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Hovedbudskap

o HUNT biobank inneholder langtidslagret
DNA fra mer enn 100 000 deltagere til bruk i
komplekse forskningsprosjekter.

o Disse DNA-prgvene lagret under kontrollerte
forhold, gir unike muligheter for studier av sta-
bilitet og kvalitet.

e Tiltross for mindre forskjeller knyttet til eks-
traksjonsmetode og prgvetype, vises det gene-
relt at bade konsentrasjon, kvalitet/renhet og
integritet tilfredsstiller ngdvendige kvalitets-
krav selv etter 20 ars lagring.

Sammendrag

Introduksjon: Langtidsstabilitet av lagret DNA
er avgjerende for kvalitet og palitelighet i gene-
tisk forskning. Studien vurderte konsentra-
sjon, renhet og integritet i DNA ekstrahert fra
blodprgver samlet inn i den befolkningsbaserte
helseundersgkelsen i Trgndelag (HUNT), der de
eldste prgvene har veert lagret i mer enn 20 ar.

Metode: Studien hadde et retrospektivt design
oginkluderte 768 DNA-praver fra HUNT2,
HUNT3 og HUNT4. Malinger av DNA-konsen-
trasjon og -renhet ved ekstraksjonstidspunktet
(T1) ble sammenlignet med nye mélinger etter
lagring (T2). DNA-integritet ble vurdert ved
hjelp av DNA Integrity Number (DIN). Prgver fra
ulike ekstraksjonsmetoder og konsentrasjons-
nivaer, bade ved opprinnelig konsentrasjon og
etter normalisering, ble analysert.

Resultater: DNA-konsentrasjonen var i hoved-
sak stabil over tid, med enkelte mindre vari-
asjoner mellom malemetoder og prgvetyper.
Renheten holdt seg innenfor aksepterte kva-
litetsgrenser. Fragmenteringen var lay, og kun
et fatall prever hadde DIN-verdier under 7, noe
som indikerer god DNA-integritet.

Konklusjon: DNA lagret i HUNT biobank opp-
rettholder generelt hoy kvalitet selv etter mer
enn 20 ars lagring under kontrollerte forhold.
De observerte forskjellene skyldes hovedsa-
kelig metodiske variasjoner snarere enn reell
degradering, og materialet er velegnet for
videre genetiske analyser.

Nokkelord

DNA-kvalitet, DNA-bevaring, DNA-holdbar-
het, DNA-stabilitet, DNA-nedbrytning
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ens retningslinjer.
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Innledning

Kunnskap om hvordan kvaliteten pa lag-
ret DNA mulig endres over tid er avgje-
rende for god og palitelig forskning. For
a sikre palitelighet og reproduserbarhet
i DNA-baserte analyser er det ngdvendig
med validerte og optimaliserte prosedy-
rer, der hgy kvalitet pa ekstrahert DNA er
en grunnleggende forutsetning for kvali-
tet i videre forskningsprosesser (1). For at
ekstrahert DNA skal vaere egnet til omfat-
tende og varierte analysepaneler, stil-
les det ofte krav til konsentrasjon, ren-
het og integritet. Tidligere studier har vist
at DNA-kvalitet pavirkes av faktorer som
lagringstid og lagringstemperatur for eks-
trahering (2, 3), og at dette kan ha betyd-
ning for bade utbytte og metyleringssta-
tus (2). For eksempel fant Towne og Devor
at blodprgver som var oppbevart ved 4 °C
ga betydelig hoyere DNA-utbytte enn
prover lagret ved hgyere temperatur (4),
mens Madisen med flere viste til at full-
blod lagret ved -70 °C ga bortimot tilsva-
rende DNA-utbytte som fra ferskt mate-
riale (5). En oversiktsartikkel fra Matange
med flere har ogsa papekt at ulike ekstrak-
sjonsmetoder og handtering av materialet

kan bidra til nedbrytningsgraden av DNA,
mens dehydrering, som for eksempel ved
frysetorring, kan redusere hydrolyse og
derved bedre stabiliteten (6). Endringer
i pH kan pavirke nedbrytningen, hvor en
reduksjon fra pH 6 til 5 er vist a gke ned-
brytningshastigheten vesentlig (7). Det-
te understreker betydningen av kontrol-
lerte betingelser som pH og temperatur,
og bruken av standardiserte buffere som
Phosphate Buffered Saline (PBS) eller Tris-
EDTA (TE) for & sikre stabilitet av DNA (6).

Til tross for at det finnes flere studier
som belyser betydningen av DNA-kvalitet
i forskning, er det likevel fd studier som
har undersgkt vedvarende DNA-kvalitet
etter lagring over flere tidr. Siden HUNT
biobank oppbevarer ekstrahert DNA fra
over 100 000 deltagere, og hvor det eldste
materialet nd har veert lagret siden midten
av1990-tallet, har dette gitt en unik mulig-
het til d studere langtidsstabilitet (8).
HUNT er en omfattende befolkningsbasert
undersgkelse som inkluderer helseopplys-
ninger fra mer enn 250 000 innbyggere i
Trendelag, gjennom HUNT2 (1995-1997),
HUNTS3 (2006-2008), HUNT4 (2017-2019)
og HUNT COVID (2021-2023) (9-12). Biolo-
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FIGUR 1: OVERSIKT over studieutvalget, lagringstid av prevene fra HUNT2-4 (T1), samt malinger av konsentrasjon, renhet og fragmente-
ring som inngikk i kvalitetsstudie av ekstrahert DNA (T2). Figuren viser utgangsmateriale og tidspunkt for innsamling og DNA-ekstraksjon
(gule bokser), konsentrasjon i lagret DNA som opprinnelig (Stock) eller fortynnet til 50 ng/pl, (Norms0) (grenne bokser), samt malinger av
konsentrasjon og renhet (turkise bokser). For DNA-malingene fra HUNT2 var kun normaliserte fluorometer-baserte konsentrasjoner tilgjen-

gelige (markert i gra boks).

gisk materiale er samlet inn ved feltstasjo-
ner fra til sammen cirka 120 000 ikke-fas-
tende deltagere (13). Det totale biologiske
materialet omfatter ulike typer blodprgver
(~450 000) i form av serum, EDTA-plasma,
buffycoat, NaHep, ACD, og videre; saliva
(~24 000), DNA fra blod (~110 000), cel-
ler fra munnhule (FTA-kort ~8500), urin
(~45 000) og fekale prgver pa filterpa-
pir (~13 500). Bade materialet og handte-
ringen av materialet er tidligere detaljert
beskrevetiData Resource Profile: The HUNT
Biobank (13).

Eksisterende materiale ga derfor et
godt utgangspunkt til 3 undersgke kvali-
teten pa langtidslagret DNA, hvor malet
med studien var & undersgke konsentra-
sjon, renhet og fragmentering angitt som
DNA-integritet (DIN-verdi) i DNA-prever
ekstrahert i ulike HUNT-undersgkelser.
Som grunnlag for & gjennomfere studien
ville vi undersgke om lagringstempera-
tur, valg av ekstraksjonsmetode og fryse-/
tinesykluser hadde pavirket DNA-kvalite-
ten i en slik grad at materialet ble forrin-
getover tid (8). Kunnskap fra gjennomfert
studie kan i stor grad bidra til & gi bioban-
ker generelt en bedre innsikt om kvalite-

ten pa langtidslagret DNA som skal benyt-
tes til videre forskningsformal.

Materiale og metode

Studieutvalg og inklusjonskriterier

Da studiens formal var kvalitetsvurdering
av biologisk materiale, var REK-godkjen-
ning ikke ngdvendig. Studien ble imid-
lertid godkjent av Dataadgangskomiteen
(DAK) ved HUNT.

Studien hadde et retrospektivt design
og inkluderte totalt 768 DNA-prgver eks-
trahert etter innsamling fra henholds-
vis HUNT2 (n=192), HUNT3 (n=384) og
HUNT4 (n=192).

Enkeltstdende malinger av DNA-kon-
sentrasjon og -renhet ved tidspunkt T2
(gjennomfgring av kvalitetsstudien) ble
sammenlignet med tilsvarende tidligere
malinger utfort ved ekstraksjonstidspunk-
tet (T1). Fragmentering (mdling av DIN-
verdi) ble kun malt ved T2. Bruk av intern-
kontroll under alle malinger har verifisert
valide maleresultater. For d undersgke om
DNA-kvaliteten var pavirket av konsentra-
sjonsniva, ble deler av studien gjennom-
fort ved at vi analyserte prgver fra Stock
(det vil si opprinnelig konsentrasjon etter

ekstrahering). De resterende prgvene
var normalisert (fortynnet) til 50 ng/pl
(Norm50) - en konsentrasjon som ofte
benyttes ved prosjektutlevering fra HUNT
biobank. Utvalget av Stock og Norm50-
prover ble gjort uavhengig av hverandre,
og derepresenterer ulike individer. Figur1
viser oversikt over utvalgte prover. Et ran-
domisert utvalg av prgver fra HUNT2-4 ble
inkludert dersom de oppfylte folgende kri-
terier: 1) DNA skulle vaere ekstrahert fra
EDTA fullblod eller koagel, 2) ekstraksjon
skulle vere basert pd saltutfelling eller
en kulebasert metode, 3) samme ekstrak-
sjonsmetode matte vaere brukt nar prgvene
fraulike tidsperioder ble sammenlignet og
4) prgver malt med fluorometri skulle ha
en DNA-konsentrasjon < 400 ng/ul.

Selv om PicoGreen, som benyttes ved
maling med fluorometri, i teorien skal
kunne gi en linezer standardkurve opp
til 1000 ng/pl, har vi gjennom mange ars
erfaring imidlertid sett at standardkur-
ven flater ut ved 400 ng/pl, og derav vil gi
redusert ngyaktighet pa malinger av kon-
sentrasjonsniva > 400 ng/ul. Hagye kon-
sentrasjoner ses ogsd ofte i sammenheng
med gkt viskositet, noe som igjen kan
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F1GuRr 2. Sammenligninger av DNA-konsentrasjon i opprinnelige ekstrakter (Stock-prgver) og i normaliserte ekstrakter (Normso-prgver)
fra ulike HUNT-innsamlingsrunder. Konsentrasjonen ble malt ved to tidspunkter: ved ekstraksjon fra innsamlingsrunden (T1) og senere i
forbindelse med denne kvalitetsstudien i 2021-2022 (T2). To ulike metoder ble benyttet: spektrofotometri (rede sgyler) og fluorometri (bla
soyler). Prgveresultat fra T1 for normaliserte praver er representert som forventet konsentrasjon pa 50 ng/ul. Sgylens hgyde angir giennom-
snittlig konsentrasjon, og linjene viser ett standardavvik fra giennomsnittet. Statistisk signifikans for parvise sammenligninger mellom T1 og

T2 er angitt med ** for p < 0,01 og * for p < 0,05.

pavirke ngyaktighet i malingene. Dette var
bakgrunnen for vart valg om a sette gren-
sen oppad til 400 ng/pl i kriterium 4.

Innsamling og lagring av prevemateriale i
HUNT2-4

For a sikre hgy kvalitet pa biologisk mate-
riale til biobankformal, ble prgver samlet
inn ved feltstasjoner i kommunene som
inngikk i undersgkelsene og sendt med
kurer til biobankens laboratorium innen
24 timer. Ved mottak ble blodprevene
fraksjonert, alikvotert og umiddelbart
frosset ned. Tiden fra provetaking til ned-
frysing var maksimalt 72 timer i HUNT2
og maksimalt 36 timer i HUNT3 og HUNT4
(13). Prevene ble deretter lagret ved -70 °C
i HUNT2 og - 80 °C i HUNT3 og HUNTA4.
Tiden fra nedfrysing til DNA-ekstraksjon
(T1) varierte mellom 4-13 ar for HUNT2,
2-9 ar for HUNT3 og 1-3 ar for HUNT4.
Etter ekstraksjon har DNA fra HUNT2 og
HUNTS3 veert lagret ved -20 °C, mens DNA
fra HUNT4 har veert lagret ved -80 °C.
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Ekstraksjon og mdling av DNA-konsentra-
sjon og renhet

DNA ble ekstrahert fra blodprever over
ulike tidsperioder og ved bruk av ulike
validerte kit, metoder og instrumenter
(tabell S1 - tilgjengelig i nettversjon av
artikkelen.).

Etter ekstraksjon ble DNA-konsen-
trasjon malt ved hjelp av spektrofoto-
metri og/eller fluorometri, og hvor de
spektrofotometriske malinger inkluderte
vurdering av DNA-renhet basert pa A260/
A280-forholdet.

Basert pa de fluorometriske malin-
gene ble deler av stock-materialet for-
tynnet til Norm50. Negyaktigheten av for-
tynnet konsentrasjon ble kontrollert ved
spektrofotometriske malinger som viste
en gjennomsnittlig DNA-konsentrasjon
pa50ng/ul £9,9 ng/ul.

Fra tidspunkt T1 foreld det ingen til-
gjengelige maleresultat for HUNT2-ma-
terialet, utover Norm50 EDTA (med for-
ventet méleverdi som beskrevet over). I

tillegg manglet noen spektrofotometriske
malinger for utvalget fra HUNT3 Koagel
Norm50.

Ved tidspunkt T2 ble DNA-konsentra-
sjon og -renhet malt for alle prgver ved
bruk av spektrofotometri og fluorometri.

Maling av DNA-fragmentering

DNA-integritet sier noe om graden av frag-
mentering av genomisk DNA. Enkelte ana-
lyser kan vaere sensitive overfor dette og det
var derfor gnskelig a vurdere fragmente-
ringsgrad i lagret DNA ved T2. Slike typer
analyser kan utfares for eksempel ved ulike
typer gel-elektroforese. Her brukte vi instru-
mentet TapeStation 4200, hvor fragmente-
ring uttrykkes som DNA Integrity Number
(DIN-verdi). DIN-verdien angir DNA-kvalitet
pa en skala fra 1til 10, der lave verdier indi-
kerer sterkt fragmentert DNA, mens verdier
>7 regnes som god kvalitet (14).

Statistisk styrke og analyser
Styrkeberegningen ble utfort ved hjelp av
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TABELL 1: Fragmentering malt som DIN-verdier® i prgveekstrakter med opprinnelig konsentrasjon (Stock) og konsentrasjonsnormaliserte
ekstrakter (Norms0) lagret i HUNT biobank fra ulike innsamlingsrunder i HUNT-undersgkelsen. Gjennomsnitt (standardavvik), differanse i
gjennomsnitt (%), 95 % konfidensintervall for differansen, p-verdi for forskjellen mellom Stock og Norms0 er presentert.

Ekstraksjons-
Gruppe N metode
HUNT2 EDTA 191 Saltutfelling
HUNT3 EDTA 192 Saltutfelling
HUNT3 Koagel 192 Saltutfelling
HUNT4 EDTA 192 Kulebasert

Gj.snitt Gj.snitt Differanse 95% Kl for
Stock (std®) Normso (std®) gj-snitt differansen P-verdi
8,8 (+0,6) 8.8 (x0,5)° -0,02 [-0,2,0,1] 0,77
9,4 (£0,3) 8.7 (+0,6) -0,70 [-0.9,-0,6] <0,001
8,8 (+0,6) 9.0 (+0,4) 0,20 [0,1,0,4] 0,002
8,5(%0,3) 8.4 (+0,3) -0,04 [-01,01] 0,42

2DIN = DNA Integrity Number. ® std = standardavvik. < KI = konfidensintervall. ¢ p-verdi for forskjellen mellom Stock og Norms0 (uparet T-test). ¢ En prave med DIN 1.2 ble ekskludert.

en nettbasert kalkulator (15). Beregningen
av utvalgssterrelse var basert pa et for- og
etter-design med to maletidspunkt for de
samme prgvene. Primzere endepunkter var
kontinuerlige mal for DNA-konsentrasjon
og DIN-verdi, med signifikansniva 0,05 og
statistisk styrke pa 90 prosent. Utgangskon-
sentrasjonene ble valgt basert pa tilgjen-
gelige stock- og normaliserte ekstrakter i
biobanken for a sikre lav maleusikkerhet.
Flere antagelser angdende forventede end-
ringer ble vurdert i beregningene. Med en
forventet endring i konsentrasjon pa 2 ng/
pL, vurdert som bade realistisk og relevant
basert pa tidligere erfaringer, ble ngdven-
dig utvalgssterrelse beregnet til 84 prover.
Av praktiske hensyn knyttet til biobankens
rgrformatering ble det inkludert 96 pregver
i hver gruppe. Prgvene som inngikk i analy-
sene skulle i utgangspunktet ha tilgjengelige
maleverdier for bade konsentrasjon og ren-
hetved begge tidspunkter. Dette var imidler-
tid ikke tilgjengelig for prever fra HUNT2,
og for HUNT3 Norm50 koagel var det kun
62 prover med tilgjengelige T1-malinger fra
spektrofotometer. Forskjeller mellom T1 og
T2 ble analysert med paret t-test. DIN-ver-
dier ble malt ved kun ett tidspunkt og for-
skjeller i DIN-verdi mellom grupper ble der-
med analysert med en uparet t-test. Det ble
ogsd utfart sensitivitetsanalyser, bade ved a
replikere analysene i materialet hvor mulige
uteliggere var utelatt, og ved a gjennomfore
analysene ved bruk av Wilcox-test (ikke-pa-
rametrisk test) for avhengige og uavhen-
gige observasjoner. Alle tester var tosidige,
og med et signifikansniva pa 5 %. Statistiske
analyser ble utfert i Stata (versjon 18).

Resultater

Spektrofotometrimalinger av konsentrasjon
For HUNT3 (Stock EDTA, Norm50 EDTA
og Norm50 Koagel) var DNA-konsen-
trasjonen i hovedsak stabil mellom T1
og T2 (figur 2 og tabell S2 - tilgjengelig

i nettversjon av artikkelen). For HUNT3
Stock koagel ble det observert en statis-
tisk signifikant reduksjon i konsentrasjon
mellom de to maletidspunktene (relativ
nedgang 24 %). For HUNT4-prever (Stock
EDTA og Norm50) sa viderimot en gkning i
DNA-konsentrasjon ved T2 sammenlignet
med T1. Sensitivitetsanalyser der poten-
sielle uteliggere ble ekskludert, endret i
liten grad disse sammenligningene. For
HUNT3 Norm50 EDTA ble forskjellen mel-
lom T1 og T2 imidlertid statistisk signifi-
kant etter fjerning av to uteliggere.

Fluorometriske malinger av konsentrasjon
Fluorometriske malinger viste stabile kon-
sentrasjoner mellom T1 og T2 for HUNT3
Norm50 EDTA og HUNT3 Stock koagel.
For de gvrige gruppene ble det observert
en statistisk signifikant nedgang i kon-
sentrasjon over tid (figur 2 og tabell S3 -
tilgjengelig i nettversjon av artikkelen).
Sterst relativ nedgang ble observert for
HUNT3 Norm50 koagel (17 %). Sensiti-
vitetsanalysene viste at ekskludering av
mulige uteliggere ikke hadde betydning
for forskjellene mellom T1 og T2.

Renhet av DNA

Maling av A260/A280-forholdet viste
stabile verdier mellom T1 og T2 bade for
HUNT3 og HUNT4. Bortsett fra to prover
fra HUNT4 stock som viste marginalt for
heye verdier, 14 provene innenfor det for-
ventede intervallet pa 1,7-2,0, noe som
indikerer god DNA-kvalitet (16, 17).

Fragmentering av DNA

Det ble observert lav grad av DNA-frag-
mentering ved T2 (Tabell 1). Kun fem prg-
ver hadde DIN-verdier <7, noe som tyder pa
atintegriteten over tid i hovedsak var godt
bevart. Prgver ekstrahert med kulebasert
metode viste noe lavere DIN-verdi enn pre-
ver ekstrahert med saltutfelling (p < 0,05),

og en statistisk signifikant forskjell i DIN-
verdi mellom Stock- og Norm50-ekstrak-
tene ble observert for bAde HUNT3-EDTA-
prover og HUNT3-koagelprover.

Diskusjon
Malet med studien var a undersgke kvali-
teten til DNA ekstrahert fra ulike HUNT-
undersgkelser lagret over tid. Dette ble
gjort ved & sammenligne konsentra-
sjon og renhet ved tidspunkt for ekstrak-
sjon (T1) med gjentatt maling i denne kva-
litetsstudien (T2). I tillegg ble det malt
grad av fragmentering etter lagring for &
undersgke DNA-integritet (T2).
Resultatene tyder pa at DNA-konsen-
trasjonen i ekstrakter lagret i opptil 22 ar
i all hovedsak har vaert stabil. Det er sta-
tistisk signifikante forskjeller for flere av
sammenligningene som er gjort, men de
numeriske forskjellene er i hovedsak sma.
Videre indikerer variasjon mellom male-
metoder og type prgveekstrakt at obser-
verte endringer i konsentrasjon delvis kan
skyldes valg av metode, noe som er i sam-
svar med tidligere funn (6). Tiden fra inn-
samling til gjennomfert ekstraksjon (T1)
varierte for de ulike prgvene, men siden
blodprevene har vert lagret ved -80 °C fra
provetaking og fram til ekstraksjonstids-
punkt (T1) forventer vi ikke at dette skal
ha pavirket resultatene i denne studien
i vesentlig grad (5). Ved hgye DNA-kon-
sentrasjoner ga fluorometriske malinger
gjennomgaende lavere estimerte verdier
enn spektrofotometriske malinger. Det-
te er forventet, ettersom fluorometri kun
kvantifiserer intakt dobbelttradet DNA
(dsDNA), mens degraderte fragmenter og
enkelttradet DNA (ssDNA) ikke registre-
res. Spektrofotometri maler derimot totalt
nukleinsyreinnhold, inkludert eventuelle
kontaminanter, og skiller ikke mellom
dsDNA, ssDNA og RNA (18, 19).
Spektrofotometriske madlinger av

BIOINGENIGREN 4.2026 | 29



FAG | Originalartikkel

HUNT4 Stock-ekstrakter indikerte en
gkning i DNA-konsentrasjon fra T1 til T2,
mens fluorometriske malinger viste en
reduksjon i samme periode. Denne dis-
krepansen kan igjen skyldes at spektrofo-
tometri maler totalt nukleinsyreinnhold,
inkludert enkelttradede nukleinsyremole-
kyler, som er mer ustabile og kan akkumu-
lere som fglge av degradering. Fluorometri
maler derimot kun intakt dsDNA, og gir
dermed lavere konsentrasjoner nar degra-
dering har funnet sted. Forskjeller mellom
metodene kan i tillegg skyldes at ekstrak-
sjonsmetodene (saltutfelling og magne-
tiske kuler) pavirker stabiliteten til ssDNA
og dsDNA ulikt. Samtidig indikerer gjen-
nomgaende hgye DIN-verdier at degra-
dering av dsDNA ikke har hatt vesentlig
betydning for de observerte konsentra-
sjonsendringene. I Norm50 ekstrakter fra
HUNT2-4 sa vi mindre endringer i DNA-
konsentrasjon over tid.

DNA-ekstraktene i studien har veert
lagret ved -20 °C (HUNT2-3) og -80 °C
(HUNT4), og selv om det synes a veere spar-
somt med tidligere studier utfert pa lang-
tidslagring av DNA, er dette temperaturer
som er dokumentert 4 sgrge for god beva-
ring av DNA-kvalitet (2, 20, 21). Samlet sett
tyder vdre resultater pd at lagring over tid
ikke har medfart systematiske endringer
i DNA-konsentrasjonene. Derimot tyder
vare funn pa at ulikhet i malemetoder,
type preveekstrakt og ekstraksjonspro-
sedyrer kan ha hatt sterre betydning for
resultatene.

DNA-ekstraktene hadde gjennomga-
ende god renhet ved bade T1 og T2, noe
som indikerer at verken ekstraksjonsme-
toder eller lagringstid i vesentlig grad har
pavirket kvaliteten. De stabile malingene
over tid statter at biobankens rutiner sik-
rer konsistens og palitelig DNA-materiale.

Det ble observert minimal fragmen-
tering, men resultatene antyder at
saltutfelling er noe mer skdnsomt enn
kulebasert ekstraksjon. Fragmentering
kan oppstad ved fryse/tineprosesser, pa
grunn av iskrystaller som skader DNA
(6, 8, 22). I de langtidslagrede prgvene
ved HUNT var fragmenteringen imidler-
tid lav; ved T2 hadde under 1 % av pro-
vene DIN< 7. Det ble heller ikke observert
systematiske forskjeller i fragmenterings-
grad mellom prever med hgy (Stock) og
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lav (Norm50) DNA-konsentrasjon. For
prover fra HUNT4 ble det observert noe
lavere, men fortsatt tilfredsstillende DIN-
verdier sammenlignet med HUNT2 og
HUNTS3. Dette antas a vere relatert til
bruk av kulebasert ekstraksjonsmetode,
som gir stgrre mekanisk belastning enn
saltutfellingsmetoden. Fordelene ved
kulebasert metode er redusert arbeids-
mengde og lavere kostnader. Hgye DIN-
verdier etter opptil 22 ars lagring indike-
rer minimal degradering under gjeldende
lagringsforhold, og bekrefter at DNA fra
HUNT biobank er godt egnet til videre
genetiske analyser, herunder genomvide
assosiasjonsstudier (Eng: GWAS). Det er
grunn til 4 anta at endringer i malt DNA-
mengde over tid reflekterer forskjeller i
malemetoder snarere enn reell degrade-
ring.

Siden HUNT2 (1995-1997) har HUNT
biobank oppgradert bade metoder og
instrumentering, noe som har medfert
variasjon i prosedyrer og malemetoder.
Alle metoder er imidlertid validert av
leverander og videre verifisert etter stan-
dardiserte prosedyrer ved HUNT biobank.
Resultater fra ulike tidspunkter har gjort
det mulig & sammenligne DNA-konsen-
trasjon og -renhet ved ekstraksjon (T1) og
etter flere ars lagring (T2) (figur 1).

Innforingen av magnetisk kulebasert
ekstraksjon i 2014 bidro til bedre homo-
genitet i provene, og dagens protokoll
inkluderer bufferjustering for prever med
utgangskonsentrasjon over 350 ng/ul.
HUNT biobank har deltatt i arlige ring-
tester, International Society for Biological
and Environmental Repositories (ISBER)
siden 2012, og Integrated Biobank of
Luxembourg (IBBL) siden 2014. Sammen
med interne kontrollmalinger bekrefter
disse palitelige konsentrasjonsmalingene
over tid. I tillegg gjennomfgres rutinemes-
sig reanalyse for utlevering, for a sikre kor-
rekt DNA-mengde og tilstrekkelig kvalitet
til videre analyser.

En styrke ved denne kvalitetsstudien er
sammenligningen av prever som har veert
lagret over kort og lang tid (opptil 22 ar).
En begrensning er som nevnt at endrin-
ger i prosedyrer og malemetoder over tid
kan ha pavirket resultatene, noe som med-
forer en viss grad av usikkerhet knyttet
til tolkningen av holdbarhet ved direkte

sammenligning. At studien omfatter et
stort antall sammenligninger og hypote-
setester gker sannsynligheten for statis-
tisk signifikante funn, selv ved sma for-
skjeller. I tolkningen av resultatene har
vi derfor lagt vekt pd stgrrelsen for bade
de absolutte og de relative forskjellene,
ikke bare pa p-verdier. De observerte end-
ringene i DNA-konsentrasjon var sma og
innenfor forventet analytisk variasjon, til
tross for statistisk signifikante forskjeller
i flere sammenligninger.

Samlet sett illustrerer funnene at utvik-
ling og forbedring av instrumenter, pro-
sedyrer og analysemetoder er en natur-
lig del av laboratoriedrift over tid. Dette er
forhold som ma tas i betraktning i hold-
barhetsstudier der prgver sammenlignes
pa tvers av lange tidsintervaller. Stu-
dien understreker derfor betydningen av
robuste protokoller og grundig dokumen-
tasjon ved skifte av instrumenter og meto-
dikk. Dette er avgjgrende for & sikre valide
sammenligninger av maleresultater.

Konklusjon

HUNT biobank har lang erfaring med
ekstraksjon, oppbevaring og utlevering
av DNA til forskningsprosjekter. Selv
om utvikling av prosedyrer og madle-
metoder sannsynligvis har pavirket
sammenligninger av DNA-konsentrasjon
og -kvaliteti denne studien, tyder funnene
samlet sett pd at DNA lagret i biobanken
holder seg generelt stabilt over tid og er
oppbevart under tilfredsstillende forhold.

Vare resultater indikerer at langtidslag-
ring i seg selv ikke har medfert systema-
tiske endringer i DNA-prgvene. Derimot
synes variasjon i mdlemetoder, type pre-
veekstrakt og ekstraksjonsprosedyrer d ha
hatt betydning for de observerte forskjel-
lene.

DNA fra HUNT kan derfor leveres ut
til forskningsprosjekter med tilfredsstil-
lende kvalitet, selv etter mange ars lag-
ring. Internkontrollrutiner og kontinuer-
lig kvalitetsovervaking av ekstrahert DNA
vil viderefores som en del av den lgpende
utviklingen av metoder og prevebehand-
linger. M
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