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Abstrakt  

T-cells akut lymfatisk leukemi (T-ALL) och T-cells lymfoblastlymfom (T-LBL) är närbesläktade blod-

cancerformer som orsakas av genetiska förändringar, exempelvis förändringar i genomets DNA-

metylering. För att kartlägga metyleringsmönster på Cytosin fosfat Guanin (CpG)-sites utförs 

metylerings-microarrayer. DNA från formalinfixerad och paraffininbäddad (FFPE) tumörvävnad är 

användbart i metyleringsstudier, men fragmentering av DNA i FFPE-vävnad kan försämra kvaliteten på 

resultaten av metyleringsarray. Syftet var att jämföra manuell och robotassisterad DNA-extraktions-

metod avseende kvalitet, fragmenteringsgrad med DNA Integrity Number (DIN) och kvantitet samt 

utvärdera arrayresultatets kvalitet avseende andel detekterade CpG-sites och jämförbarhet med tidigare 

analys av färskfrusen vävnad. Åtta FFPE-prover från T-LBL-patienter samlades in, DNA från snitt 

extraherades manuellt med QIAamp FFPE Advanced metod. DNA extraherades även robotassisterat 

med FormaPure XL Total metod. DNA koncentrationsbestämdes, fragmenteringsanalyserades samt 

kvalitetskontrollerades med realtids Polymerase Chain Reaction (qPCR) och bisulfitkonverterades 

innan det metyleringsanalyserades med MethylEPIC 2.0 microarray. Arraydata från FFPE- och 

färskfrusen vävnad från samma individer jämfördes. Extraktionsmetoderna gav jämförbart resultat i 

samtliga avseenden och DIN-värdena korrelerade med metyleringsanalysens kvalitet. CpG Island 

Methylator Phenotype (CIMP)-klassificeringen av proverna var jämförbara mellan extraktionsmetoder. 

Konklusionen var att ingen skillnad fanns mellan de undersökta DNA-extraktionsmetoderna samt att 

DNA från FFPE-lymfomvävnad uppvisade medelgod kvalitet i arrayresultat och kunde CIMP-

klassificeras jämförbart med DNA från färskfrusen vävnad.  
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Introduktion 
Två exempel på maligna hematopoetiska sjukdomar är de närbesläktade tillstånden T-cells 

lymfoblastlymfom (T-LBL) och T-cells akut lymfatisk leukemi (T-ALL). De karaktäriseras av en 

omfattande tillväxt av omogna T-lymfocyter som trycker undan de friska blodcellerna och ger symtom 

som påtaglig trötthet, infektionskänslighet och bensmärtor. Sjukdomarna har en överlappande 

sjukdomsbild, men särskiljes huvudsakligen av infiltrationsgrad av omogna T-lymfocyter i 

lymfvävnaden (1). Riskfaktorer inkluderar ärftlighet, strålning och andra faktorer som orsakar 

abnormiteter i cellens arvsmassa; deoxiribonukleinsyra (DNA) (2). Genetiska avvikelser exempelvis 

bristande balans i cellens epigenetiska reglering kopplas ofta till tidiga skeden i dessa sjukdomar (3).  

Epigenetisk reglering är en mekanism genom vilken vävnadsspecifik proteintranskription kan regleras 

i den eukaryota cellen utan att genomets nukleotidsekvens förändras. Den mest studerade typen av 

epigenetisk reglering är DNA-metylering, en reversibel process i vilken en metylgrupp fästs på 

nukleotiden cytosin, en av DNA-kedjans fyra byggstenar. Detta sker huvudsakligen i s.k. CpG-sites, där 

cytosin följs av guanin. Processen kan påverka hur hårt kromatin packas kring närliggande 

histonproteiner, vilket kan påverka tillgängligheten av DNA för transkription. Bristande balans mellan 

metylering och demetylering kan leda till över- eller undertranskription av viktiga gener, inklusive 

cellcykelreglerande gener med ohämmad celltillväxt och malignitet som följd (4). 

Vid kartläggning av metylering kan microarrayer av metyleringstyp användas, exempelvis Illuminas 

Infinum-serie, där antalet CpG-sites på arrayen generellt utökas med varje ny generation. Dessa arrayer 

hybridiserar prov-DNA till primers motsvarande olika relevanta CpG-sites i det mänskliga genomet. 

Genom singelbas-extension av hybridiserat DNA följt av fluorescerande inbindning kan metylerings-

status avgöras för individuella CpG-sites (5). Genomsnittlig metyleringsgrad på en specifik CpG-site i 

en lösning innehållande multipla kopior av samma genuppsättning benämns dess beta (β)-värde och 

sträcker sig mellan noll där ingen metylering detekteras till ett där samtliga analyserade CpG-sites är 

metylerade. Utvalda CpG-sites kan användas inom diagnostik för att exempelvis klassificera tumörer. 

För T-ALL och T-LBL har en panel bestående av 1099 CpG-sites, så kallad CpG Island Methylator 

Phenotype (CIMP)-panel identifierats som kan prediktera prognos (6). 

 

Inför metyleringsanalys behandlas DNA med bisulfitkonvertering (BSK) där nukleinsyran först 

denatureras från dubbel- till singelsträngad för att sedan behandlas med natriumbisulfit (NBS). Detta 

deaminerar icke metylerade cytosinmolekyler till uracilmolekyler och lämnar metylerade 

cytosinmolekyler oförändrade. En amplifiering byter sedan ut uracil mot tymin (7). Som regel är DNA 

från färsk vävnad eller blodceller att föredra vid metyleringsanalys, dock är fixerade och inbäddade 

vävnadsprover mer tillgängliga och är vid retrospektiva studier ofta den enda tillgängliga källan (8). Ett 

flertal metoder används för fixering och inbäddning av vävnad varav formalinfixering och 

paraffininbäddning (FFPE) är den överlägset vanligaste tack vare dess låga pris, höga tillgänglighet samt 

hanterbara slutprodukt med lång hållbarhet. Tillsats av formalinlösning i en vävnad orsakar 

korsbindning av proteiner och andra makromolekyler vilket inhiberar enzymaktivitet och stannar av 

den naturliga förruttnelseprocessen. Efter fixering bäddas vävnaden in i ett block av paraffin och snittas 
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mycket tunt, vanligtvis ca 3 – 5 µm för ljusmikroskopering av vävnadens strukturer och histologi (9). I 

DNA-extraktion genomgår FFPE-snitten i stället serier av kemiska behandlingar där paraffin avlägsnas, 

vävnadsproteiner och ribonukleinsyra (RNA) bryts ned och DNA extraheras. Processens slutliga steg 

kallas eluering och består oftast av en frigörelse av nukleinsyran från någon typ av medium där den varit 

uppbunden för att möjliggöra separation från andra komponenter. Mängden tillsatt elueringslösning 

har en direkt påverkan på den slutliga DNA-koncentrationen, då högre mängd resulterar i en lägre 

koncentration utvunnet DNA. Kommersiella kit finns för DNA- och eller RNA-extraktion från olika 

vävnadstyper, designade att genomföras manuellt och/eller med robot-assistans.  

 

DNA-molekylen anses generellt som stabil och kan extraheras från FFPE-vävnad även efter lång tids 

förvaring. Fixeringsprocessen skadar dock molekylen under förvaring, vilket resulterar i en 

fragmenterad nukleinsyra med potentiellt låg DNA-skörd (10). Formalin denaturerar DNA-molekylen 

genom att försvaga vätebindningar mellan de två DNA-strängarna samt genom att korslänka den med 

proteiner, vilket resulterar i ytterligare degradering (11). Beroende på vilken applikation nukleinsyran 

ska analyseras med ställs olika krav på dess kvalitet och kvantitet. Microarray-baserad 

metyleringsanalys kan påverkas negativt av fragmenterat DNA, främst eftersom analysen använder 

helgenom-amplifiering i ett förberedande steg, som försämras av en stor andel kortare DNA-segment 

(12). Genomiskt DNA extraherat från FFPE innehåller frekvent fragment med en längd kortare än 

300 baspar, vilket kan försvåra möjlighet till metyleringsanalys, men också applikationer som 

sekvensering eller Polymerase Chain Reaction (PCR) (13). För att utvärdera DNA-fragmentering kan 

Genomic DNA ScreenTape Assay användas, en elektrofores-baserad teknik där DNA-fragment 

separeras enligt storlek i en gel och nukleinsyran klassificeras enligt DNA Integrity Number (DIN) 

mellan 1,0 och 10,0. Högre DIN indikerar en lägre fragmentering av nukleinsyran. 

 

Faktorer som påverkar kvalitet och skörd på DNA extraherat från FFPE är många och kan generellt delas 

upp i pre-, intra- och postfixativa faktorer. Prefixativa faktorer rör hantering av vävnaden innan den 

placerats i formalinlösning, som tiden mellan utskärning och fixering, storlek på extraherad vävnad, och 

vävnadsskada in situ. Antalet kärnförsedda celler i vävnaden ger ytterligare variabilitet i skörd (14). 

Parafixativa faktorer är exempelvis val av fixeringslösning, pH och värme på denna samt graden av 

perfusion in i vävnad. De huvudsakliga förändringar nukleinsyran utsätts för under lagring i FFPE är 

tvärbindningar och fragmentering. Längre förvaringstid av inbäddad vävnad innan extraktion har också 

visats minska potentiell skörd av nukleinsyra (10). Postfixativa faktorer bär också vikt, exempelvis 

deparaffinering då rester av paraffin har visats inhibera analyser nedströms som PCR (15). För att 

optimera förutsättningar att FFPE-DNA ska användas framgångsrikt i metyleringsarray bör ett FFPE 

restaureringskit nyttjas. Dessa nyttjar blandningar av polymerasenzymer till att återställa små skador 

på DNA som saknade nukleotider eller små brytningar. Ett flertal olika protokoll finns för att extrahera 

FFPE-DNA som sedan kan användas i olika nedströms applikationer. Syftet var att jämföra manuell och 

robotassisterad DNA-extraktionsmetod avseende kvalitet, DIN och kvantitet samt utvärdera 

arrayresultatets kvalitet avseende andel detekterade CpG-sites och jämförbarhet med tidigare analys av 

färskfrusen vävnad. 
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Material och metoder 

Inbäddade tumörvävnadsprover 

Åtta FFPE-prover från T-LBL-patienter samlades in från biobanken vid Norrlands Universitetssjukhus 

(NUS) (Umeå, Sverige) i syfte att vara del av metodutveckling. Proverna valdes ut då DNA från 

patienters tumörvävnad i färskfruset (FF) format tidigare metyleringsanalyserats. FFPE-proverna 

bestod av sju lymfvävnadsprover varav en mellannålsbiopsi samt ett pleuraprov. Proverna hade vid 

insamling förvarats i medellängd 21 år med en range på 14 - 24 år. Vävnader inbäddade i paraffinblock 

mättes med linjal och måtten användes för att beräkna tvärsnittsyta samt vävnadsvolym i tagna snitt.  

 

Kontroller bestående av friska cell- och vävnadsprover  

Fyra icke maligna cell- och vävnadskontroller (CVK) användes då DNA från dessa förväntades uppvisa 

låg fragmentering. Dessa bestod av lymfnodvävnad, B-lymfocyter från germinalcenter i tonsill, CD3-

positiva lymfocyter samt CD34-positiva lymfocyter. 

 

DNA-extraktion från FFPE- och kontrollprover 

Fem snitt togs av varje FFPE-prov till manuell respektive robotassisterad extraktion, samtliga med en 

tjocklek på 10 µm. DNA extraherades manuellt med QIAamp DNA FFPE Advanced kit (Qiagen, Hilden, 

Tyskland) enligt tillverkarens instruktioner och eluerades i kitets medföljande natriumazid-, Tris- och 

EDTA (ATE)-buffert. Prover vars vävnadsvolym översteg 4 mm3 delades under initialt deparaffinerings-

steg upp i ett flertal separata extraktioner.  

 

Robotassisterad extraktion utfördes med FormaPure XL Total (Beckman Coulter, Brea, CA) i BioMek i5 

(Beckman Coulter) robot och eluerades i 10 mM trisbuffert. Extraktionen utfördes enligt tillverkarens 

protokoll med undantagen att deparaffinering förlängdes till 40 min och efterföljdes av 10 min 

nedkylning samt att den ordinarie lyseringsinkubationen på 80 °C i 5 min exkluderades. CVK-DNA 

extraherades manuellt med AllPrep DNA/RNA Mini kit (Qiagen) enligt tillverkarens instruktioner och 

eluerades i kitets medföljande elueringsbuffert (EB). FF-DNA hade extraherats med Nucleon BACC 

Genomic DNA extraction kit (Cytiva Life Sciences, Chicago, IL) enligt tillverkarens protokoll (16).  

  

Kvantitet – och kvalitetskontroller av DNA 

DNA koncentrationsbestämdes UV-spektrofotometriskt med Denovix DS-11 (DeNovix Inc, Wilmington, 

DE) vid 260 nm och fluorometriskt med Qubit dsDNA Broad Range Assay Kit i Qubit 3.0 (Invitrogen, 

Waltham, MA), båda enligt tillverkarnas protokoll. DNA koncentrationsbestämdes och fragment-

analyserades med Genomic DNA ScreenTape Assay i TapeStation 2200 (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA) enligt tillverkarens instruktioner. Mängd- och koncentrationsberäkningar för kommande 

analyser baserades på Qubit-koncentrationer. DNA kvalitetskontrollerades med realtids (q)-PCR med 

Infinium HD FFPE QC Assay (Illumina, San Diego, CA). Varje 20 µL reaktion innehöll 10 µL PowerTrack 

SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA), 2 µL QC Primer (Illumina) samt 4 µL 
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nukleasfritt H2O. Reaktioner innehöll antingen 4 µL kvalitetstemplat QCT spätt 1:100, 4 µL nukleasfritt 

H2O eller 4 µL DNA-prov spätt till 1 ng/µL. qPCR utfördes enligt tillverkarens protokoll i en MicroAmp 

Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems) i ett QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems) 

instrument. Amplifikation av DNA-prover jämfördes med QCT och Delta cycle threshold (∆Ct) 

beräknades genom att QCT-Ct subtraherades från varje prov-Ct. Prover med ∆Ct ≥ 5 exkluderades från 

vidare behandling och analys. 

 

Bisulfitkonvertering av DNA inför metyleringsarray 

500 samt 750 ng DNA per prov och extraktionsmetod genomgick BSK med EZ-96 DNA Methylation Kit 

(Deep-Well format) (Zymo Research, Irvine, CA). DNA från cellinje 1301 (ATCC, Manassas, VA) 

extraherat med AllPrep DNA/RNA Mini kit (Qiagen) konverterades samtidigt. Konvertering utfördes 

enligt tillverkarens protokoll, DNA eluerades i medföljande M-Elution Buffert och BSK 

kvalitetskontrollerades sedan med qPCR inriktad mot genen ALU-C4. Varje 25 µL reaktion innehöll 1X 

TaqMan Universal Master Mix II, no UNG (Applied Biosystems), 600 nM ALU-C4 forward primer med 

sekvensen 5´-GGTTAGGTATAGTGGTTTATATTTGTAATTTTAGTA-3´, 600 nM ALU-C4 reverse 

primer med sekvensen 5´-ATTAACTAAACTAATCTTAAACTCCTAACCTCA-3´, 200 nM prob samt 1 µL 

DNA-prov. ALU-C4 probens sekvens var 5´- 6FAM-CCTACCTTAACCTCCC-MGBNFQ-3´ där 6FAM 

agerade reporter och MGBNFQ agerade quencher. Passiv referens var karboxy-x-rodamin (ROX). En 

standardkurva späddes med bisulfitkonverterat DNA från celllinje 1301 i en tiofaldig spädningsserie 

med fem punkter från 50 ng till 0,005 ng. Negativa kontroller bestod av 20 ng obehandlat 1301-DNA 

samt nukleasfritt H2O. PCR-programmet var 95 C i 10 min, följt av fyrtio cykler av 95 C i 15 sek och 60 

C i 60 sek. Analysen utfördes i en MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems) i ett 

QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems) instrument. FFPE-prover genomgick sedan restaurering med 

Infinium HD FFPE Restore Protocol (Illumina) enligt tillverkarens instruktioner och eluerades sedan i 

10 µL nukleasfritt H2O.  

 

Metyleringsanalyser 

DNA från sex parade FFPE-prover extraherade med manuell respektive robotassisterad metod 

preparerades enligt tillverkarens protokoll för Infinium HD FFPE Assay (Illumina). DNA från fyra CVK-

prover preparerades enligt tillverkarens protokoll för Infinium HD Methylation Assay (Illumina). 

Samtliga prover hade genomgått BSK med 500 ng DNA förutom ett CVK-prov, där 750 ng användes. 

Samtliga prover hybridiserades på Infinium MethylationEpic 2.0 (Illumina) microarrayer och skanning 

genomfördes i HiScan (Illumina) instrument enligt tillverkarens instruktioner. FF-DNA hade 

metyleringsanalyserats år 2016 med HumanMethylation450 (Illumina) microarrayer. Rå metylerings-

data från microarrayer extraherades med GenomeStudio version 2011.1 (Illumina) och vidare analyser 

av arraydata genomfördes med R version 4.3.0 (R-project, Vienna, Österrike). 
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Kvalitetskontroll av metyleringsarray 

Arrayers kvalitet utvärderades med inbyggda kontroller. För att utesluta korskontaminering av prover 

utfördes också en Single Nucleotide Polymorphism (SNP)-analys inbyggd i array bestående av 65 SNP 

(17). SNP-signaturer på FFPE-, FF och CVK-prover jämfördes mellan manuell och robotextraktion samt 

mellan FFPE- och FF-vävnad.  

 

Andel saknade CpG-sites (AMCG) som arrayscanner ej kunde detektera beräknades som andel av det 

potentiella maxantalet för varje arraytyp med signifikansen α <0,01. CpG-sites lokaliserade på 

könskromosomer exkluderades för att utesluta könsbias. AMCG för FFPE-prover beräknades av 846232 

potentiella CpG-sites och AMCG för FF-prover av 473929 potentiella CpG-sites. β-värden fastställdes 

för samtliga metyleringsanalyserade prover på de 452453 detekterade CpG-sites som var gemensamma 

för MethylEPIC 2.0 och HumanMethylation450 microarrayer. 

 

CIMP-klassificering av FFPE- och FF-prover 

CIMP-klassificering utfördes på FFPE- och FF-prover med en CIMP-panel bestående av 1099 

förbestämda CpG-sites (6, 18). Prover med metylering på ≥40 % av CpG-sites i panel klassificerades 

CIMP-positiva, resterande prover klassificerades CIMP-negativa.  

 

Statistiska analyser 

Skillnader i kvalitetsmarkörer på DNA mellan manuell och robotassisterad FFPE-extraktion beräknades 

med Mann-Whitney U. Korrelationer mellan kvantifieringsmetoder samt kvalitetsmarkörer på DNA 

beräknades med Spearmans rangkorrelation. Båda dessa tester utfördes i Jamovi version 2.3.21 (The 

Jamovi Project, Sydney, Australien) med signifikansnivån α<0,05. Beräkningar av korrelation mellan 

SNP-signaturer beräknade med Pearsons korrelationstest samt räkning av andel saknade CpG-sites 

utfördes båda i R (R-project) med signifikansnivån α<0,01. 

Etiska överväganden 

Denna studie är en del i en klinisk metodoptimering för metyleringsarrayanalys av FFPE-vävnad inför 

etablering av metyleringsanalys i kliniskt bruk och kräver inte prövning i etikprövningsnämnden. Inga 

kliniska uppföljningsdata utvärderas i denna studie och patienters identitet och sjukdomshistorik var 

avidentifierad. Etiskt tillstånd finns dock för forskningsprojektet där de färskfrusna DNA-proverna 

tidigare analyserats från Etikprövningsnämnden i Uppsala diarienummer 2014/233 (2014-12-22), samt 

Etikprövningsnämnden i Umeå diarienummer 2012-106-31M (2012-05-08). 
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Resultat 

Mätning av vävnadsvolym i tagna FFPE-snitt 

För att fastställa vävnadsvolym på FFPE-prover mättes tvärsnittsytan och volym beräknades. 

Vävnadsvolymer hade en range på 0,85 – 14,6 mm3. Tvärsnittsyta på mellannålsprov kunde ej fastställas 

då omätbar vävnadsmängd kvarstod i blocket, till följd kunde ej heller DNA per mm3 för denna vävnad 

beräknas. 

 

Kvalitetsanalys av extraherat DNA 

Kvantitet och kvalitet på extraherat DNA mättes och jämfördes mellan manuella och robotassisterade 

extraktionsmetoder. Inga skillnader fanns mellan manuell och robotextration i uppmätta kvalitets-

markörer och samtliga prover med undantag för mellanålsprovet uppvisade renhet i enlighet med 

etablerade riktlinjer för DNA (Tab. 1). Förutom mellannålsprovet gav samtliga FFPE-prover en 

tillräcklig totalmängd DNA för att genomföra BSK. Koncentrationsmätningar av DNA från FFPE- och 

CVK-prover uppvisade stark positiv korrelation mellan Qubit, TapeStation och Denovix (Fig. 1). 

Denovix-mätningar uppvisade konsekvent högre DNA-koncentrationer än resterande mätmetoder med 

en maximal skillnad på ca 6,8 gånger mellan mätmetoder. Samtliga FFPE-prover uppvisade ett DIN-

värde ≤4,4 medan CVK-prover uppvisade värden ≥8,6. En PCR-baserad FFPE QC kvalitetsutvärdering 

utfördes av samtliga DNA-prover, där två prover uppvisade ∆Ct ≥ 5. DIN korrelerade starkt negativt 

med ∆Ct (Fig. 2A). Efter BSK utfördes en kvalitetskontroll med ALU qPCR där BSK-DNA bedömdes 

utifrån huruvida prover uppvisade amplifikation i ALU qPCR, de två ingående DNA-mängderna i BSK 

bedömdes också enligt uppvisat Ct-värde i ALU qPCR. Samtliga konverterade DNA-prover uppvisade 

amplifikation efter BSK och skillnader mellan 750 och 500 ng BSK-ingångsmängd var mellan -3,48 och 

1,23 Ct. Skillnaden i Ct-värden mellan BSK-ingångsmängder 750 och 500 ng DNA var liten och de prover 

som konverterats med 500 ng DNA utvaldes för DNA-restaurering följt av metyleringsanalys.  

 

Kvalitetsanalys av metyleringsarray 

För att utesluta korskontaminering av DNA-prover utfördes en SNP-analys inbyggd i array bestående 

av 65 SNP. Samtliga prover uppvisade en överensstämmelse på 1,0 i SNP-signatur mellan extraktions-

metod och vävnadstyp med undantag för proverna 2R och 2FF som båda var något lägre (Fig. 3). För 

att undersöka täckningen av detekterade CpG-sites för de olika extraktionsmetoderna beräknades 

andelen saknade CpG-sites av maxantal (AMGC). FFPE-prover uppvisade AMCG ≤0,29 % utom en 

vävnad som uppvisade en AMCG på 4,82 samt 6,10 % för manuell respektive robotextraktion. FF-prover 

uppvisade samtliga AMCG mellan 0,04 - 0,20 % och CVK-prover uppvisade AMCG mellan 0,02 och 

0,03 % (Tab. 2). AMCG korrelerade också starkt negativt med DIN (Fig. 2B). β-värden sammanställdes 

på samtliga detekterade CpG-sites gemensamma för MethylEPIC 2.0 och HumanMethylation450, där 

samtliga FFPE-prover uppvisade en avvikande densitet av β-värden jämfört med motsvarande FF-

prover. Båda extraktionsmetoder uppvisade liknande fördelning av β-värden (Fig. 4). 
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CIMP-klassificering av FFPE- och FF-prover 

CIMP-klassificering av 1099 förbestämda CpG-sites utfördes på samtliga prover. CIMP-klassificering 

överensstämde mellan alla prover utom ett för de olika extraktionsmetoderna och vävnadstyperna. Det 

avvikande provet överensstämde mellan extraktionsmetoder men klassificerades som CIMP-positivt i 

färskfruset format och CIMP-negativt i FFPE-prover. FFPE-prover uppvisade generellt något lägre 

CIMP-metylerings procent än färskfrusen vävnad (Tab. 2).  
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Diskussion 

En avvikande balans av metylering och demetylering i celler har sammankopplats med tidiga skeden i 

maligna tumörsjukdomar (19). Kartläggning av cellens metyleringsmönster med exempelvis 

metyleringsarrayer kan användas som riskgruppstratifierare och urvalskriterie för behandling av olika 

cancersjukdomar (20). FFPE-vävnad genereras ofta vid diagnos men DNA extraherad från denna är ofta 

väldigt fragmenterad. Ett viktigt steg i hybridisering av DNA-prover på Illumina metyleringsarrayer är 

ett genomtäckande amplifieringssteg. Detta kräver långa gensegment och ger bortfall i arrayens 

täckning när ursprungligt DNA är fragmenterat (12). 

  

Syftet med detta projekt var att utvärdera extraktionsmetoder för DNA från FFPE-lymfomvävnad till 

arraybaserad metyleringsforskning för att se huruvida robotassisterad extraktion gav likvärdigt resultat 

som ett manuellt kit. Mängden DNA som teoretiskt kan extraheras från vävnad beror i första hand på 

mängden kärnbärande celler i vävnaden, och tenderar att öka med vävnadsvolymen (14). Volymen 

FFPE-vävnad som ingått i varje extraktion fastställdes. En uppenbar diskrepans noterades mellan 

tvärsnittsyta på diagnostik-glas och kvarstående inbäddad vävnad, mått på inbäddade vävnadsbitar 

bedömdes mest representativa. Mått på mellannålsprovet kunde ej med säkerhet fastställas, då en 

knappt mätbar mängd vävnad kvarstod i paraffinet. Att uttala sig om DNA-koncentration per 

vävnadsenhet var därför omöjligt för denna vävnad. Dock belystes en svaghet här, att inbäddad FFPE-

vävnad ej nödvändigtvis bibehöll samma tvärsnittsyta på alla höjdnivåer i blocket, och DNA-innehåll i 

tagna snitt kunde variera därefter. 

 

Koncentrationer och fragmenteringsgrad mätt i DIN fastställdes för samtliga prover. 

Koncentrationsbestämning korrelerade väl mellan alla metoder vilket indikerar god reproducerbarhet. 

Mätningar med Denovix DS-11 uppvisade dock konsistent högre koncentrationer på FFPE-DNA än 

Qubit eller TapeStation, vilket överensstämmer med tidigare studier där spektrofotometriska 

mätmetoder uppvisade högre koncentrationer än fluorometriska (21). Dokumentation till QIAamp DNA 

FFPE Advanced beskriver att UV-baserade mätmetoder kan uppvisa högre mätvärden än 

fluorometriska, särskilt i prov med omfattande fragmentering, vilket ytterligare styrker detta (22). CVK-

DNA uppvisade också en annorlunda korrelationtrend jämfört med FFPE-DNA, vilket kan indikera att 

fragmentering orsakade diskrepansen mellan mätmetoder, även om det bör beaktas att CVK hade en 

mycket liten datasats. Att låg renhet orsakade detta var mindre troligt, då samtliga prover utöver 

mellannålsprov uppvisade god renhet samt att Qubit och TapeStation båda var specifika för 

dubbelsträngat DNA. Vidare inkluderade båda extraktionsmetoder ett RNAse-steg, vilket talar mot 

kontamination av prover med RNA (22, 23).  

 

Uppmätta DIN-värden och därmed fragmentering av DNA visade en tydlig korrelation med 

kvalitetsmarkörerna ∆Ct och AMCG. Prover med ett lågt DIN uppvisade ett högt ∆Ct vilket indikerar att 

DNA har brott i de sekvenser PCR avser att amplifiera. Prover med högt DIN uppvisade lågt AMCG och 

fler detekterade CpG-sites i metyleringsanalys. Eftersom TapeStation-undersökning av DNA genererade 

både DIN och koncentrationsbestämning kan framtida studier undersöka huruvida FFPE QC Assay och 

Qubit kan ersättas med ett TapeStation-steg, vilket kan spara tid och resurser. BSK genomfördes med 
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500 respektive 750 ng ingående DNA av varje prov och följdes upp med ALU qPCR som 

kvalitetskontroll. I denna analys uppvisade de två olika DNA-mängderna i flera fall liknande Ct-värden, 

vilket kan indikera mättad eller ofullständig konvertering av den högre DNA-mängden. I framtiden är 

det rimligt att använda protokollets rekommenderade DNA-mängd på 200 – 500 ng (24).  

 

Efter BSK genomfördes metyleringsarray med MethylEPIC 2.0 microarray, vilken genererade prov-

specifika data som kunde kvalitetsbedömas. För att utesluta korskontaminering genomfördes först en 

SNP-analys inbyggd i array bestående av 65 SNP (17). SNP-signaturer uppvisade hög likhet mellan 

FFPE- och FF-prover vilket indikerade att studien genomförts utan korskontaminering av DNA samt att 

prover bibehöll identifierbar kvalitet oavsett extraktions- eller vävnadstyp. DNA från vävnad nummer 2 

uppvisade något lägre likhet i signatur än resterande prover och uppvisade också lägre AMCG än andra 

prov. DNA från FFPE-prov 3 och 4 uppvisade samma SNP-signatur eftersom de hade ursprung i samma 

patient. Prover bedömdes enligt den täckning av möjliga CpG-sites de kunde uppvisa. DNA från ett av 

FFPE-vävnaderna uppvisade lägre AMCG än resterande vävnader vilket var väntat då DNA från denna 

vävnad uppvisat lågt DIN samt medelhögt ∆Ct i FFPE QC assay och var starkt fragmenterat. Utöver 

detta uppvisade FFPE-DNA en högre AMCG än FF-DNA, dock med små skillnader som låg mellan -0,03 

och 0,25 %. CVK-DNA uppvisade lägst AMCG av alla prover, där samtliga saknade ≤0,03 % av CpG-

sites. Detta var väntat då DNA från färska celler och vävnader ej förväntas uppvisa signifikant 

fragmentering (25). FF-, FFPE- och CVK-prover uppvisade generellt olika fördelningar av β-värden, 

men fördelningar var liknande för FFPE-vävnad mellan manuell- och robotextraktion.  

 

En CIMP-panel bestående av 1099 förbestämda CpG-sites utfördes på provernas metyleringsdata där 

metylering på ≥ 40 % av panelens CpG-sites gav CIMP-positiv klassificering (6, 18). CIMP-panel 

resulterade i samma klassificering av prover oavsett extraktionsmetod eller vävnadstyp med undantag 

för prov nummer 8. Detta var av stor vikt i denna studie då analys av FFPE-prover i framtiden avser 

involvera CIMP-klassificering som prognostisk markör vid malign hematolog diagnos. Jämförbar 

CIMP-klassificering mellan extraktionsmetoder styrker också ytterligare resultatet att båda metoder 

levererar DNA av jämförbar kvalitet. I framtiden kan andra aspekter av DNA-extraktion med dessa 

metoder till metyleringsarray undersökas vidare. Ett exempel är provmängd till extraktion, då en 

majoritet av proverna resulterade i mer än tillräcklig totalmängd DNA för att genomföra metylerings-

array. Exakt vävnadsmängd som krävs är svårsagt utan vävnadens cellkoncentration, men i framtida 

försök kan tunnare alternativt ett färre antal snitt undersökas. För att kunna uttala sig om statistiska 

samband i denna studie skulle antalet prov behövt vara högre, men resultat ger en indikation och kan 

lägga grunden för vidare studier.  

 

Sammanfattningsvis utreddes kvalitet och kvantitet på extraherat DNA grundligt med avseende på ett 

flertal kvalitetsmarkörer. Genom att genomföra en metyleringarray och jämföra med resultat av tidigare 

array med samma DNA kunde en grundlig jämförelse göras. DNA från fyra färska cell- och vävnads-

prover genomgick koncentrationbestämning, FFPE QC Assay, BSK samt metyleringsanalys jämte 

FFPE-DNA och användes som kontroller. Då dessa prover uteslutande uppvisade goda resultat ger det 

stöd att berörda protokoll var effektiva och att analyser genomförts korrekt. Inga skillnader kunde hittas 

mellan FFPE-DNA avseende extraktionsmetod och FFPE-DNA uppvisade medelgod täckning av CpG-
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sites i metyleringsarray. Då inga skillnader påvisades mellan extraktionsmetoder i de uppmätta 

kvalitetsmarkörerna, finns frihet att i framtiden välja mellan dessa DNA-extraktionsmetoder. 

Konklusionen var att ingen skillnad fanns mellan undersökta DNA-extraktionsmetoder samt att DNA 

från FFPE-lymfomvävnad uppvisade medelgod kvalitet i arrayresultat och kunde CIMP-klassificeras 

jämförbart med DNA från färskfrusen vävnad.  
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Tabell 1. Beskrivande statistik av uppmätta kvalitetsmarkörer på DNA extraherat från FFPE-vävnad och friska cell- och vävnadskontroller (CVK)-prover 

bestående av lymfnodvävnad, B-celler från tonsill, CD3-positiva lymfocyter samt CD34-positiva lymfocyter. 

 QIAamp DNA FFPE Advanced kit  FormaPure XL total kit   CVK-prover  

Markör median (range) n  median (range) n pb  median (range) n 

DIN 2,6 (1 – 3,7) 9  3,5 (1 – 4,4) 7 0,336  9,3 (8,6 – 9,6) 4 

A260/A280-kvot 1,9 (1,74 – 1,93) 9  1,9 (1,77 – 2,86) 8 1  1,9 (1,8 – 1,9) 4 

A260/A230-kvot 2,1 (1,18 – 2,23) 9  2,1 (-2,72 – 2,22) 8 0,335  1,8 (1,1 – 2,2) 4 

FFPE QC (∆Ct) 1,2 (0,2 – 5,6) 8  1,5 (0,4 – 6,0) 8 0,958  0,0 (0,0 – 0,0) 4 

Totalmängd DNAa (ng) 11400 (168 – 52272) 8  10380 (28,1 – 61200)  8 0,962  4740 (2040 - 23640) 4 

DNA per mm3 vävnada (ng) 3850 (1154 – 13412) 7  4440 (869 – 11003) 7 0,805     

 

a) Beräknade från Qubit-koncentrationer. Två prover beräknades som teoretisk maximal skörd av sammanlagda subprover, då vävnadsvolym översteg metods 

rekommenderade maximum.  

b) Skillnad i kvalitetsmarkörer mellan QIAamp och FormaPure beräknad med Mann-Whitney U. 
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Tabell 2. AMCG-, DIN- och CIMP-värden uppmätta på extraherat DNA uppdelade på extraktionsmetod 

och vävnadstyp. DIN-värden uppmätta med Genomic DNA ScreenTape Assay i TapeStation 2200. 

Färskfrusen vävnad (FF)-data kom från HumanMethylation450, övrig från MethylEPIC 2.0. CpG-sites 

på könskromosomer exkluderades.  

  Prov 2 Prov 3 Prov 4 Prov 6 Prov 7 Prov 8 CVKa 

A
M

C
G

  
(%

) 

QIAamp 4,82 0,12 0,16 0,29 0,17 0,19  

FormaPure 6,10 0,08 0,10 0,17 0,23 0,08  

FF 0,05 0,04 0,05 0,04 0,20 0,08  

CVK       0,02 – 0,03 

         

D
IN

 QIAamp 1,0 3,3 3,7 2,6 3,5 3,4  

FormaPure 1,0 3,7 4,2 2,8 3,5 4,4  

         

C
IM

P
  

(%
) 

QIAamp 75,3 7,7 4,5 97,8 1,0 34,0  

FormaPure 73,5 6,8 3,6 97,6 1,0 32,8  

FF 83,3 11,3 12,3 98,4 2,3 49,2  

         

C
IM

P
  

(+
/-

)b
 QIAamp + - - + - -  

FormaPure + - - + - -  

FF + - - + - +  

 

a) DNA från friska cell- och vävnadskontroller (CVK) bestående av lymfnodvävnad, B-celler tonsill, 

CD3-positiva lymfocyter samt CD34-positiva lymfocyter.  

b) Metylering på ≥40% av CpG-sites i CIMP-panel resulterade i positivt (+), <40% i negativt (-).  
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Figur 1. DNA-koncentrationer uppmätta på 17 FFPE-prover och fyra friska cell- och vävnadskontroller 

(CVK) med Genomic DNA ScreenTape Assay i TapeStation 2200, Qubit 3.0 och Denovix DS-11 i plottat 

enligt A) TapeStation mot Qubit. B) Denovix mot Qubit. C) TapeStation mot Denovix. Trendlinjer 

representerar samtliga datapunkter i respektive delfigur.  
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Figur 2. Fragmenteringsgrad av DNA (DIN) från FFPE- och cell- och vävnadskontroller (CVK) plottat 

mot A) ∆Ct uppmätt i Illumina HD FFPE QC Assay och B) Andel detekterade CpG-sites (AMCG) i 

MethylEPIC 2.0 metyleringsarray. Robot representerar DNA extraherat i robot med FormaPure, 

Manuell representerar DNA extraherat manuellt med QIAamp. Trendlinjer representerar samtliga 

datapunkter i respektive delfigur.  
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Figur 3. Värmekarta uppvisande korrelation av SNP-signatur mellan DNA från FFPE-, FF- och CVK-

prover, baserade på 65 SNP inbyggda i array. Prover med R representerar DNA extraherat 

robotassisterat med FormaPure, M representerar DNA extraherat manuellt med QIAamp och FF 

representerar DNA från färskfrusen vävnad. FF-data från microarray HumanMethylation450, övriga 

från MethylEPIC 2.0. Korrelationer mellan signaturer beräknade med Pearsons korrelationstest.  
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Figur 4. Genomsnittliga metyleringsvärden (β-värden) för samtliga gemensamma CpG-sites på 

microarrayerna MethylEPIC 2.0 och HumanMethylation450, uppmätta i DNA extraherat från CVK- 

och FF-vävnad samt FFPE-vävnad uppdelade i manuella extraktionsmetoden QIAamp och 

robotassisterade metoden FormaPure. n = 452 453 CpG-sites. 


