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SAMMENDRAG

Biobanker for langtidslagring av biologisk materiale blir en viktigere og viktigere del av epidemiologiske
studier. I planleggingen av en biobank er det en rekke avgjorelser som ma tas for & sikre best mulig opp-
slutning badde med hensyn til & 4 inn s& mange prover som mulig og & oppna best mulig provekvalitet bade
pa kort og lang sikt. Den norske mor og barn undersokelsen (MoBa) skal inkludere 100 000 svangerskap
og foelge mor, far og barn i lang tid fremover. Innsamlingen av data startet i ett fylke i 1999, og omfatter i
dag hele landet. Siden det tas blodprever to ganger fra hver kvinne, blodpreve fra far og navlesnorsblod fra
barna, betydde dette at Biobanken for MoBa matte planlegges for & kunne motta og langtidslagre over
380 000 provesett. Ved Biobanken ved Nasjonalt folkehelseinstitutt lagres fullblod, plasma, urin, DNA og
spesialrar til senere RNA isolering. Rekruttering til MoBa foregar ved 52 av landets sykehus. Provene
sendes per post til Biobanken ved Folkehelseinstituttet for prosessering. Per januar 2006 er over 200 000
provesett lagret ved Biobanken. Denne artikkelen gir en kortfattet oversikt over oppbyggingen av Bioban-
ken og logistikken knyttet til innsamlingen av biologisk materiale, fra blodet tappes til det er sikkert lagret
og klart til 4 tas ut pa et senere tidspunkt, kanskje mange &r inn i fremtiden.
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ENGLISH SUMMARY

Long term storage of biological material is becoming a critical component of many epidemiological stu-
dies. In designing specimen repositories, efforts need to be made to balance future needs for samples with
logistical constraints necessary to process and store samples in a timely fashion. The Norwegian Mother
and Child Cohort Study was started in 1999 and aims at including 100,000 pregnancies, and will follow
mother, father and child for many years to come. The Biobank was faced with the challenge to receive and
store over 380,000 biological samples from pregnant women, their partners and their children for up to 100
years. Biological specimens include whole blood, plasma, DNA and urine. The samples are collected at 52
hospitals in all parts of Norway and are mailed to the central Biobank in Oslo for processing and long term
storage. As of January 2006, over 200,000 sample sets have been collected and stored at the Biobank. Here
we describe the current Biobank structure and present the logistics for sample handling from the drawing
of blood in the hospitals till retrieval of samples many years into the future.

BAKGRUNN

Innsamling og lang tids lagring av biologisk materiale
har etter hvert blitt en integrert og stadig viktigere del
av epidemiologiske studier (1). Nar longitudinelle stu-
dier som inkluderer biologiske materiale skal planleg-
ges, md en ta stilling til bdde hvordan preveinnsamling
skal skje og hvordan prevene skal lagres for & f& best
mulig kvalitet p&d mulige analyser i fremtiden (2-10).
Kostnader, gjennomferbarhet, provetakingsvolum,
hvordan prevene skal handteres ved Biobanken, lag-
ring og uttak av materialet ma vurderes.

Den norske mor og barn undersekelsen (MoBa) er
en landsomfattende prospektiv studie som startet i liten
skala i 1999, og hvor rekruttering og innsamling av
biologisk materiale planlegges fullfort i lopet av 2008.
Biologisk materiale skal samles inn fra kvinner og
deres partnere i 100 000 svangerskap, og det tas navle-
snorsblod av barna (11). Dette vil resultere i omtrent
380 000 unike pravesett som skal langtidslagres. I til-
legg til biologisk materiale bes mor om & fylle ut spor-
reskjemaer i 17., 22. og 30. svangerskapsuke, samt nar
barnet er 6 mnd., 18 mnd., 3 &r og 7 &r. Ogsa fedre blir
bedt om & fylle ut et sparreskjema ved ca. 17. svanger-
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skapsuke. Gravide kvinner rekrutteres til MoBa fra he-
le landet ved at ultralydlaboratoriene sender lister over
kvinner som far time til rutine ultralydunderseokelse
ved omtrent 17. svangerskapsuke til Medisinsk
fodselsregister. Kvinnene mottar deretter invitasjon til
undersgkelsen per post. Hensikten med MoBa er &
studere hvordan genetikk og miljefaktorer i samspill
pavirker fedselsutfall og barnets og mors senere helse.
Sperreskjemaopplysninger og biologisk materiale sam-
les inn prospektivt. DNA isoleres fra alle deltakere og
det lagres plasma og urin for studier av effekter av mil-
jogifter under svangerskapet. For deltakere fodt etter
mai 2005 er det ogsa mulig a isolere RNA fra navle-
snorsblod. Kombinasjonen av biologisk materiale og
sporreskjemainformasjon sammen med muligheter for
kobling til ulike helseregistre, gjor MoBa til en stor
forskningsressurs. Problemstillinger som kan studeres
spenner vidt, og omfatter betydningen av ulike miljo-
faktorer, s& vel som genetikk alene og interaksjon av
genetikk og miljefaktorer for svangerskapsutfall og for
senere somatisk og psykisk sykdom hos mor og barn.
Vi presenterer her innsamling, prosessering og lagring
av biologisk materiale i Biobanken i MoBa.

INNSAMLING AV PROVER

Rekrutteringen til MoBa startet med en pilot 1 ett fylke,
og vi kunne derfor endre enkelte prosedyrer underveis.

K.S. RONNINGEN M.FL.

Dessuten har vi foretatt en del utvidelser av prove-
takingen, som gjor oss i stand til & besvare flere prob-
lemstillinger.

Svangerskapsprover av mor

Helt fra starten i MoBa er det tatt blodpreve pé to 7 ml
EDTA-ror av mor ved ultralyd-undersekelsen. Takket
vaere ekstern finansiering ble provetakingen fra og
med 2002 utvidet med enda to blodpreverer og en
urinpreve fra mor til analyse av miljegifter, se figur 1.
Urinpreven blir innsamlet mens kvinnen er pa ultra-
lydlaboratoriet, direkte pa et spesialglass, hvorfra 8 ml
blir overfort til et transportglass. Transportglassene var
initialt uten bakteriostatika for i minst mulig grad &
interferere med senere maéling av miljegifter. Da det
ikke uventet var bakterievekst i de fleste glassene ved
ankomst til Biobanken, ble det besluttet & benytte
transportglass med klorheksidin. P& forhand var det
vist at dette ikke interfererer med viktige analyser, som
bestemmelse av ftalater og bisfenol (12). De ekstra
rerene bestar av to EDTA-rer pa 3 ml og 7 ml.

Prover fra far

To 7 ml EDTA-rer tas av far nar han er med til ultra-
lydundersokelsen.
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Figur 1. Blodprovesettet som tas av kommende medre ved 17. svangerskapsuke. Ved lokalt sykehus samles 3 stk 7 ml EDTA
ror, 1 stk. 3 ml EDTA samt urin. Det ene 7 ml EDTA roret sentrifugeres ved lokalt sykehus og plasma avpipetteres, og overfores
til nytt rer. Hele provesettet pa 6 ror sendes til Biobanken ved Folkehelseinstituttet i Oslo med vanlig post. All prevehéndtering
ved Biobanken stottes av spesialdesignede dataprogrammer. Prover alikvoteres pa Tecan roboter. Fullblod, plasma og urin lagres
ved —80 grader, plasma og fullblod til metallanalyser (3 ml EDTA ror ) og DNA lagres ved —20 grader.

Fra mor ved fodsel og fra fedre samles det 2 stk. EDTA ror. Provehandteringen er lik det som vises pa denne figuren.

Fra navlesnor samles det 10 ml EDTA (lagres som fullblod, plasma og DNA) og spesialrer for senere RNA isolering og
genekspresjonsstudier (Tempus ror, som er tilsatt buffer med RNase inhibitor).
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Navlesnorprover

Fra starten i 1999 og frem til mai 2005 ble det tatt to 7
ml EDTA-ror fra barnets navlesnor etter fodselen. 1
mai 2005 ble dette endret til ett 10 ml EDTA-ror og ett
Tempus RNA-proverer som inneholder buffer med
RNase inhibitor. Med dette far vi fortsatt DNA og
plasma og i tillegg har vi muligheten til & isolere RNA,
som gir muligheter for & studere genekspresjon og &
pavise eventuelle RNA-virus. Hvis det ikke blir tatt
navlesnorsblod ved fedselen, blir det pd noen sykehus
tatt 0,5 ml blod néar blodprever taes som en del av
PKU-screeningen.

Postpartum prover av mor

For mor forlater barselavdelingen tas blodprever pa to
7 ml EDTA-rer. Det har ikke vert endring i denne
provetakingen siden starten.

PROSESSERING

Prosessering lokalt og forsendelse av biologiske
prover

Ved alle blodprevetakingene, unntagen navlesnorpre-
vene, blir det ene EDTA-roret sentrifugert pa syke-
husene og 3 ml plasma avpipettert til et separat glass.
Alle prevene sendes til Biobanken med vanlig post.

Prosessering og registrering i Biobanken

Provene blir vanligvis prosessert samme dag som de
ankommer Biobanken, men prever som ankommer
lordag blir satt i kjeleskap til mandag. Prosessering
inkluderer registrering av informasjon i Biobankens
dataprogram, sentrifugering og overforing av plasma
fra navlesnorsblod og den ekstra 7 ml blodpreven fra
mor ved ultralyd, isolering av DNA, alikvotering og
nedfrysning.

Dataprogram for laboratorieinformasjon

Et spesiallaget dataprogram, LIMS (Laboratory Infor-
mation Management System) tar hand om alle trinn i
prosessen. I Biobanken blir persondata pa proveglas-
sene erstattet med et generert biobanknummer, og bar-
koden som representerer biobanknummeret skrives ut
til bruk i den videre prosesseringen. Ved hjelp av
LIMS registreres videre provetype, dato ved ankomst,
dato for prevetaking, status for preven (for eksempel
hemolyse, koagulasjon) og sa videre. Etter alikvotering
blir ogsa lagringsplass for alle alikvoter lagret i LIMS.
Adgang til LIMS-programmet krever dobbel innlog-
ging med to ulike brukernavn og passord. Databasen
som inneholder opplysninger knyttet til laboratorie-
nummeret er kryptert og atskilt fra databasen der labo-
ratorienummeret kan knyttes til personidentifikasjon.
Sikkerhetskopier av databasene tas hver natt, og opp-
bevares brannsikkert.

Alikvotering

Fullblod blir fordelt pa to polypropylen plater (930 pl i
hver) og plasmaprever som kommer fra sykehuslabo-
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ratoriene blir fordelt pa seks polypropylen mikrotiter-
plater (300 ul i hver) ved hjelp av pipetteringsroboter.
Platene blir forseglet ved hjelp av varmeforseglings-
folie. Miljoprovene fra madrene sentrifugeres ved Bio-
banken og plasma fordeles pa tre individuelt merkede
ror p tre Matrix"™ plater (930 pl i hver). Urinprovene
blir fordelt pa seks individuelt merkede ror (930 pl i
hver).

DNA-ekstraksjon

DNA blir isolert manuelt fra 8-12 ml blod ved hjelp av
et FlexiGene kit. For nedfrysning blir DNA-konsentra-
sjonen justert til 100 ng/ul. DNA blir fordelt pa 2-10
dypbrennende plater (930 pl i hver) alt etter hvor mye
DNA man kan fa ekstrahert.

Alt biologisk materiale, unntatt blodet til DNA-
ekstraksjonen, blir tatt hdnd om og lagret samme dag
som de registreres i Biobanken. Blod for DNA-
ekstraksjon oppbevares ved romtemperatur til neste
dag og blir da prosessert. Maksimum tid mellom blod-
provetaking og DNA-ekstraksjon er 5 dager.

Lagring av prover

Alt biologisk materiale blir lagret pd plater med 96
brenners format unntatt 3 ml EDTA rer og RNA rer.
Plater som inneholder alikvoter fra samme preve, blir
lagret i to ulike frysere. 3 ml EDTA-roret og Tempus
RNA-roret lagres uépnet ved ankomst til Biobanken
ved respektive —20 ° C og —80 ° C. Alle frysere er til-
sluttet et eksternt alarmsystem, og koblet til et nedagg-
regat for back-up strem.

Uttak

Det er na planlagt flere forskningsprosjekter som skal
bruke biologisk materiale fra MoBa. LIMS genererer
lister over hvor de aktuelle pravene gjenfinnes. Lokali-
sasjon av frysere og brett gjores manuelt mens utpipet-
teringen av prever automatiseres ved bruk av robot.
Etter at prevene er hentet frem vil mikroplater og
proverer settes tilbake pa angjeldende langtids lag-
ringsplass.

Kvalitetskontroller

A foreta en sé stor studie og over et s& langt tidsrom
fordrer et omfattende kontroll- og kvalitetsprogram. 1
tillegg til skriftlige standard prosedyrer som oppgrade-
res kontinuerlig, er na et kvalitetssystem som tilfreds-
stiller kravene i NS-EN ISO 9001:2000 under utarbei-
delse. Rutiner for blodprevetaking, prosessering og
lagring blir arlig kartlagt pa de ulike sykehusene.

En oppfelging av hva som skjer med prevene un-
der prosessering og langtidslagring er en viktig del av
kvalitetskontrollen, og en kontrollpreve blir derfor lag-
ret pd alle 96-brenners plater. For plasma og fullblod
brukes 12,5% bovint serum albumin og for urin-
provene tas det med en steril vannpreve. For DNA-
provene brukes rehydreringsbufferen fra isolasjons-
kittet. Nar det gjelder DNA, blir alle prover kvalitets-
testet med tanke pa renhet ved & male optisk densitet.
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Det er ogsd med en negativ kontroll i alle sett a 24
prover ved DNA-isolering som blir testet med tanke pa
DNA-forurensning.

Vi utferer ogsa kontroll av endringer i ulike marke-
rer 1 plasma og urin under repeterte fryse-tine sykluser
og ved langtidslagring. Natrium, kolesterol, triglyseri-
der, frie fettsyrer, vitamin E og ASAT blir analysert i
plasma og natrium og kreatinin i urin. Dette er viktig
kvalitetstesting fordi henting av prever vil innebere
mange fryse-tine sykluser etter hvert.

STATUS PER JANUAR 2006

Fra en forsiktig start med tre inkluderte sykehus i
1999, er 52 sykehus med i studien i dag, se tabell 1.
Undersokelsen er landsdekkende og av de store syke-
husene i Norge er det bare Rikshospitalet og Universi-
tetssykehuset i Tromse som ikke er med. Ved arsskif-
tet 2005/2006 er omtrent 65 000 svangerskap inklu-
dert. Disse utgjor 43% av alle som er invitert til & delta
i studien. Nar mor deltar, blir 80% av fedre med.
Forelopig er omtrent 50 000 provesett mottatt fra de
nyfedte barna.

MoBa er trolig det storste forskningsprosjektet som
noen gang er startet i dette landet. I 2005 ble det brukt
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Tabell 1. Antall inkluderte sykehus i MoBa og antall
provesett mottatt og registrert ved Biobanken (per 24.01.06).

Antall inklu-  Antall prevesett Antall provesett

Ar  derte sykehus fra mor totalt
1999 3 298 304
2000 5 3122 4118
2001 25 9514 15209
2002 45 18 100 32403
2003 46 21 650 41277
2004 49 24 755 47 465
2005 52 29 165 56 130
2006 52 2021 4583

Totalt 52 108 625 201 489
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