
Hvad er god Dna-kvalitet? Det er et 
simpelt spørgsmål med mange svar, for 
flere faktorer spiller ind, når metode (se 
faktaboks “Dna-oprensning“ side 17) 
til oprensning af Dna fra fx blod skal 
vælges. antallet af prøver, mængden af 
prøvemateriale, laboratoriets udstyr, 
økonomi, arbejdsmiljø, traditioner og 
kvaliteten af oprensede Dna spiller alt 
sammen en mere eller mindre vigtig 
rolle i processen. 

Det vigtigste succeskriterium er dog, 
at det oprensede Dna kan bruges til de 
analyser, man har planlagt. Dette van-
skeliggør valget af metode, når det 
drejer sig om oprensning af prøver til en 
Dna-biobank. Her kan man ikke nød-
vendigvis på forhånd vurdere, hvilke 
metoder eller fremtidige teknologier 
forskerne har til rådighed og påtænker 
at anvende ved fremtidige sygdoms- 
eller befolkningsundersøgelser. i sådan-
ne tilfælde vil en validering over for 
kendte metoder og målte kvalitetspara-
metre spille en stor rolle.

kvalitetsarbejdet får yderligere en 
dimension i disse år. Undersøgelser har 
vist, at epidemiologiske kohorteunder-
søgelser sandsynligvis kræver deltagel-
se af flere populationer med forskellige 
gener, miljø og sociokulturelle faktorer 
for at kunne kaste lys over, hvordan ge-
ner og miljø interagerer6. nogle interna-
tionale biobanker er begyndt at samar-
bejde for at komme denne problematik i 
møde, men udveksling af såvel prøve-
materiale som resultater kræver natur-
ligvis også en vis kvalitetssikring6. 

i det følgende vil jeg beskrive nogle 
af de parametre, der kan bruges til eva-
luering af Dnas kvalitet.

Koncentration
koncentrationsmålinger på Dna har flere 
formål. i forbindelse med validering af 
oprensningsmetoder kan koncentrations-
bestemmelsen give et fingerpeg om ud-
nyttelsen af blodprøvens Dna. Blodprø-
vens leukocytværdi bruges her til at ud-
regne det maksimale potentielle udbytte, 
og det kan så sammenlignes med det 
målte udbytte. i det daglige bruges kon-
centrationsmålingen til at normalisere 
Dna, så man har en ensartet koncentra-
tion i de forskellige aliquoter. 

koncentrationsbestemmelsen kan 
foretages på flere måder. Fotometrisk 
kan man udnytte, at absorbansen ved 
260 nm igennem en 1 cm cuvette sva-
rer til en Dna-koncentration på ca. 
50µg/ml (absorbansen ved 320 nm 
bør også måles og næsten være nul2). 
Den fotometriske måling har dog visse 
ulemper. målingen kræver en stor 
mængde prøvemateriale (medmindre 
man fx bruger et nanodrop-fotometer, 
som kan nøjes med 1 µl), og eventuelle 
rester af rna medtages i målingen. al-
ternativt kan man benytte sig af nogle 
af de kommercielle kits, hvor farvestof-
fer sætter sig på Dna-strengene og vi-
sualiseres vha. fluorescens.

Renhed
Den mest brugte metode til at under-
søge Dna-kvaliteten er ratioen mellem 

absorbanserne ved 260 nm og 280 
nm2 (fremover bruges betegnelsen 
a260/280 ratio). Dette kan, ligesom 
koncentrationsbestemmelsen, udføres i 
almindelig cuvette på et spektrofoto-
meter eller på fx en nanodrop. 

en værdi på omkring 1,8 indikerer en 
god Dna-kvalitet. Hvis værdien afviger 
væsentligt fra denne værdi, kan det 
skyldes flere ting. en forhøjet værdi in-
dikerer, at der findes rester af rna (der 
ligesom Dna har absorbanstop ved 260 
nm). en lavere værdi er en indikation på 
proteinkontaminering, altså forhøjet 
aminosyremængde i produktet, da aro-
matiske aminosyrer absorberes ved 
280 nm2. Foretages kvalitetsbestem-
melsen på en nanodrop eller et lignende 
apparat, fås ud over a260/280-ratioen 
også en kurve (se figur 1) og en 
a260/230-ratio. a260/230-ratioen er 
et udtryk for forholdet mellem Dna-
absorbansen og absorbansen ved 230 
nm, hvor salte, proteiner og opløsnings-
midler8 absorberes. 

Fragmentlængde
størrelsen af Dna-fragmenter, altså 
længden af Dna stykkerne efter op-
rensningen, er en parameter, man an-
vender til at bedømme, om Dna er in-
takt2. Fragmentstørrelsen bestemmes 
ved at lave en gelelektroforese. Ved 
elektroforesen vandrer Dna-fragmen-
terne afhængig af deres størrelse og 
ladning. en markør med kendt frag-
mentmønster medtages, således at en 
bestemmelse kan opnås. i mange tilfæl-
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Før banken åbner!
DNA-biobanker er i disse år et højt profileret emne inden for det offentlige sundhedsvæsen. Det er 
nu, at basis for fremtidens forskning skabes. I denne artikel vil jeg sætte fokus på nogle af de kvali-
tetsmæssige problematikker, man skal tage stilling til, inden bankkontoen kan åbnes for indskud
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de bruges en pulsed field gel elektro-
forese, hvor det elektriske felt ændrer 
retning kontinuerligt. Dette gør, at de 
store Dna-fragmenter bevæger sig let-
tere igennem gelen. en almindelig gel-
elektroforese med en 0,4 % agarosegel 
(som dog nemt bliver lidt geleagtig at 
arbejde med) kan også anvendes7. som 
kvalitetsparameter er analyser mest 
velegnet til stikprøvekontrol og valide-
ring af såvel nyoprenset som lagret 
Dna. i mange tilfælde er man dog ikke 
interesseret i en nøjagtig fragment-
længde, men derimod om der er mange 
små Dna-fragmenter til stede. i sådan-
ne tilfælde er det muligt at lave en gel-
elektroforese med en 1% agarosegel. 
med denne hurtigere løsning holdes de 
større Dna-fragmenter tilbage, mens 
små fragmenter bevæger sig ud i gelen. 

Kvalitet kan afgøre resultatet
Det er svært at udtale sig generelt om 
Dna-kvalitetens betydning for en ana-
lyse. nogle analyser er usædvanligt 
hårdføre i den retning, mens andre kræ-
ver en højere kvalitet. 

Ved en lav a260/280-ratio, som kan 
skyldes en øget proteinmængde i Dna, 
er der risiko for, at den øgede protein-
mængde ændrer pCr’s kinetik og ef-
fektivitet3. Ved hybridisering og rekom-
binant teknologi kræves også en meget 
høj Dna-renhed (a260/280>1,8)3. 

i nogle tilfælde handler et manglende 
analyseresultat dog ikke udelukkende om 
Dna-kvaliteten. efter oprensning af Dna 
kan der være rester (inhibitorer) tilbage, 
som influerer på fx pCr. Disse stoffer 
kan være rester fra oprensningsproces-
sen, fx salte, detergenter eller alkohol, 
men også hæmoglobin, lactoferrin og 
immunglobulin G (igG) fra den oprensede 
prøve kan give problemer. stofferne bin-
der sig på Dna og/eller polymerasen og 
inhiberer pCr-reaktionen.

Håndtering af prøver og DNA
selve oprensningen er dog ikke den 

eneste faktor, som har indflydelse på 
Dna-kvaliteten. kvaliteten afhænger 
også af udgangsmaterialet, altså hvor-
dan prøvemateriale bliver behandlet før 
oprensningen, og hvordan det oprense-
de Dna opbevares.

Logistik og opbevaring
opbevaringer af blodprøver fra prøve-
tagning til oprensning er en disciplin, 
som kan sætte den største logistiker på 
en prøve. Det er nemlig slet ikke usæd-
vanligt med decentral prøvetagning og 
efterfølgende forsendelse med post-
væsenet eller transportfirma.

i artiklen ’Dna extraction og stability 
for epidemiological studies’3 samler for-
fatterne egne og publicerede artiklers 
resultater mht. opbevaring af prøvema-
teriale. oplysningerne sammenfattes til 
nogle korte retningslinjer:
1:  opbevaring og transport ved stue-

temperatur er kun acceptabel i 24 
timer. 

2:  Hvis prøverne er mere end 2 døgn 
undervejs, eller udendørstempera-
turen er over 23° C anbefales 
transport ved 4° C. 

3:  Hvis oprensning finder sted inden 
for 8 døgn, bør prøverne opbevares 
ved 4° C. 

4:  Hvis oprensning finder sted senere 
end 8 døgn, bør lysering af erythro-
cytter (første trin af oprensnings-
processen - se faktaboks side 17) 
foretages.

alle fire retningslinjer virker ganske for-
nuftige, men de er måske ikke altid lige 
nemme at efterleve. 
retningslinjerne efterlader ikke meget 
albuerum, når det kommer til transport, 
opbevaring og arbejdsplanlægning. alt-
så logistikken i en biobank. 

Håndtering har betydning for 
kvaliteten
i førnævnte artikel3 undersøger forfat-
terne også, hvilke konsekvenser det har 
for Dna-kvaliteten, når prøvematerialet 

har været opbevaret på frost. i deres 
egne undersøgelser ser de ikke samme 
fald i Dna-udbytte pga. degradering 
som i andre publikationer. De finder 
derimod lavere a260/280- ratioer. De-
res a260/280-ratioer er mellem 1,1 
og 1,4, når fuldblodet har været frosset 
(-40° C, -80° C og -196° C) i en uge 
til en måned. Den øgede mængde pro-
tein i det oprensede Dna, som ratioer-
ne er udtryk for, giver problemer ved 
nogle af de analyser, som man har valgt 
at teste over for. Der er dog ingen pro-
blemer ved pCr. resultaterne er lidt 
overraskende, da man måske ville for-
vente, at en lysering af celler inden 
Dna-oprensning, ville hjælpe oprens-
ningen lidt på vej og give bedre resulta-
ter. 

Forfatterne af artiklen er da også 
opmærksomme på problemet, da det 
ikke er muligt for dem at overholde ret-
ningslinjerne, i modsætning til fx den 
norske biobank1, som har prioriteret lo-
gistikken meget højt. Deres konklusion 
er, at man må inkludere overvejelser om 
prøvehåndtering i selve valideringen af 
analyserne.

Det lyder jo alt sammen godt, men 
lidt modstridende i forbindelse med en 
biobank, hvor metoderne endnu ikke er 
klarlagte. Det ideelle ville selvfølgelig 
være at oprense på frisk fuldblod eller 
måske gemme forarbejdet fuldblod, 
hvilket giver de bedste resultater. man 
kunne også overveje, om det netop var 
deres anvendte oprensningsmetode, 
som giver dårlige resultater, når ud-
gangspunktet er frosne blodprøver.  

endelig er der også mulighed en low 
budget biobank med tørret blod på ’fil-
terpapir’. Det er en nem og billig løs-
ning, som imidlertid ikke giver mulighed 
for større mængder af Dna3, hvilket 
betyder, at man kan risikere at løbe tør 
for prøvemateriale. 

DNA & opbevaringsmedier
Den væske, som man vælger til at gen- ›››

Artiklen bygger på en afgangsopgave fra diplommodul i molekylær-
medicinsk laboratorieteknologi ved CVu Øresund, forår 2007
Vejleder: Tina stausholm nielsen
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opløse Dna i, har også betydning for 
kvalitet og holdbarhed. når det drejer 
sig om Dna, der skal bruges inden for 
kort tid, kan man sagtens genopløse (se 
faktaboks side 17) Dna i destilleret 
vand. Denne løsning anbefales dog ge-
nerelt ikke, da pH kan svinge og forår-
sage en degradering af Dna. en tris-
buffer er anbefalet, da den stabiliserer 
pH og leverer ioner til at stabilisere bin-
dingerne i Dna’s struktur1+2+3.

DNA & plastik
når oprensningen af fuldblod er færdig, 
skal der findes et opbevaringsformat til 
det oprensede Dna. mange faktorer 
indvirker på valget, og opbevaring af 
Dna i plastmateriale af typen polypro-
pylene kan ikke anbefales, da der kan 
ske tab og denaturering af Dna under 
opbevaringen5. Fabrikanter er ikke altid 
lige villige til at informere om den nøj-
agtige sammensætning af deres plast-
varer, og hvilken overfladebehandling 
de har brugt5. selvom fabrikanterne 
fortæller, at deres produkter er veleg-
nede til opbevaring af Dna, er det en 
god ide at teste plastvarerne ved vali-
dering og leverandørskift.

 Ud over problemet med plasttyper 
er der også et utal af systemer til op-
bevaring af Dna på markedet. en bio-
bank kan sagtens drives med manuelle 
opbevaringssystemer, hvor bioanalyti-
kere aliqouterer Dna ud i forskellige 
glas. Dette er dog noget af en arbejds-
belastning, og man indfører nogle 
ukendte variable mht. kontaminering og 
forbytning af prøver. en oplagt løsning 
er 96 (8*12 brønde) brønds mikrotiter-
plader, da mange automatiserede op-
rensningsmetoder bruger dette format. 
Hvis man kører batch af analyser, kan 
formatet være ganske o.k. man risikerer 
dog at kontaminere prøver og skade 
Dna ved gentagne optøninger1. 

Der eksisterer desuden løsninger, 
hvor det er muligt at arbejde i det ro-
botventlige 96-format og samtidig fi-

ske individuelle prøver ud (vha. robot 
eller manuelt)1. 

DNA & opbevaringstemperatur
Valget af temperaturen til opbevaring 
af oprenset Dna afhænger af formålet 
med Dna-oprensningen, og af hvor 
længe man påtænker at opbevare det. 

opbevarer man Dna i buffer, kan det 
holde i op til 2 måneder ved stuetem-
peratur og op til 12 måneder i køleskab 
(4° C). når temperaturen kommer un-
der nul grader, er Dna beskyttet mod 
nucleasers påvirkning, og holdbarheden 
ser ud til at øges til mindst 10 år (-80° 
C). erfaringerne med langtidsopbeva-
ring af Dna, oprenset med moderne 
metoder, er af naturlige grunde be-
grænsede3. enkelte anbefaler, at man 
ikke oprenser Dna, hvis primære formål 
er at indgå i en biobank, førend en stør-
re afprøvning har fundet sted3. samme 
artikel fastslår, at opbevaring af upro-
cesseret fuldblod går ud over kvalite-
ten. lidt af et dilemma!

nyere litteratur1+2 beretter dog om 
problemfri opbevaring af Dna ved såvel 
-20° C og -80° C. anbefalinger3 om 
ikke at lægge alle æggene i en kurv, 
altså gemme Dna i forskellige aliquoter 
ved forskellige temperaturer, lyder dog 
ganske fornuftig. 

Fremtiden afgøres nu
Der er mange faktorer, som skal tages 
hensyn til, når Dna-biobankerne holder 
deres indtog inden for det danske sund-
hedsvæsen. som beskrevet i artiklen, 
handler problematikken om meget an-
det end blot at tage en blodprøve, op-
rense Dna og nedfryse det. Det er af-
gørende for fremtidig forskning, at vi 
tager den hårde diskussion, som afkla-
rer, hvad vi kan, skal og vil!

såfremt forskerne og sygehusejerne 
beslutter sig til at satse på Dna-bio-
banker af den bedste kvalitet, kræver 
det tilførsel af store midler. pengene 
skal bruges til udstyr (robotter, fryse-

anlæg, kvalitetssikringsudstyr, edb-sy-
stemer mv.), lokaler og ikke mindst en 
organisation med mennesker, som har 
de rette kompetencer. Det skal samtidig 
påpeges, at en satsning på biobanker 
med lidt dårligere Dna-kvalitet heller 
ikke er spor billig, men en ganske brug-
bar løsning i mange sammenhænge. 

et større arbejde med afprøvninger, 
beskrivelser og procedurer (sops) for 
prøvetagning, prøvebehandling, Dna-
oprensning, Dna-opbevaring mv. ven-
ter forude. Det ville i den sammenhæng 
være naturligt at have ambitioner om at 
blive iso-certificeret, i lighed med den 
norske biobank1.

med det store arbejde, som skal 
lægges i processen, kommer man let til 
at spekulere på, om man ikke kunne ud-
nytte det kvalitetsmæssige arbejde i et 
bredere perspektiv. kunne faciliteterne i 
en stor biobankorganisation bruges til 
at lave central prøvebehandling, så for-
skere kunne aflevere prøver, fra udlan-
det eller eksterne projekter, til bioban-
ken og få Dna eller resultater retur? 
ideen er spændende, men ikke uproble-
matisk. ejerskabet til såvel resterende 
prøvemateriale, forskningsmidler, op-
renset Dna og resultater er blot nogle 
af de varme emner, som skal afgøres, 
før tanken kan blive til virkelighed. 

endelig er det også vigtigt at tænke på 
de mennesker/patienter, som sætter 
deres Dna i banken. De giver deres 
samtykke til indskuddet, men hvordan 
sikrer man sig, at de også får udbytte 
af resultaterne. Vil man fx give dem ad-
gang til resultater og tage behandlings-
mæssige konsekvenser, hvis fremtidens 
forskning placerer dem i en risikogrup-
pe? 

Der er nok at tage fat på, før banken 
åbner!

›››
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Figur 1: 
fotometrisk måling af rnA (og dnA)
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illustrationen (inspireret af kilde nummer 
8), viser 2 absorbanskurver (Kurverne 
er ikke målfaste og der er ikke angivet 
A260/280 og A260/230-ratioer) og med 
pile er der markeret de bølgelængder, hvor 
salte, opløsningsmidler (solvents) og prote-
iner har en indflydelse på kurvernes forløb. 
den røde kurve er meget tæt på idealkur-
ven. den har en meget flot top ved 260 nm 
og tilpas absorbans ved 230 og 260 nm. 
den sorte kurve er derimod ikke pæn. Top-
pen ved 260 nm er ikke så udtalt, og der er 
en tydelig stigning i området ved 230 nm, 
hvilket tyder på et forhøjet indhold af fx 
proteiner, salt eller opløsningsmidler.

dna-oprenSning
der eksisterer utallige metoder til dnA oprensning fra fuldblod, både kommercielle 
kits og hjemmelavede metoder. Traditionelt kan de klassificeres i fire traditionelle ka-
tegorier, alt efter hvad der anvendes for at binde/udfælde dnA: 
i: enzym 
ii:  enzym og organiske opløsningsmidler
iii: opløsningsmidler
iv:  fast fase (resin, Affinity geler, silica)
  uanset hvilken kategori den anvendte metode hører til, består oprensningen af 

5 trin:
1:   isolation af leukocytter eller lyse af erythrocytter (detergenter, salte)
2:  lyse af cellekerner (sodium dodecyl sulfat (sds), proteinase K)
3:   deproteinisering (dnA fældes vha. phenol, kloroform eller udsaltning)
4:  rensning af dnA (ethanol)
5. genopløsning af dnA 

Kilde: DNA extraction and stability for epidemiological studies3

biobanker
i 2004 blev det besluttet at lave 
en stor biobank på rigshospitalet. 
den skal indeholde blod fra samtlige 
45.000 patienter, som får taget 
blodprøver på rigshospitalet på 
årsbasis. i første omgang planlæg-
ges en model, hvor blodprøver fra 
alle patienterne nedfryses. dnA 
vil så blive oprenset, når forskere/ 
forskningsgrupper har behov for 
det. der er endnu ikke en fastsat en 
startdato10. 

biobanker er ikke et nyt fæno-
men. i årevis har man indsamlet 
prøvemateriale i forbindelse med 
populations- og sygdomsundersø-
gelser. Herlev-Østerbroundersø-
gelsen og pku-registeret på ssi er 
nogle af de mest kendte, men der 
eksisterer mange større eller mindre 
biobanker rundt om i det danske 
sundhedsvæsen. det nyskabende 
ved rigshospitalets biobank er, at 
man nedfryser materiale fra alle 
indlagte patienter, uanset diagnose 
og sygdomshistorie. dette giver 
nogle spændende perspektiver mht. 
optimering af patientbehandling, 
forskning og udvikling. den tværgå-
ende forskning vil blive styrket, og 
specialer, der ikke er så forsknings-
tunge, vil også kunne drage stor 
fordel af den. 

biobankerne reguleres af per-
sondataloven, lov om patienters 
rettigheder, lov om videnskabsetisk 
komite og af centralstyrelsesloven. i 
2003 oprettede sundhedsstyrelsen 
vævsanvendelsesregisteret. Her 
kan patienter lade sig registrere og 
angive, at eget væv (blodprøver, 
vævsprøver, celleskrab og opfor-
meret dnA) ikke må anvendes til 
andet end behandling af patienten 
selv. Vævet må dog godt bruges til 
kvalitetssikring og undervisning9.  

:
:

: :

dna

protein

SolventS,
Salt, 
protein

ordForklaring:
Aliquote Portion eller udportionering
DNA deoxyribonucleic Acid
RNA ribonucleic Acid
Polymerase enzym som bruges i for-
bindelse med kopiering af dnA
SOP standard operating Procedure
PCR Polymerase Chain reaction. den 
teknik som bruges til replikation af 
dnA
kb kilobaser. Altså hvor mange tusinde 
baser dnA strengen er
Biobank en struktureret samling af 
menneskeligt biologisk materiale, der 
er tilgængeligt efter bestemte krite-
rier, og hvor oplysninger, der forbundet 
med det biologiske materiale, kan hen-
føres til enkeltpersoner9.
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