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Banka biologického materiálu v Masarykovû onkologickém ústavu.
Zmûna archivace vzorkÛ – zku‰enosti s roãním provozem.
Knoflíãková D., ·merdová T., Nenutil R., Îaloudík J.
MasarykÛv onkologick˘ ústav, Brno

Nové vûdecké a technologické pokroky v oblasti genomové a proteomové anal˘zy umoÏÀují stále detailnûj‰í poznávání dyna-

miky a funkãních aspektÛ onemocnûní.

Dostupnost nativní nefixované tkánû a dal‰ího biologického materiálu je základním poÏadavkem pro rozvoj a validaci nov˘ch

molekulárnû biologick˘ch metod, zaloÏen˘ch na testování nukleov˘ch kyselin a proteinov˘ch anal˘zách. Archivovaná nativní

tkáÀ, v pfiípadû relapsu onemocnûní individuálního pacienta, mÛÏe také poslouÏit k prognostick˘m a prediktivním úãelÛm.

Banka biologického materiálu (BBM) v Masarykovû onkologickém ústavu organizuje sbûr, identifikaci, uchovávání, v˘dej

a kontrolu kvality uloÏen˘ch vzorkÛ. Dále zaji‰Èuje nepfietrÏitou kontrolu zafiízení slouÏícího k vlastní archivaci biologického

materiálu. Samozfiejmá je také dostupnost relevantních klinick˘ch dat. 

Od doby svého vzniku tj. koncem roku 2000 aÏ do roku 2006 byly ve‰keré vzorky archivovány v hlubokomrazícím boxu pfii

teplotû –80 °C. Tato teplota je uvádûna jako dostaãující pro uloÏení nativních tkání. Z hlediska dlouhodobé archivace je ov‰em

v˘hodnûj‰í upfiednostnit uskladnûní tkání pomocí tekutého dusíku ãi jeho par. Zku‰enosti dokazují, Ïe v˘tûÏnost DNA a RNA

takto archivovan˘ch vzorkÛ zÛstává nezmûnûna po desetiletí i déle. Tento zpÛsob uskladnûní také garantuje udrÏení niÏ‰í

(–196 °C ãi –150 °C) a stabilnûj‰í teploty v porovnání s hlubokomrazícím boxem. Kontaminaci ústící z uloÏení tkání v tekutém

dusíku lze potlaãit archivací vzorkÛ pomocí dusíkov˘ch par. 

V roce 2007 do‰lo k vybudování nového kryoskladu na

oddûlení klinické a experimentální patologie a tím ke zmûnû

v uskladnûní vzorkÛ pomocí par tekutého dusíku. Stávající vzor-

ky tkání i sér byly za pfiesnû definovan˘ch podmínek pfiestûho-

vány z hlubokomrazícího boxu a novû naskladnûny k definitiv-

ní archivaci. Vzorky sbírané od roku 2007 jsou jiÏ pfiímo archi-

vovány v dusíkov˘ch parách.

V prÛbûhu roku také docházelo ke zkvalitÀování provozu

BBM. Byly vypracovány standardní operaãní procedury, dle kte-

r˘ch se cel˘ provoz BBM fiídí. Na prvním místû byla snaha

o zaji‰tûní co nejrychlej‰ího dodání nativního materiálu z ope-

raãního sálu na oddûlení patologie. Ve spolupráci s t˘my ope-

raãních sálÛ bylo zavedeno sledování ãasu od pfieru‰ení cévní-

ho zásobení tkánû do okamÏiku jejího zamrazení. Tento ãasov˘

údaj je velice dÛleÏit˘ z hlediska dal‰í vyuÏitelnosti vzorkÛ

a nemûl by pfiesáhnout 30 minut. Pfii vût‰í ãasové prodlevû v˘znamnû narÛstá degradace nukleov˘ch kyselin, ãímÏ se tkáÀ stává

ménû vhodnou pro molekulárnû biologické anal˘zy.

Z hlediska vlastních zamrazovacích technik se také zaãalo testovat zamrazování tkání pomocí isopentanu, vychlazeného v teku-

tém dusíku. Cílem je zhodnotit rozdíly v kvalitû tkání mrazen˘ch pomocí tekutého dusíku ãi isopentanu a vybrat co nejoptimál-

nûj‰í zpÛsob zamrazení vedoucí k získání kvalitních vzorkÛ.

K odbûru nádorov˘ch tkání do RNA Lateru byl zaveden navíc odbûr zdrav˘ch tkání do tohoto stabilizátoru. Do‰lo také ke

zmûnû v archivaci tûchto vzorkÛ. Dostaãující teplotou, která nezpÛsobí zmrznutí stabilizaãního roztoku RNA Later a tím pfiípadné

naru‰ení struktury tkánû je teplotû –20 °C.

V prÛbûhu celého roku probíhala stálá kontrola identifikace ukládan˘ch vzorkÛ, vãetnû kompletnosti patomorfologick˘ch dat.

Pro v˘dej vzorkÛ z BBM byly vypracovány detailní Ïádosti, aÈ uÏ pro interní ãi externí Ïadatele, které jsou dostupné na webo-

v˘ch stránkách MOÚ. Samozfiejmá byla také kontrola kvality vzorkÛ, které byla hodnocena pomocí extrahované RNA (v˘tûÏ-

nost, ãistota, degradace). Nezbytná byla denní kontrola samotného zafiízení slouÏícího k archivaci vzorkÛ. V roce 2007 nedo‰lo

k Ïádné závaÏné poru‰e v celém systému, aÈ jiÏ slouÏícího k monitorování prostoru kryoskladu ãi k vlastní archivaci.

Do prostoru kryoskladu bylo na konci roku 2007 nainstalováno zvedací zafiízení, umoÏÀující snadnûj‰í manipulaci pfii práci

se vzorky.

V roce 2007 bylo naskladnûno 645 tkání tj. 2378 alikvotÛ, 610 sér tj. 1830 alikvotÛ a 640 tkání uchovan˘ch v RNA Lateru tj.

1038 alikvotÛ. Z lokalit pfievládaly nádory prsu, které ãinily pfies 45% v‰ech archivovan˘ch tkání.

Bylo provedeno cca 550 izolací nukleov˘ch kyselin (430 z nativního materiálu) a vydáno 332 alikvotÛ tkání a 210 alikvotÛ

sér (viz graf).

BBM MOÚ archivuje ve‰keré maligní, metastatické ãi zdravé tkánû a od roku 2005 také krevní séra. Celkovû je nyní nasklad-

nûno cca 3600 tkání tj. pfies 12000 alikvotÛ a cca 1560 sér tj. 4680 alikvotÛ. V RNA Lateru je archivováno cca 830 tkání tj. 1234

alikvotÛ.
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Hlavním úkolem BBM je poskytnutí kvalitního nativního materiálu, kter˘ lze vyuÏít nejen pro v˘zkumné a grantové projek-

ty MOÚ ãi dal‰ích pracovi‰È, ale kter˘ by také napomohl ovlivnit terapeutické procesy individuálního pacienta.
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