
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Praca Hamatani i wsp. wykazata, ze chemiczne modyfika-
cje RNA pochodzacego z tkanek utrwalanych w niezbu-
forowanej formalinie i przechowywanych przez wiele lat
moga zostaé zniesione poprzez ogrzewanie probek w bu-
forze cytrynianowym o pH 3-6,5 [10].

4. WARUNKI UTRWALANIA W FORMALINIE

a) Temperatura

Rutynowe utrwalanie tkanek w temperaturze pokojowej ma
niekorzystny wptyw na struktur¢ kwaséw nukleinowych
i moze spowodowac utrat¢ nawet do 30% ich czasteczek
[5,6]. Wskazano, ze utrwalanie w formalinie w temperatu-
rze +4°C zapewnia lepsza ochrong DNA i RNA, a ponadto
nie wptywa znaczaco na morfologi¢ tkanek [18,24].

b) pH

Wykazano, ze utrwalanie tkanek w formalinie o obnizonym
pH zmniejsza wydajnos¢ izolacji kwaséw nukleinowych
[11]. Stad koniecznos¢ stosowania formaliny zbuforowa-
nej w odpowiednio duzej objetosci w stosunku do pobra-
nego wycinka. W tkankach utrwalanych w formalinie o pH
3,0 stwierdzono zwigkszong liczbe mutacji artefaktowych.
Sugeruje sig, ze obnizone pH sprzyja depurynacji, czyli usu-
waniu pojedynczych zasad azotowych z faficucha weglowo-
fosforanowego jednej z nici DNA, a w konsekwencji two-
rzeniu si¢ nieprawidtowych par nukleotydoéw [7].

Badania ekspresji niektérych genéw na poziomie RNA
w wycinkach z ludzkiego gruczotu piersiowego wykazaty,
ze utrwalanie tkanki w formalinie o wysokim pH znacza-
co wzmacnia sygnal hybrydyzacji in situ (ISH), zaréwno
w przypadku mRNA wystepujacego w komoérce w duzej,
jak i w matej liczbie kopii [2].

¢) Czas ,,przed utrwaleniem’ tkanek

Czas, jaki uptywa od chwili pobrania wycinka do umiesz-
czenia go w plynie utrwalajacym jest niezwykle istotny dla
zachowania struktury kwaséw nukleinowych. Wykazano,
ze zmiany biochemiczne zachodza w tkankach w ciagu 10
minut od ustania krazenia [11,14]. Z tego powodu wycinki
powinny by¢ jak najszybciej utrwalane, zwlaszcza w przy-
padku narzadéw o wysokim poziomie RNaz i proteaz, np.
trzustki, pecherzyka zétciowego czy skory. Wszelkie czyn-
nosci ex vivo, takie jak fragmentacja czy orientacja wycin-
ka, powinny by¢ przeprowadzone szybko i sprawnie, aby
zapobiec utracie enzymow, zniszczeniu mitochondriéw
oraz transkrypcji bialek apoptotycznych spowodowane;j
postgpujacym niedotlenieniem [23].

W tkankach pobranych podczas autopsji rozpad RNA i bia-
ek jest bardzo gwattowny, dlatego czas, jaki uptynat od
$mierci organizmu do pobrania wycinka ma istotny wptyw
na wynik badai molekularnych [23].

5. Warunki rReake)t RT-PCR

a) Izolacja RNA

Warunkiem przeprowadzenia reakcji RT-PCR jest uzyska-
nie z tkanek zatopionych w parafinie RNA odpowiedniej

jakosci. Obecnie jest dostgpnych wiele gotowych zestawow
do izolacji RNA, chociaz stosuje si¢ réwniez klasyczne pro-
tokoty oparte na dziataniu proteinazy K oraz tiocyjania-
nu guanidyny. Przy izolacji RNA z materiatu z bloczkéw
parafinowych, metoda wykorzystujaca czynnik chaotropo-
wy — tiocyjanian guanidyny, ustgpuje metodom z zastoso-
waniem proteinazy K. [16, 22]. Dzi¢ki enzymatycznemu
trawieniu utrwalonej tkanki udaje si¢ uzyskac do 10 razy
wigcej catkowitego RNA [17].

Istnieja réwniez procedury taczace oba te czynniki. Godfrey
i wsp. [9] opisali trzydniowa inkubacje z proteinaza K
w buforze zawierajacym tiocyjanian guanidyny, a nastep-
nie ekstrakcje fenolowo-chloroformowa z dodatkowym
etapem oczyszczania.

Wykazano, ze niekorzystny wplyw na jakos¢ RNA, a w kon-
sekwencji rezultat reakcji RT-PCR moga mie¢ inhibito-
ry RNaz dodawane na etapie enzymatycznego trawienia
tkanki. Mimo to, iz RNazy to enzymy bardzo stabilne,
wysoce reaktywne i niewymagajace do dziatania kofak-
toréw, w czasie utrwalania w formalinie sa inaktywowa-
ne. Ponadto uzycie proteinazy K zapewnia ich catkowite
zniszczenie [12,16].

b) Dob6r primerow

Wyniki reakcji RT-PCR wykorzystujacej jako matrycg RNA
izolowany z materiatu z bloczkéw parafinowych sa czgsto
niesatysfakcjonujace. Stad wynika konieczno$¢ optyma-
lizacji warunkéw reakcji. Niezwykle wazna jest wlasciwa
konstrukcja primeréw, ktére powinny obejmowac jak naj-
krétszy amplikon. Degradacja i kowalencyjna modyfika-
cja matrycowego RNA powoduja, ze trudno jest uzyskac
produkty reakcji o dtugosci wigkszej niz 300 par zasad.
Modyfikacja ogona poliadenylowego czasteczki mRNA
utrudnia przytaczanie standardowo uzywanych primeréw
oligo-dT i prawidlowa syntez¢ cDNA podczas reakcji od-
wrotnej transkrypcji. Poniewaz czgSciowo zdegradowa-
ne czasteczki RNA moga nie zawiera¢ jednoczesnie ogo-
na poliadenylowego i docelowej sekwencji amplifikacji,
synteza cDNA z wykorzystaniem losowych heksametrow
(,,random-priming”’) moze by¢ bardziej skuteczna niz uzy-
cie oligomeréw dT [16,17].

Wazny jest takze taki dobdr primeréw, ktéry zapewni elimi-
nacje¢ wynikow fatszywie dodatnich pod postacia produk-
tow powstatych na bazie DNA genomowego a nie cDNA
jako matrycy. Amplikony w reakcji RT-PCR moga obej-
mowa¢ intron — wtedy produkt genomowego DNA bedzie
wigkszy niz produkt wiasciwy. Natomiast niepozadany
produkt nie powstanie, jesli primery obejma potaczenia
ekson-ekson [20].

¢) Real-time pcr

Standardowa reakcja RT-PCR jest szczeg6lnie uzyteczna
w przypadku identyfikacji RNA wirusowego lub produk-
téw ekspresji genéw fuzyjnych zwigzanych z translokacja-
mi chromosomowymi, czy tez genéw zmutowanych [22].
Poniewaz korelacja migdzy st¢zeniem koricowego produk-
tu, a poczatkowa liczba czastek matrycowych jest w tej re-
akcji ograniczona, standardowa technika wykorzystywa-
na do ilosciowej oceny ekspresji badanych genéw stata
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si¢ reakcja PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR).
Monitorowanie zmian w st¢zeniu produktu nastgpuje po-
przez pomiar fluorescencji proporcjonalnej do ilosci produk-
tu w mieszaninie. Dodatkowa zaleta tej techniki w odniesie-
niu do specyficznego materiatu, jakim jest RNA z tkanek
utrwalonych jest wysoka czutos¢, niewielka ilos¢ wyma-
ganego RNA oraz wykorzystanie bardzo krétkich ampli-
konéw o dtugosci ok. 50-150 par zasad [16, 22].

Materiatl tkankowy pochodzacy z archiwalnych bloczkéw
parafinowych jest wysoce niejednorodny, tzn. niemozli-
we jest okreslenie czasu, jaki uptynat zanim tkanka zosta-
fa utrwalona, a takze czas samego utrwalania. W zwiazku
z tym stopient degradacji RNA w poszczegdlnych tkankach
jest trudny do okreslenia i poréwnania. Dlatego tez zaleca
si¢ podawanie wzglednych ilosci powstajacego produktu,
w odniesieniu do genu referencyjnego (tzw. ,.house-keeping
gene”), w przeciwienstwie do ilosci bezwzglednych, obli-
czonych na podstawie krzywej standardowej [15,16].

W przypadku badania ekspresji genéw w tkankach nowo-
tworowych jest niezwykle istotna ostrozno$¢ w doborze
genu referencyjnego, poniewaz istnieja doniesienia doty-
czace zmienionej ekspresji tych genéw w komérkach nie-
ktérych rodzajéw nowotwordéw [1].

6. ALTERNATYWNE TECHNIKI UTRWALANIA

W zwiazku z gwattownym rozwojem technik biologii mo-
lekularnej, zaistniata potrzeba zastapienia w rutynowych
badaniach histopatologicznych formaliny takimi zwigzka-
mi utrwalajacymi, ktére zachowywatyby nie tylko morfo-
logig tkanek, ale réwniez strukturg kwaséw nukleinowych.
Umozliwitoby to wykorzystanie tego samego materiatu
tkankowego do catego panelu badan, w tym okreslania eks-
presji poszczegdlnych gendéw na poziomie mRNA, diagno-
zowania mutacji, a takze zakazen wirusowych [23].

a) Alkohole

Alkohole, zaliczane do grupy utrwalaczy koagulacyj-
nych bywaja stosowane zamiennie z utrwalaczami dziata-
jacymi na drodze tworzenia wigzan krzyzowych (,,cross-
linking”), do ktérych nalezy formalina. Etanol 95% jest
stosowany do utrwalania rozmazéw w badaniach cytolo-
gicznych. Wykazano, ze etanol 70% wystarczajaco zacho-
wuje morfologi¢ tkanek i komdrek, a takze strukturg DNA
oraz biatek. Stabiej jednak zabezpiecza RNA. O fragmen-
tacji Swiadczy brak prazka 28 i 18 S w rozdziale elektro-
foretycznym [8].

Ponadto warunki utrwalania w alkoholu (+4°C przez 16-24
godz.) stanowia pewna niedogodnos¢ w rutynowej diag-
nostyce histologicznej [25].

b) Plyn Carnoya

Alkohol etylowy wchodzi réwniez w skiad niektérych
ztozonych ptynéw utrwalajacych. Jednym z nich jest ptyn
Cornoya (alkohol absolutny, chloroform, lodowaty kwas
octowy w stosunku 60:30:10%). Utrwalacz ten dobrze za-
chowuje morfologi¢ tkanek oraz epitopy wykrywane za
pomoca reakcji immunohistochemicznych [3]. Zapewnia
takze lepsza ochrong kwaséw nukleinowych w utrwala-

nych tkankach. W poréwnaniu z formaling ptyn Carnoya
powoduje niewielka degradacj¢ wysokoczasteczkowego
RNA, co pozwala na uzyskanie odcinkéw o dtugosci oko-
o 700-800 par zasad w reakcji RT-PCR.

c¢) Metakarn

Metakarn jest mieszaning utrwalajaca zawierajaca alko-
hol metylowy (metanol, chloroform, lodowaty kwas oc-
towy w stosunku 60:30:10%). Jest dobrym utrwalaczem
stosowanym do wydajnej izolacji RNA, o jakosci poréw-
nywalnej do uzyskiwanej z tkanek mrozonych. Dzigki za-
hamowaniu aktywnosci RNaz w reakcji RT-PCR mozna
uzyskac¢ amplikony o dtugosci 300-700 par zasad. Jest on
réwniez zalecanym ptynem utrwalajacym do badai immu-
nohistochemicznych.

Ograniczeniem w stosowaniu metakarnu jest koniecz-
nos¢ sporzadzania mieszaniny bezposrednio przed uzy-
ciem [21].

d) Technika HOPE (hepes-glutamic acid buffer-
mediated organic solvent protection effect)

W technice tej stosuje si¢ dwuetapowe utrwalanie. Wycinki
sq poczatkowo umieszczane w roztworze protekcyjnym za-
wierajagcym mieszaning aminokwaséw o pH 5,8-6,4, a na-
stgpnie odwadnianie w acetonie w temperaturze 0—4°C
i zatapiane w parafinie [19].

Morfologia tkanek utrwalanych metoda HOPE jest poréw-
nywalna z uzyskang z zastosowaniem formaliny. Doskonale
zachowane sa epitopy, a takze kwasy nukleinowe (nawet
po 5 latach) [19].

Przeszkoda we wprowadzeniu HOPE do badan rutyno-
wych jest dtugi okres inkubacji w obnizonej temperaturze.
Ponadto, podobnie jak w przypadku innych alternatyw-
nych zwiazkéw utrwalajacych wigksze sa koszty proce-
dury w poréwnaniu ze standardowa procedura z uzyciem
formaliny. Dlatego wykorzystywane sa one gtéwnie do ba-
dan naukowych.

e) Ultradzwieki

Jedna z najnowszych metod jest wykorzystanie ultradZwig-
kéw jako uzupetnienia standardowej procedury utrwalania
tkanek w formalinie. Wykazano, ze ultradZzwigki skracaja
czas utrwalania do okoto 1 godziny, bez szkody dla mor-
fologii tkanek i stabilno$ci makromolekut, w tym kwaséw
nukleinowych. Mniej zmienione sa réwniez determinanty
antygenowe, co zapewnia wigksza czutos¢ reakeji immu-
nohistochemicznych [4].

Technika ta pozwala takze na Sledzenie zmian fizycznych
zachodzacych w tkankach w czasie procesu utrwalania.
Umozliwia to kontrolg jakosci wykonywanych rutyno-
wo bloczkéw poprzez monitorowanie poziomu utrwale-
nia tkanki [4].

7. PopsumowaNIE

Prowadzone w ostatnich latach badania dowiodty, ze wy-
cinki utrwalane i przeprowadzane rutynowo do bloczkéw
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parafinowych moga stanowié Zrédto RNA o jakosci wystar-
czajacej do przeprowadzenia badan ekspresji genéw. Jest
to materiat coraz powszechniej wykorzystywany w bada-
niach naukowych, jednak istnieja przeszkody w wykorzy-
staniu go do wzbogacenia rutynowej diagnostyki histopa-
tologicznej o badania na poziomie molekularnym. Stad tez

PismiennicTwo

istnieje pilna konieczno$¢ ujednolicenia procedur przepro-
wadzania tkanek do bloczkéw parafinowych, zwlaszcza na
etapie utrwalania, zaréwno w przypadku uzycia formaliny
jak i utrwalaczy alternatywnych. Niezbedna jest réwniez
optymalizacja warunkéw reakcji PCR, ktéra zapewni, ze
otrzymane wyniki beda miaty wartos¢ diagnostyczna.
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