Biobankning av fryst vavnad -
logistik, provkvalitet, organisation

Johan Botling
Patologen, Akademiska, Uppsala



Gamla tumorbanker pa patologen
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Traditionella frysbanker

Representationsproblem

1) Selektion - fall fattas | behandlade
patientserier

Stora tumorer bankas - Sma tumorer bankas e
Frysbankning ett diagnostiskt riskmoment

2) Vad ar bankat egentligen?
Tumor, normalvavnad, stroma, inflammation,
nekros?



Ny frysbankningsrutin

15 x 10 x 5 mm fryssnitt
kryogel - OCT
Isopentane + torr-is
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Jourhavande BMA Vaktmastare

30 min 15-3 h
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(Micke et al., Lab Invest, in press)



|

|

direct frozen
time point Oh

 Fuarescgree

room temperature ice 0.9 % NaCl RNAlater

o
o N =
sm
; -
o l = ”\
o
0
| | :
g g I
£ s ‘ £100 | ) ‘ g
£ g 3 2200
o g 210 Il = I
0 Il H ) | 20 ‘ /|
s \ ‘ ) /| [y
J i - N
| Y, \ N
0 NI, YVYN . VY : ’ [ ~
: 4 4 4 4 4 4 i 4 4 4 4 4 4 4 t t t t t
t t t t L I t t t t T T T T T T T T T T T T T
! ! : ! ! : : : : : ! : a“ g 1 2 ) u a“ 49 54 5 ) 6
e n b n IR R b
-
s -
a0 0o | 150
- h ,
- ” \ . |
- )
. 550 s ‘ 8
£ Gaon g 0 | i
£ a0 £ ‘ ] ‘ ‘ 5
2 & 300 T
0 L \ |
zan
- | ‘ i = |
o 1 \ PUIWVER 1 )
R /ﬂ/«\w\\ L] e & . 074——" % /“"\-/* N L I . . . .
B e —t———— D A e
! ! 24 “ ke 9. 6 69 19 2% 2 4 E: “
PO L [ o n b 4 IR et
S,
0 .
=
mn
I =
|
m \‘ u . w
3 - f ‘ |
| I § fw H
i | g | -
m | = J\ A 0
1 / /
o A ,V“l"\'w>”'g\/\)kf~f”\ A o Au .
A o P W
et —
T T 4 s K ) o 3
P PR P RN
A,
a0 -
w50 1250
o 00 |
0 - ‘ |
1000 1 ‘ 0
- | o | U
I 0 90 ‘
- . ;
g ‘ § o ‘ fr |
6 i ™ “ % ‘ M S Il
¢ ‘ ‘ | m I - I
0 20 | “ 20 | I . | |
J p \
| | 100 | |
- B, W ISP, SN N i
fo o SV S A
e e —
J J : . : . : J : : 4 E “ 4 69 19 E 29 a 49 54 59 64 6
P Lw s W m w om bk L b
.
-
s -~ - |
@
e 150 800 ”
. 700 350
0 125 o ‘
P | - |
\
700 I L0 o ‘ s ‘
i £ i fon
t o s g i
h . ‘ “ g5 Fan ‘ “‘ g ‘
: : H 21
S | H 2, = “\ 0 H l
- | . .| |
20 ,y A = 0 \ H A |
o U end| Ao ~ \ MY
\ g e~ - - )
e ° 4 4 4 | I i i 4 4 4 4
o | ° ; . - | A ; |

F u »  u

Time (seconds)



expression levels
(relative change compared to Oh)
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DNA kvalitet

Fryssnitt (10-20 um)

1000-50000 celler

| 100 ul PCR-buffert + proteinase K
Digerering, inaktivering

5 ul till PCR-reaktion (50 celler)
Real-time PCR + melting point analysis

Amplicon:
800 bp beta-2-mikroglobulin
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Leverans av prover
Tina aldrig...Spara prov...Kolla provkvalitet

Biobank Mol.Pat

Fryst Mikrodissektion

VEVTER DNA/R_NA-
extraktion

j Mikrodissekerade
DNA RNA celler

Fryssnitt



Slutsatser

RNA ar stabilt i flera timmar under transport av farska kirurgiska preparat
Transport pa is att foredra i rutinsammanhang - stabil genexpression

Inget behov av avancerad logistik -

Kan klaras inom rutinpatologi for en rimlig kostnad

Ingen anledning att skara sonder preparat pa operationsavd for frysbankning

Det I0nar sig att kvalitetstesta gamla frysta prover
RNA- och DNA-kvaliten battre an vantat

Morfologisk karakterisering av fryst material den viktigaste kvalitetshGjande faktorn
Fryssnittskarakterisering av bankat material

Komplett frysbankning av hela behandlade patientkohorter mojlig utan att riskera
korrekt diagnos

Tina aldrig prover — provmaterial kan delas ut som fryssnitt
En frysbank maste ha histoteknisk kompetens
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Tvarprofesionella team ansvariga for diagnostik och forskning
"Styr” dispositionen av frysta prover
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Organisation
dispositionsratt, finansiering
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Ar ansvariga for finansieringen!
Patologavdelningen kan inte bara denna kostnad sjalv
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Biobanking in the 21st century

Uppsala 18-20 januari
Institutionen for Genetik och Patologi
Rudbecklaboratoriet

Mer info pa www.biobanks.se (klicka pa "courses”)

VALKOMNA!



