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Aktuelt MEDISIN OG VITENSKAP

nye perspektiver pa lagret vevsmateriale

Sammendrag

Bakgrunn. Under navnet biobanker er sys-
tematiserte samlinger av humant biologisk
materiale blitt et omrade med stort poten-
sial for behandling, diagnostikk og forsk-
ning.

Materiale og metode. En oversikt over
bruk av arkivmateriale i patologien blir gitt,
sammen med en gjennomgang av
moderne forskningsteknikker som kan
anvendes ved studier av slikt materiale fra
1930-arene og frem til i dag.

Resultater. | norske patologiarkiver oppbe-
vares 20 millioner parafininnstepte vevs-
prover og like mange cytologiske prepara-
ter. Samlet representerer dette 10 millio-
ner pasienter over et tidsrom pa mer enn
70 ar. Et bredt spekter av moderne immu-
nologiske, celle- og molekyleerbiologiske
metoder og ulike former for ny teknologi
kan anvendes i vitenskapelige studier av
dette materialet.

Fortolkning. Patologilaboratorienes celle-
og vevsarkiver representerer et betydelig
potensial for fremtidig utviklingsarbeid og
medisinsk forskning.

Engelsk resymé finnes i artikkelen
pa www.tidsskriftet.no
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Utviklingen av moderne celle- og moleky-
lerbiologi tvinger frem et endret kropps-
bilde (fig 1). DNA-molekylet fremstar i
okende grad som en nekkel til hvem vi er.
Informasjon om vare fysiske og mentale an-
legg og utsikter til helse og sykdom ligger
for en stor del lagret i arvestoffet. Celler og
vev som avgis, for eksempel i flass, har, urin,
avforing og svette, inneholder denne infor-
masjonen.

Biobanker

Mange personer har gjennom tidene avgitt
celler og vev, og dermed DNA, til en eller
flere biobanker (1). Dette er systematiske
samlinger av humant biologisk materiale
(fig 2). Biobankene kan klassifiseres i hen-
hold til anvendelsen av det oppbevarte mate-
rialet. Diagnostiske banker omfatter produk-
ter som har veert brukt til & stille diagnoser,
for eksempel patologilaboratorienes vevs-
og cellearkiver, mens behandlingsbiobanker

Figur 1
Kroppsbildet i endring

Nye metoder gjor at
Utsondringer

er samlinger av celler eller vev til bruk i me-
disinsk behandling — nedfryste befruktede
eggceller samt blodbanker kan tjene som ek-
sempel. Forskningsbiobanker inneholder
humant biologisk materiale som anvendes i
medisinsk forsknings- og utviklingsarbeid. I
dag er det okende interesse for & samle hu-
mant biologisk materiale til kommersiell
bruk, blant annet til utvikling av nye lege-
midler og diagnostiske produkter. Antallet
slike kommersielle biobanker vokser hurtig,
seerlig i USA og Europa.

Arkeologi, antropologi og patologi
Med raffinerte metoder er det i gkende grad
blitt mulig & stille diagnoser pa rester av
mennesker funnet ved arkeologiske utgrav-
ninger (2). Det mest dramatiske tilfellet var
det godt bevarte liket av en ung jeger som ble
funnet i isen i heyfjellene i grenseomradet
mellom Osterrike og Italia for noen ar siden.
Det viste seg at mannen var over 6 000 ar
gammel. Han ble ikke bare gjenstand for
omhyggelig forskning — men det kom ogsa
frem at han trolig var blitt myrdet (3). Sam-
mensetningen av hans siste maltid er til og
med blitt klarlagt (4). I 1997 klarte en fors-
kergruppe & analysere nermere 100 000 &r
gammelt DNA fra neandertalere (5). Denne
og andre studier kaster nytt lys over utviklin-
gen av det moderne menneske.
Utgravninger av kirkegérder har gitt mu-
ligheter til 4 underseke sykdomsforhold i
historisk tid (6). Kombinert med molekylear-

- materialet kan oppbevares (biobank)

Svette _
Spytt | - DNA, RNA og protein kan ekstraheres
AVt U_rln - analyser kan gjeres pa genomet, pa genekspresjon
v zr;'négr og protein som gir komplementzere data
Talg, flass - biokjemiske og cellulzere analyser kan utferes
Seed I . 4
- data kan analyseres og brukes til & rekonstruere gener og identifisere
Praver multiple genegenskaper
Blod
SCenIJIm - eksperimenter kan gjeres pa levende celler og pa isolert DNA
eller
Vev - celler kan dyrkes opp og nyttes terapeutisk

Dette far etiske konsekvenser, bade for behandling og forskning

DNA-molekylet fremstar som en nekkel til hvem vi er. Kroppsbildet vart endres fordi alle celler

vi avgir inneholder denne nokkelen
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Figur 2

Former for materiale i biobanker

Levende celler og vev

- Celle- og vevskultur
- Nedfryste vevsbiter -130 - -196 °C

Materialet kan bade brukes til analyse
og eksperimenter

Dade celler og vev

- Nedfryste
- Fikserte - snitt og utstryk
- parafinblokker

Materialet kan brukes til analyser
og isolering av cellekomponenter

Celleprodukter

- DNA
- RNA
- Protein

Materialet kan brukes til analyse
og eksperimenter

Biobanker er systematiske samlinger av
ulike typer humant biologisk materiale

biologiske undersgkelser og avanserte bio-
kjemiske og kjemiske analyser bringer dette
verdifull viten om levekar, miljofaktorer,
kosthold og dedsérsaker (2). Sammenlik-
nende studier av DNA hos folk i ulike deler
av verden gir nyttige bidrag til var viten om
migrasjon og folkevandringer. Antropolo-
ger, arkeologer og patologer har etter hvert
fatt et metodemessig fellesskap som gjor det
naturlig 4 sette slike undersekelser inn i et
samlet tidsperspektiv (fig 3).

Hva finnes i patologiarkivene?

Moderne prepareringsteknikk (fiksering,
parafininnsteping, mikrotomskjering) for
lysmikroskopi la grunnlaget for celluler-
patologien som revolusjonerte medisinen i
annen del av 1800-tallet. Vevsprover fiksert
i formalin og innstept i parafinvoks viste seg
a vaere sveert holdbare, og fra rundt 1930 ble

Figur 3

Biologisk materiale i forhold til tid

det vanlig & arkivere diagnostisk materiale i
Norge. Nar det finnes mikroskopiske snitt og
vevsblokker fra pasienter som var over
80-90 ar i 1930, betyr det at vi besitter
materiale fra personer som var fodt pa
midten av 1800-tallet. Hvis det ikke har veert
for lang avstand mellom generasjonene, vil
detibeste fall kunne foreligge vevsmateriale
fra opptil 7-8 generasjoner av samme
familie.

Pa landsbasis blir tallene fra norske pato-
logilaboratorier ganske formidable. I ar
2000 ble det undersokt 340 000 vevsprover
og 560 000 cytologiske prover (7). Dessuten
bestar hver prove ofte av flere ulike vevs-
blokker, ikke sjelden flere enn ti, enkelte
ganger opptil 50. Samme ar ble det utfort vel
5000 obduksjoner, de fleste med uttak av
vevsblokker til mikroskopi og arkivering. I
forbindelse med at regjeringen nedsatte et
utvalg for utredning av biobanker i 2001, ble
det gjort en opptelling av den totale arkiverte
prevemengden (1). Ved de 26 patologilabo-
ratoriene i Norge finnes det ca. 20 millioner
vevsbiter innstept i parafinblokker og et til-
svarende antall mikroskopiske snitt (fig 4).
Disse representerer nermere 5,5 millioner
pasienter over en periode pa mer enn 70 ar
(fig 5). I tillegg er det lagret et tilsvarende
antall cytologiske prover fra de siste 40—50
ar, slik at vi kommer opp i dreyt 10 millioner
pasienter. Blant dem er praktisk talt alle
kvinner i Norge over 18 ar. Alt dette er rime-
lig godt arkivert sammen med diagnosekar-
totek og remisser med beskrivelse av funne-
ne. Provene representerer alle tenkelige
sykdommer i samtlige organer, alle alders-
klasser fra fostre og nyfedte til pasienter
oppunder 105 4r. I tillegg finnes det normalt
vev og celler fra alle organer.

Nye metoder

DNA-ekstraksjon

og polymerasekjedereaksjon

DNA (arvestoff) kan isoleres fra parafin-
snitt, og 1 lepet av det siste tidret har vi sett
ulike molekylarbiologiske metoder anvendt
i studier av formalinfikserte vevsbiopsier.
Det er verdt & merke seg at varigheten av for-
malinfikseringen (optimalt 1-3 degn) for

Klinisk service og kvalitetskontroll
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Undersokelser av biologisk materiale satt inn i et tidsperspektiv
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innsteping i parafinvoks i betydelig grad pa-
virker DNA-utbyttet (8). Det lar seg ogsa
gjore a fjerne dekkglassene fra fargede snitt
og celleutstryk og isolere DNA. Ved fikse-
ring og lagring av vev, og sarlig dersom
ubufret formalin anvendes, nedbrytes DNA-
tradene til kortere bruddstykker. En sam-
menrast mursteinsbygning kan illustrere dis-
se DNA-stykkene, og arbeidet videre kan
sammenliknes med det & bruke de enkelte
mursteinene til & identifisere huset. Likevel
kan slike DNA-bruddstykker tjene som ut-
gangspunkt for identifikasjon av gener og
genetiske avvik med hey spesifisitet. Tkke
minst kan genfeil ved arvelige sykdommer
og mutasjoner i kreftceller pavises. Oppko-
piering (amplifisering) av det aktuelle DNA-
omrédet ved hjelp av polymerasekjedereak-
sjon (PCR) er den vanligste maten & innlede
slike studier pa (9).

In situ-hybridisering og in situ-PCR

In situ-hybridisering har likhetstrekk med
immunhistokjemi. En DNA-probe komple-
menter til det DNA eller RNA man vil stu-
dere, anvendes som sekeredskap i stedet for
et antistoff. For & oppna okt sensitivitet kan
metoden forfines ved & gjore en PCR-ampli-
fikasjon av det sekte DNA eller RNA pd
vevssnittet for selve hybridiseringen, sakalt
in situ-PCR (10).

Kvantitativ PCR

Dersom innledende studier har gitt holde-
punkter for amplifikasjon eller delesjon i et
bestemt omrdde av et kromosom, vil man
kunne anvende kvantitativ PCR til & analy-
sere enkeltgener 1 det suspekte omrédet.
Kvantitativ PCR er en videreutvikling av
vanlig PCR, konstruert slik at et fluoresce-
rende molekyl frisettes fra produktene av
hver ny PCR-syklus (11). Fluorescenssigna-
let males ved hver syklus, og intensiteten er
proporsjonal med mengden akkumulert
PCR-produkt. Dette muliggjer en ngyaktig
kvantitering av gendosen eller genekspre-
sjonen i cellene.

Funksjonelle genstudier

Den biologiske betydningen av de DNA-
endringene som pdvises vil ikke alltid vaere
entydig. Vi vet at genaktiviteten ikke er sta-
tisk, men varierer mellom ulike celletyper
og svinger som folge av fysiologiske og syk-
domsrelaterte forhold. Ved funksjonelle
genstudier seker man & bestemme uttrykket
av de enkelte gener eller genfamilier ved
normale og patologiske tilstander. Immun-
histokjemiske analyser kan gi informasjon
om forekomsten av forskjellige genproduk-
ter. Mer inngaende kunnskap om dynamik-
ken i genekspresjonen forutsetter imidlertid
at man gransker trinnet for det endelige gen-
produktet, nemlig mRNA, som er spesifikt
for det aktuelle proteinet. RNA er mindre
stabilt enn DNA, og dekomponeres pé fa mi-
nutter som folge av RNAser, enzymer som
finnes mange steder i vare omgivelser. Len-
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ge antok man derfor at RNA matte veere ode-
lagt i formalinfiksert, parafininnstept arkiv-
materiale. Imidlertid har det vist seg at en li-
ten fraksjon av delvis intakt RNA og tallrike
sma stykker kan holde seg over lang tid, og
kan utvinnes (12, 13).

Immunhistokjemi

Den kontinuerlige utviklingen av nye anti-
stoffer, sammen med moderne metoder for
avdekking av antigener (proteinasebehand-
ling, mikrobelgebehandling, trykkoking)
(14, 15), har gitt oss en lang liste av antistof-
fer som fungerer godt til immunhistokjemis-
ke analyser av mikroorganismer, proteiner,
hormoner og andre biologiske substanser
(genprodukter) i formalinfiksert vev. Etter-
som analysene gjores under lysmikrosko-
pisk kontroll direkte pa vevssnitt, blir spesi-
fisiteten hay.

Bruk av sékalte vevsmatriser med narme-
re tusen smé vevsprover i en parafinblokk
gir mulighet for betydelig effektivisering av
analysene (16).

Undersgkelsene er forst og fremst kvalita-
tive, men kvantitering kan til en viss grad
gjores. Bruk av automatiserte roboter med-
forer mulighet for betydelig standardisering.

Lasermikrodisseksjon

Hoy celluler spesifisitet kan ogsd oppnés
ved anvendelse av lasermikrodisseksjon.
Denne teknikken gjor det mulig ved synets
ledelse gjennom et mikroskop & dissekere ut
cellegrupper eller enkeltceller som er repre-
sentative for den cellepopulasjonen som skal
undersgkes. Cellene overfores s automatisk
til et proverer og kan analyseres videre. Me-
toden egner seg godt for parafininnstept vev
(11, 17).

Vaeskestrgmscytometri
Vaskestromscytometri er en metode til au-
tomatiske sortering og analyse av enkelt-
celler i suspensjon. Etter deparafinering og
proteinasebehandling kan fluorescensfarge-
de celler fra arkivert vev anvendes i slike
undersegkelser. Flere parametere kan ana-
lyseres parallelt, opptil 120 000 celler per
sekund. Analyse av ploiditet i maligne
svulster kan ha prognostisk betydning, og
gjores ikke sjelden med cytometriske meto-
der (18, 19).

Bildeanalyse

Med moderne elektronisk bildeanalyseut-
styr kan kvantitative mikroanatomiske ma-
linger (sakalt morfometri) av celler og vev
gjores direkte pa parafinsnitt. Et mikroskop-
montert videokamera tilkoblet en datama-
skin med et egnet analyseprogram behgves.
Ved histokjemisk farging av kjernenes kro-
matin og anvendelse av et kamera som regi-
strerer fargeintensitet kan dette veare en
alternativ mate & bestemme ploiditet pa i en
utvalgt cellepopulasjon, for eksempel kreft-
celler (18).
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Nye mikroskopiteknikker

I tillegg til ordineer lysmikroskopi kan mate-
riale undersekes med elektronmikroskopi og
flere nyere mikroskopiteknikker. Konfokal
laserskanningmikroskopi har vaert mye
brukt i de siste drene. Prinsippet er at fluoro-
kromfarget vev bestrales med en laserstréle,
deretter registreres fluorescenssignalet auto-
matisk fra ett og ett punkt. Signalene data-
behandles slik at det bygges opp et tre-
dimensjonalt bilde med svert hey opples-
ning (20).

Ny bruk av gammelt materiale
Plutselig er vi kommet inn i en helt ny ver-
den. Pa gammelt materiale kan vi identifise-
re omtrent samtlige av menneskets mer enn
30 000 gener. Vi kan analysere alle typer vev
og sykdommer med henblikk pd DNA, del-
vis RNA og pa proteiner og andre stoffer, og
i tillegg kan vi sammenholde dette med utse-
endet i celler og vev. Med stor neyaktighet
kan vi identifisere enkeltceller og grupper av
celler i vevet og gjore spesifikke analyser pa
dem. Vi kan pévise bade avvik i kreftceller
og forandringer ved infeksjoner, vi kan ka-
rakterisere bade de normale og de unormale
cellene. Det vil trolig vaere mulig & granske
virus 1 nervevev fra poliomyelittpasienter
som dede under epidemien i Norge i 1950-
arene, og studere hvilke undergrupper av pa-
pillomavirus som forekom i livmorhalskreft
i tidligere tider.

Med disse metodene kan vi klassifisere
sykdommer i vev trekvart arhundre tilbake
og stille diagnoser som ingen visste om den
gang. Dette fagfeltet er i sin begynnelse, me-
todene forbedres stadig, og det dukker opp
nye diagnostiske og prognostiske mulighe-
ter. Dette setter oss ogsd i et dilemma. Mu-
lighetene for spennende helseforskning er
store, noe som kan gi kunnskaper av vesent-
lig betydning for dagens pasienter. Samtidig
ma vi passe pa at vi ikke bruker opp vevs- og
cellebankene, da sannsynligheten er stor for
at nye og bedre metoder i fremtiden vil gjore
materialet enda mer verdifullt.

Hva ville vare oldeforeldre ha sagt ?
Norske patologiarkiver er sarlig verdifulle
fordi nesten ingenting av materialet er kas-
tet. Dermed gir de oss muligheter for biolo-
giske undersekelser av store deler av befolk-
ningen som har levd gjennom mange ar, noe
som kan komme dagens helsearbeid til gode.
Likevel er dette et svart folsomt emne, og
noen opplysninger kan pasientene gjerne
veaere foruten. Det er ikke sé kjekt & finne ut
at var arverdige oldefar led av fremskreden
syfilis, eller at han ikke var far til ett av olde-
mors barn. Det er heller ikke nedvendigvis
et gode a fa vite at man beerer i seg anlegg til
en sykdom som vil bryte ut om en del ar, og
s ga ar etter ar og vente pa den med uro.
Reviderte diagnoser kan ogsa vere ube-
hagelige for patologen. Med jevne mellom-
rom stilles det feil diagnoser, og tidligere, da
man ikke hadde de névaerende spesialana-
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Figur 4 Arkivet ved Gades Institutt, Avdeling
for Patologi, Haukeland Universitetsykehus.
Her finnes ca. to millioner parafininnstopte
biopsier, de eldste fra 1930

Figur 5 Overst en parafinblokk med vev fra
1930, nederst en parafinblokk fra 2002
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lysene, famlet man ofte i blinde. I en del an-
dre land har det vaert problematisk a lagre
slikt vevsmateriale. Det kan fore til rettsfor-
folgelse pa grunn av feildiagnoser, og pro-
blemer fordi pasienter gnsker 4 fa utlevert
sitt eget materiale, bade for destruksjon og
for kommersielle forméal. Det har ogsé veart
flere &pne juridiske spersmal forbundet med
analyser pa arkivert materiale. Derfor fore-
kommer det ved noen laboratorier i andre
land, forst og fremst i USA, rutinemessig de-
struksjon av arkivmateriale etter en tids-
periode pa ned til noen maneder. Av gkono-
miske arsaker smelter ogsa mange labora-
torier om parafinblokkene for & bruke
parafinen om igjen.

Arkivene i norske patologilaboratorier er
enestdende. Kombinert med like unike be-
folkningsundersgkelser og epidemiologiske
registre gir de oss store muligheter til bedre
kvalitetssikring og forskning i helsevesenet.
Lovregulering og streng etisk overvéking av
biobankene vil ogsé ivareta at bruken av ar-
kivene skjer i betryggende former (1).
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