Framtida rutindiagnostik:

kraver automatiserad NGS

Inledning
o . Next generation sequencing har varit avgérande fér omvandlingen av
Vlktlga lirdomar genomanalys sedan starten pa 1990-talet. Under de senaste tio &ren har

kostnaderna for sekvensering av hela genom sjunkit tusenfaltl. Antalet
genetiska tester har okat till mer &n 75 000 (figur 1A) fér cirka 10 000
sjukdomstillstand, vilket inkluderar éver 18 000 gener (figur 1B).2 Genetisk
sekvensering underlattar forskning och majliggor for precisionsdiagnostik och
individanpassad vard.

Forsta de utmaningar som stélls
pa laboratoriet vid utférande av
next generation sequencing (NGS)
som en rutindiagnostisk metod.

Tank pa dagens automationsgrad

och vikten av sparbarhet istéllet 90,000
foratt bara kopiera manuella 80,000

moment som automatiseras. Pa 70,000
s sétt kan vérde skapas for hela 60,000

laboratoriets arbetsflode. 50,000
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Figur 1A: Okande antal humana genetiska tester som erbjuds fran kliniska laboratorier
och forskningslaboratorier som skickats till GTR fran 2012-2021, i alla globala regioner.
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Figur 1B: Antal sjukdomstillstand (inklusive sjukdomar) och gener som testats
vid kliniska laboratorier och forskningslaboratorier och skickats till GTR
(Genetic Testing Registry) fran 2012-2021. Antal registrerade laboratorier som
utfor genetiska tester visas.
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Fokusera pa processen

Ett generellt NGS-arbetsflode visas i figur 2. Det kan delas upp
i tre delar - extraktion av nukleinsyror, bibliotekspreparation
(LP - Library Preparation) med eller utan anrikning av specifika
omraden (TE - Target Enrichment) samt sekvensering och
analys. Vid de olika stegen i arbetsflodet maste &ven moment for
kvalitetskontroll och kvantifiering utféras.

Det finns utmaningar i varje steg, men nar man Overvager
hinder fér rutinméassig anvdndning av NGS i diagnostik utgor
det komplexa arbetsflodet med flerstegs LP/TE i flera dagar en
av de svaraste utmaningarna. Detta medfor i sin tur att det ar
svart att bibehalla sparbarhet.
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Figur 2: Exempel pa stegen i ett NGS-arbetsflode.

Traditionellt har manuell pipettering varit standard i manga
forsknings- och diagnostiklaboratorier. Detta orsakar en flaskhals
i antalet prover som laboratoriet kan bearbeta, det &r ocksa viktigt
att notera att en upprepad pipetteringsrorelse ocksa kan leda till
belastningsskador (RSI - Repetitive Stress Injury). Detta ar en
vanlig férekomst hos laboratoriepersonal.3 Eftersom ett manuellt
NGS-arbetsflode ar arbetskravande, kansligt och tidskrédvande
kan det paverka bade personalens valbefinnande och resultatens
tillférlitlighet och reproducerbarhet. Nar metoderna flyttas fran
forskning till diagnostisk rutin och tester blir en del av laboratoriets
utbud, flyttas de vanligtvis antingen till en sérskild uppséttning
personal (med stor skicklighet pd manuell pipettering), eller
till att vétskehanteringsstegen i arbetsflodet dupliceras av en
pipetteringsrobot. | vissa fall integrerar dessa robotar dven andra
processer - till exempel temperaturkontrollerad inkubation, PCR
och koncentrationsmaétning.

En pipetteringsrobot kan ge en rad allmédnna férdelar, ndmligen:
= Farre manuella fel och battre spérbarhet

= Forbattrad reproducerbarhet och hogre tillforlitlighet till data och
resultat

= Mojliggor for 6kad kapacitet och battre resursplanering
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= Personalens tid frigors och skapar utrymme for att genomfora
mer vardefulla uppgifter

= En sékrare arbetsmiljé och minskad belastning av RSI-skador
som kan uppkomma vid manuell pipettering

= Sankta laboratoriekostnader

En nyligen publicerad rapport4 bedémde péverkan av
laboratorieautomatisering i kemi- och immunanalyslaboratorier
och utgick fran fyra nyckeltal (KPI - Key Performance Indicators)
for studien: genomsnittlig analystid, 99:e percentilens analystid,
koefficient for variation av analystid, viktat antal manuella
beroringar av provrér. Forfattarna drog slutsatsen att betydande
forbattringar kan uppnas for alla nyckeltal genom en okad
automationsgrad.

| figur 3 visas att ett typiskt NGS-arbetsflode har flera steg
i processen som tar flera dagar att slutféra. Arbetsflédet &r en
repetitiv process med manga steg som behdver hanteras, samt
att laboratoriet maste utféra kvalitetskontroller och kvantifiera
biblioteken - till exempel mé&ta koncentration och utféra
fragmentanalys - innan man fortsétter med sekvensering.
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Figur 3: Oversikt av arbetsflodet vid biblioteksprep - en flerstegsprocess som spanner éver flera dagar och

som gynnas av en 6kad automationsgrad och bibehallen sparbarhet.
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Sa hur kan ett automatiserat flode
se ut?

Den totala kvaliteten pd NGS-data ar till stor del beroende av
kvaliteten pa biblioteksprep och target enrichment. Det ar ocksa
tydligt att utmaningen som NGS-arbetsflédet utgér har gjort att
laboratorier har ett betydande behov av optimerade processer och
nyttjande av resurser.

Intervjuer med laboratoriechefer* visar pa vikten av att vélja ratt
prestanda och egenskaper for sitt LP/TE-system:

= Helt integrerad automatisering - for biblioteksprepp och
kvantifiering av anrikade gener, PCR och pooling av prover

= Ingen manuell pipettering vid rutinanvandning

= Flexibelt antal prover per kérning

= Noggrann pipettering av alla prover och reagenser
= Inbyggda sékerhetssystem (t.ex. skadeskydd)

= Minimerad korskontaminering

Det viktigaste, Overst pa oOnskelistan, fran de intervjuade &r
en praktisk 16sning utan behov av manuella atgarder under
koérningen. En helt automatiserad |6sning for vétskehantering,
levererad i ett fristdende system som inte kréver dvervakning eller
manuella atgarder nér en kdrning har startats

* Studien genomfordes av Roche Sequencing Solutions

Ett nytt system

Den senaste pipeteringsroboten for automatiserade NGS bibliotek
kor flerdagarsprotokoll utan avbrott, vilket gor att laboratoriet for
forsta gdngen har en mojlighet att férdndra sina arbetsmetoder.
Ett system som ger mojlighet att utdka laboratoriets kapacitet
genom att 6ka antalet prover, 6ka laboratoriets genomstréomning,
mojliggéra dygnet runt kérningar, eller schemaldgga kdrningar
over natten eller helgen - utan manuell hantering.

Detta tillvigagangssatt kan potentiellt o6ka ett laboratoriums
kapacitet med 128 timmar per vecka (forutsatt atta timmars
arbete per dag, fem dagar i veckan). NGS-automatisering av den
har skalan innebar betydande férdelar for laboratoriets kostnad,
liksom att laboratoriepersonalens arbetssatt och arbetsbelastning
férdndras i grunden.

Viktigt ar att kvantifiering och pooling ar en del av den
helautomatiserade processen, vilket kravs for att erbjuda
en heltdckande |6sning for biblioteksprepp, inklusive target
enrichment, for ett bibliotek redo for sekvensering.

Framtiden ar har

Automation pda laboratoriet spelar viktig roll nar det galler
att forverkliga NGS i rutindiagnostik. For forsta gangen ar
lanseringen av ett helt automatiserat system for biblioteksprepp
en verklighet. En l16sning som técker den mest utmanande delen
av arbetsflodet.

Mer information om Roche Sequencingsportfolj finns
pa webbplatsen https://diagnostics.roche.com
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Roches langsiktiga engagemang for klinisk diagnostik

Den kliniska anvéndbarheten av Roches ledande moduléra
analysserie, cobas®-systemen, har bevisats under artionden.
Som ledande inom innovation har Roche visat sitt engagemang
for att tillhandahalla l6sningar som forbéattrar prestandan hos
kliniska laboratorier 6ver hela véarlden.

Roches dtagande visas genom ett nara samarbete med sjukhus
och kliniska laboratorier, dar vi samarbetar med opinionsledare

inom flera omraden for att utveckla optimerade lésningar inom
diagnostik.

Roche Sequencing Solutions nyttjar féretagets historiska expertis
inom Klinisk diagnostik for att tillhandahalla I6sningar for att
Oka effektiviteten, mojliggora automatisering och effektivisera
processerna for next generation sequencing (NGS).

Mer information om hur vi kan hjilpa dig i din implementering av NGS finns pa

https://rochesequencingstore.com/
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