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Souhrn: S rozvojem molekularné-biologickych technik v onkologii nabyva na vyznamu dostupnost nadorové tkané odebrané
pfi operaci a zmrazené za presn¢ definovanych podminek v tkafiové nadorové bance. Tento materidl miiZe byt zdrojem pro
aktudlni ¢i budouci vyzkumné projekty, analyzujici nové prognostické nebo prediktivni faktory jak na irovni genomu, tak i pro-
teomu, vyZadujici jako vychozi materidl nefixovanou tkan. Lze v§ak oCekavat vyuZiti i pro terapeutické rozhodovaci procesy
pro individudlniho pacienta. Organizace podobnych projekti na evropské trovni jiz pfedpoklada v blizké budoucnosti virtu-
alni variantu této databaze, dostupnou védecké vetejnosti. Nadorova banka zaloZend v Masarykové onkologickém udstavu
v 1.2000 ma v soucasnosti uloZeno ptes 900 nadort vybranych lokalizaci.

Klicova slova: Tkariova nadorova banka, virtudlni varianta, stabilita nukleovych kyselin v zamrazené tkéani, banka Masary-
kova onkologického tistavu

Summary: Availability of tumor tissue obtained during operation and frozen in native status according to strictly defined
procedures has a growing importance in the development of molecular biology methods in oncology. This material can serve
not only as a source for actual or future research projects on the level of genome or proteome, dealing with non-fixed tissues,
but also for therapeutic decision for individual patients. The similar European projects are planned at virtual variant of this
database, accessible for scientific community. In the tumor tissue bank established in Masaryk Memorial Cancer Institute in
2000 are actually more than 900 tumors of selected types.
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Nové védecké a technologické pokroky v oblasti genomové
aproteomové analyzy i v oblasti bioinformatiky umoZziiuji sta-
le detailngjsi poznani dynamiky a funk¢nich aspekt onemoc-
néni. Molekuldrné-biologické markery v onkologii, vyuZiva-
jici nefixovanou tkaf uchovanou ve zmrazeném stavu, mohou
byt pfinosem nejen pro diagnostiku, ale i fizeni 1é¢by nadort.
Proto je nyni kladen zna¢ny diiraz na zakladéni tkanovych bank
- doporuceni nabyvaji v poslednich nékolika mélo letech na
intenzit€ umérné rozsifovani molekularné-biologickych tech-
nologii do rutinni praxe.

Nadorova banka je zafizeni pro organizaci sbéru nativniho
materialu, dschovu v zamrazeném stavu a naslednou distribu-
ci nadorové, ev. normdlni kontrolni tkané pro dal§i uZiti
v zékladnim nebo aplikovaném vyzkumu (1). Vhodny mate-
ridl odebira patolog z piebytku naddorové tkiné, kterd zistava
po zpracovani materidlu pro histopatologické vySetfeni. Bez-
prostfedné po odbéru, ktery je nutno provést do 15 min od vyné-
ti tumoru chirurgem, jsou nativni vzorky zamrazovany, aby
bylo zaru€eno optimélni zachovani integrity nukleovych kyse-
lin. Védecka hodnota tkanové banky se zvysi, je-1i vedle tka-
né uloZenaikrev (ev. jejiizolované slozky). Neméné vyznam-
n4 je i znalost klinického stavu nemocného, predevsim dalsi
vyvoj onemocnéni, ndsledna terapie a odpovéd na terapii.
Jak vypada srovnéni planovanych ptedstav s realitou? Ve zce-
la nedavném obdobi se predevs§im zménil ndzor na charakter
zamraZeného materidlu - trend sbéru ur¢itého typu nadorti pou-
ze pro urcity projekt, ktery byl v minulosti pro mnohé vyzkum-
né studie provadén, je tieba nahradit systematickym shérem

vSech dostupnych nadora. Prospektivni ukladani vzorka od
nasledné operovanych pacient celého spektra nador se sice
v prvnich letech sbéru jevi byt zd4nlive bez aktudlniho efektu
pro konkrétni védecké vyuZiti, je to v§ak vyznamny zdroj pro
identifikaci jiZ zndmych (ev. potencidlnich novych) markert,
které jsou vyuZivany pro biologickou charakterizaci malignich
nadortl i optimalizaci 16¢by téchto nemocnych. Cinnost zaby-
vajici se sbérem, uklad4dnim, redistribuci materidlu a v nepo-
sledni fad€ etickymi problémy je koordinovédna nejen na narod-
nich, ale i nadnarodnich tdrovnich (2-6).

Vedle tradi¢nich forem nadorové banky se v posledni dobé
zaCina roz§ifovat i jeji virtualni varianta. Virtualni nadoro-
va banka je databdze mikroskopickych nélezii nddor, z nichz
je uloZena rovnéZ tkan ve zmraZeném stavu spolu s uvedenim
zdkladnich klinicko-patologickych dat (7-10). Evropska on-
line nddorova banka dosud sdruZuje 10 onkologickych center
(8-9), projekt s nazvem TUBAFROST (dotovany grantem od
roku 2002) predpokladd v budoucnu moZzné vyuZiti takto cha-
rakterizované zmrazené tkan€ v mezinarodnich studiich (8).
Cilem je vytvorit sit tkaiovych nddorovych bank pro obecné
vyuziti védeckou vetejnosti. Podle pfedpokladu bude mit tato
virtudlni banka k dispozici kvalitn€ odebrané, uloZené a cha-
rakterizované vzorky nddorovych tkani ve vétsin€ evropskych
onkologickych center. Seznamy nddorovych tkini budou
dostupné vybranym skupindm evropské védecké komunity.
Vzhledem k tomu, Ze tkdn€ budou uschovany na jednotlivych
spolupracujicich astavech, bude zékladni podminkou vypra-
covani standardnich postupli zachdzeni se vzorky.
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Z technickych novinek je tfeba se zamyslet nad standardizaci
uaschovy, znacenim (barkédovy popis?) a softwarovym zpra-
covanim databdze uloZenych vzorki (11). V soucasnosti pre-
vlada nézor podloZeny stabilitnimi experimenty, Ze pro tcely
tkanové banky je dostateCnou skladovaci teplotou —80 °C (po
rychlém zamraZeni odebrané tkan€ v tekutém dusiku), teplo-
ta par dusiku (-140 az —150 °C) v8ak bude zfejmé podminkou
vySe zminéného projektu.

Dostupnost klinickych-patologickych dat nejen v okamZiku
diagnézy a odbéru vzorku, ale pfedevsim v pribéhu vyvoje
onemocnéni, patfi k idajiim, které jsou pro vyznam nadorové
banky klicové. Vysledky experimentalnich studii na uloZeném
materidlu pak mohou byt koreloviny s prognostickymi uka-
zateli, s vyvojem onemocnéni a s odpovédi na terapii.
Material pro molekularné-biologickou analyzu. Uspéch
molekuldrné biologickych metod je zaloZen pfedev§im nakva-
lit€ nukleovych kyselin purifikovanych z klinického materia-
lu. Pro tyto ucely jsou riznymi pracovi§ti vypracovany opti-
malni podminky dschovy materidlu i izolace a dschovy
purifikovanych nukleovych kyselin. VyuZiti dlouhodobé
zamrazenych tkanovych vzorkl pro molekuldrné-biologické
metody automaticky piredpokladd dobrou molekulérni stabili-
tu DNA a RNA ve tkdnich dlouhodobé zamraZenych obvykle
pfi —80 °C. Bylo ovéfeno, Ze aZ 80% uloZenych nadorovych
tkéani vykazuje velice dobrou kvalitu DNA i po viceletém (azZ
7 letém) uloZeni (12-14), po této dobé je vysoka kvalita RNA
zachovana asi u 60% nadort.

Obecné je mozno pro DNA analyzu vyuZit i archivni materi-
4l (materidl fixovany, zality v parafinu). V tomto pfipadé jsou
vsak studovéany fragmenty o velikosti méné neZ 500 part bazi.
Pro extrakci RNA z archivniho materiélu (velikost fragmentt
méné neZ 200 part bazi) je vhodna vedle etanol-fixované rov-
néz OCT fixovana tkar, optimalni je v§ak tkan zamraZena. Pro
extrakci proteinil se vyuZiva pouze nefixovana tkar.

Vedle uklddéni zmraZené nadorové tkdné v tkafiovych ban-
kéch se rozviji pro ic¢ely molekularné-genetické analyzy i izo-
lace a ukladani DNA z krve (DNA banking). Tento materi-
al je vhodny pro porozuméni zméndm v oblasti nukleovych
kyselin u obecnych i hereditdrnich onemocnéni. Byly vypra-
covany piesné protokoly, které zhodnotily postup extrakce
DNA jak co se tyce délky stini plné krve, tak i stability nuk-
leovych kyselin: izolovand DNA zamraZena pii—80 °C vyka-
zovala stabilitu alespoii 10 let (14).

Velky prostor je aktudln€ vénovan diskusim o informovaném
souhlase nemocného, ktery zabezpecuje z pravniho hlediska
moZznost uschovy a vyuZiti tkdn€ pro uvedené ucely. Legisla-
tiva tykajici se tohoto problému je zatim predevsim v Evropé
v zaatcich — prvni pokusy o vytvoreni zdkonnych pravidel pro
sbér a vyuZiti nidorového materidlu byly provedeny pouze ve
Svédsku, v Némecku a na Islandu (review viz 9), prestoZe se
timto problémem zabyvaji poradni sbory na narodnich i mezi-
nédrodnich drovnich. Informovany souhlas v uvedenych zemich

je pozadovan pro kazdy projekt, ktery predpokladd vyuZiti
nadoru individuélniho dérce. Souhlas pro provddéni vyzkumu
urcité choroby je méné striktni, zcela obecny souhlas pro jaky-

tita by méla byt experimentitorim nepfistupnd, trendem je
zachovat co nejvyssi anonymitu darce. Nicméné, objevuji se
JjiZ snahy individudlnich nemocnych ovlivnit moZnost uloZe-
ni operované nddorové tkané pro ev. budouci terapeutické roz-
hodovéni v pfipadé progrese choroby. Podle neddvno publi-
kované studie je i v pfipadé€ striktnich poZadavkd pro ev. dalsi
vyuZiti tkdn€ informovany souhlas poskytnut vice nezZ 90%
darcti (15). Je tieba velice pecliveé zvaZit, zda prili§ pfisna pra-
vidla moZnosti tschovy a vyuZiti nddorové tkané nepovedou
v budoucnu spiSe k poskozeni pacienta z divodu nemoZnosti
provést ev. dopliikové analyzy prediktivnich markerd nez
k jeho ochrané.

Tkanova banka Masarykova onkologického ustavu byla
zaloZena koncem roku 2000. Je zaméfena predevsim na vybra-
né nddorové lokality, a to karcinomy kolorekta, mammy, mela-
nomu, karcinomy ovarii a ledvin.

Organizace a sbér materidlu je po béZnych pocatecnich pro-
blémech provadén rutinné podle presné predepsaného proto-
kolu. Vhodnost materidlu ureného pro tkdfiovou banku je
predbéZné oznacena jiZ pred operaci. Tésné pred operaci je
proveden rovnéZ odbér krve pro uloZeni séra nemocného. Defi-
nitivni zhodnoceni a odbér tkané do nadorové banky (vZdy
pouze piebytecné nadorové tkané, kterd neni nutna na histo-
patologické vySetfeni) provede do 15 minut od vynéti nddoru
patolog. Materidl je ihned uloZen v 1 ml kryozkumavkach do
tekutého dusiku (obvykle 2 —4 alikvoty tkané o velikosti opti-
maln€ 3x3x2 mm, soucasné je odebrdna sousedici tkafi pro
histologickou charakteristiku). Je-1i dostupna sousedni zdra-
va tkan, ev. uzlinové metastizy, jsou uloZeny stejnym zptso-
bem. Ve zhruba tydennich intervalech jsou zkumavky pfene-
seny do hlubokomrazicich boxt (—80°C), jejich seznam,
charakterizace a pozice v tkafiové bance je oznaCena v data-
bazi nemocni¢niho informa¢niho systému, takZe veSkeré
dostupné informace o nemocném (operacni protokol, histolo-
gickd charakterizace a dalSi klinicky vyvoj) jsou snadno
dostupné. Pro tcely poskytnuti vzorku bude zaji§téna anony-
mita dirce. Dosud bylo odebrano vice nez 900 nadorovych
tkani individudlnich nemocnych.

Predpokladané vyuziti souvisi v kraitkodobém horizontu pfe-
dev8ims moZnosti charakterizovat u individudlnich nemoc-
nych prognostické a prediktivni markery, ev. s pouZitim nado-
rové tkané jako definovany modelovy materidl pro feSeni
vybranych vyzkumnych projektti jak MOU, tak i grantovych
projektt feSenych ve spolupréci s dalSimi dstavy. Budouci
vyvoj vyuZiti 1ze v daném okamZiku nastinit pouze rimcové,
nicméné uvedeny materidl je cenny nejen pro budouci projek-
ty na nejriiznéjsich trovnich vyzkumu, ale i pro individualni
predikci odpovédi nemocného na navrhovanou terapii.
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