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Historisk tilbageblik og
udvikling pa Afdeling
for Genomisk Medicin

Fra Denaturing High-performance Liquid
Chromatography og Sanger-sekventering
til genpaneler og helgenomsekventering.

fdeling for Genomisk Medicin har
A siden starten af artusindet arbejdet

med diagnostik inden for det moleky-
leergenetiske omrade. Afdelingens mission er
at forbedre patientbehandlingen ved at levere
ved at levere de bedste molekylaergenetiske
analyser til forebyggelse, tidlig intervention,
diagnose og behandling. Afdelingen i sin
nuveerende form blev etableret i 2011 og har
siden udviklet og implementeret ny teknologi
og dataanalysestruktur til gavn for de kliniske
miljger. Laboratoriet har gennemgaet et veeld
af automatiseringer af udstyr og metoder lige
siden. Dette ses i udviklingen inden for DNA/
RNA-oprensning, analysemetoder, bioinforma-
tiske pipelines og digitalisering af rekvirering
og svarafgivelse til rekvirerende afdelinger.

DNA-oprensning
DNA-oprensning fra blod var i starten en
manuel procedure, som blev automatiseret
fgrste gang i 2014. Indtil da blev det foretaget
manuelt primeert ved sgjleoprensning. Den
kontinuerlige stigning i proveantal medfgrte et
stort behov for at f3 oprensningen automatise-
ret, bade for at kunne handtere flere prgver og
for at hgjne kvaliteten. Dengang var kriterierne
for valg af oprensningsmetode et stort prove-
antal samtidig med hgj koncentration og rent
DNA-udbytte. Protokol til blodoprensning tog
fem timer og har veeret i brug indtil sidste ar,
dvs. en levetid pd neesten 10 ar. Med den robot
var det muligt at oprense 64 prgver dagligt.
Turn-around-tiden er til stadighed en vigtig
faktor ssmmen med de fprneevnte kriterier.
Inden for de sidste par ar var afdelingen derfor
ngdsaget til at finde en oprensningsmetode,
der kunne oprense flere prover pé kortere tid.
Afdelingen er endt med tre oprensningsrobot-
ter, hvor protokollen tager 1¥2 time, og som kan
oprense op til 288 prever om dagen samlet set,

hvilket er en veesentlig kapacitetspgning. Det
nye setup medfprer en hgpj grad af fleksibilitet
iforhold til akutte prgver, og de kan fungere
som backup for hinanden.

Analysemetoder

Tilbage i nullerne analyserede afdelingen
BRCA1- og BRCA2-generne, fire gener relateret
til tarmkreeft og andre gener. Da det er enormt
tidskreevende manuelt at Sanger-sekven-

tere 50-60 exons pr. patient, blev prgverne
forscreenet ved brug af Denaturing High-per-
formance Liquid Chromatography (dHPLC).
Her blev smeltekurven for hvert exon vurderet
iforhold til en kontrolkurve, som bestod af en
negativ kontrolprgve uden mutationer.

I de tilfzelde hvor smeltekurven lignede kon-
trolkurven, blev exon anset som negativt. L&
smeltekurven derimod anderledes end kontrol-
len, blev exons analyseret ved Sanger-sekven-
tering. Prgveopsaetningen til Sanger-sekvente-
ring kunne hurtigt blive meget kompliceret, da
forskellige exons fra hver patient blev analyse-
ret med specifikke primere. F4 patienter kunne
derfor resultere i mange prgver, der hver skulle
tilseettes forskellige reagenser og primere for
de forskellige exons.

Der er dog nogle ulemper ved Sanger-sekven-
tering, da den er meget ressourcekraevende
og kreever meget laboratorietid i forhold til
andre metoder. Risikoen for fejl er stor, nar der
skal tilseettes forskellige reagenser til forskel-
lige brgnde i en PCR-plade. Dette begraenser
antallet af patienter pr. opsaetning, hvilket
ikke er attraktivt, hvis man opererer med korte
svartider.

Svartiden pé et enkelt gen kunne variere fra
4 til 12 maneder. P4 grund af bade de preeana-
lytiske og analysetekniske faktorer var der
dengang flere prover, der fejlede undervejs.



FIGUR 1

Specifikationer som sekventeringstid, data-output og antal
reads for de forskellige sekventeringsinstrumenter med
udgangspunkt i sekventering med 2 x 150 bp. (3) (4) (5) (6).

MiSeq NextSeq 550
Flowcelle ............. 2 x 150 bp v3 Flowcelle.............. 2 x 150 bp
Mid-Output ........... 2 x 150 bp S4 Mid-Output............ 2 x 150 bp 25B
Sekventeringstid....... ~ 24 timer Sekventeringstid....... ~ 26 timer
Dataoutput ........... 51 Gb Dataoutput............ 39 Gb
Antalreads ........... 44-50 millioner Antalreads............ Op til 260 millioner
-
|
E i
N __:} = —
i e | X

NovaSeq 6000

Sekventeringstid ... ... ~ 44 timer
Dataoutput........... 3.000 Gb
Antalreads........... 20 milliarder

NovaSeq X Plus

Sekventeringstid . ... .. ~ 48 timer
Dataoutput........... ~ 8.000 Gb
Antalreads........... 52 milliarder
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Derfor skulle proverne analyseres igen, hvilket
resulterede i lange svartider og stgrre setup.
Problemer med kvaliteten ses ikke i dag, da de
er elimineret ved metodeudviklingen. Sanger-
sekventering anvendes dog stadig i nogle af de
tilfeelde, hvor mutationen, der gnskes under-
spgt, er kendt (1).

Det var en naturlig del af udviklingen at
anvende en platform til analyserne, hvor flere
specifikke gener blev sekventeret samtidigt i
et genpanel. Dette er muligt ved anvendelse
af Next Generation Sequencing (NGS). Pa den
made kunne hele genet, og i nogle tilfeelde flere
gener, analyseres ved samme DNA-forbere-
delse. Der var dog stadig tilfeelde, hvor samme
patient skulle have analyseret gener fra forskel-
lige genpaneler.

Der blev i 2012 udformet et genpanel med
fem forskellige brystkreeftrelaterede gener,
som blev sekventeret pd MiSeq fra Illumina.
Det var muligt at sekventere op til 24 prover
pa én MiSeqg-kersel. Med tiden blev der tilfgjet
flere gener og genpaneler, bl.a. med tarm-
kreeftrelaterede gener. Tilfpjelse af gener og
genpaneler resulterede i, at afdelingeniz2o019
havde mere end 140 forskellige gener fordelt pa
syv genpaneler. Genpanelanalysen tog 7 dage
med DNA-forberedelse og sekventering.

I forbindelse med stigning i antallet af
prover blev der i 2020 udarbejdet et nyt samlet
genpanel med 58 af de mest attraktive gener.
Det nye genpanel har resulteret i flere unikke
adapters, hvilket giver mulighed for at sekven-
tere flere prgver sammen. Yderligere kan alle
prover gennemga den samme DNA-forberedel-
se, og dermed skal hver prgve kun analyseres
én gang. Det nye genpanel sekventeres pa
NextSeq 550 fra lllumina, hvor der kan sekven-
teres 96 prover ad gangen. Flowet tager fem
dage inkl. sekventering, hvilket muligger en
svartid pa omkring fire uger.

Foruden genpanelerne begyndte Afdeling
for Genomisk Medicin i 2018 at udfpre helgen-
omsekventering. Det muligggr, at de fa prgver,
der skal analyseres for gener, der ikke leengere
er i genpanelerne, kan analyseres ved helgen-
omsekventering. Prisen for en helgenomse-
kventering var dengang omkring 15.000 kr,,
udelukkende for sekventering, hvilketi dag er
faldet til omkring en tredjedel (2).

12019 indgik Afdeling for Genomisk Medicin
et samarbejde med Nationalt Genom Center,
hvilket indebar sekventering af 30.000 helgen-
omer inden sommeren 2024. For at imgdekom-
me dette behov var det ngdvendigt at optimere
protokollen og ggre den skalerbar. Derfor blev
den manuelle DNA-forberedelse erstattet med
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en automatiseret protokol. Ydermere var det
ngdvendigt at anskaffe flere sekventeringsin-
strumenter. Afdeling for Genomisk Medicin
har i dag 3 MiSeq, 2 NextSeq 550, 4 NovaSeq
6000 og 1 NovaSeq X Plus.

Pa de to forskellige NovaSeg-platforme er
det muligt at sekventere to flowceller pa hvert
instrument ad gangen. P4 NovaSeq 6000 kan
der sekventeres 19 helgenomer, mens der pa
NovaSeq X Plus kan sekventeres 38 helgenomer
pa hver flowcelle. Til sammenligning vil der
1teorien kunne sekventeres mere end 8.000
genpaneler pa samme stgrrelse flowcelle som
19 helgenomer (3) (4).

Den store maengde data, der kommer ud ved
helgenomsekventering, ggr, at databehand-
lingen af og svarafgivelsen ved hver prove ta-
ger laengere tid. Selve laboratoriedelen kan dog
udfgres pé tre dage inkl. sekventering. Figur 1
viser sekventeringstid og datameengden for de
forskellige sekventeringsinstrumenter.

Kvalitet

Kvalitetsudvikling er vigtig for afdelingen,
hvilket resulterede i, at afdelingen blev akkre-
diteret i 2011. Det er derfor vigtigt hele tiden
at vurdere afvigere og sendre procedurerne
for at sikre den hgjeste kvalitet. Som en del af
det pgede fokus p4 kvalitet er flere af proce-
durerne i DNA-forberedelse til sekventering
overflyttet til robotter. Dette giver en markant
stgrre sikkerhed i forhold til preveombytning
og en mere ensartet kvalitet af DNA-
forberedelsen.

Afdelingens analysekoder er sat op séledes,
at der modtages to blodprgver pa hver patient,
prove A og B. Prove A anvendes til analyse og
ved fund af mutationer ved genpanelanaly-
sen, og prove B blev tidligere analyseret ved
Sanger-sekventering. P4 den made blev fundet
verificeret ved afdelingens tidligere standard,
samtidig med at det sikredes, at der ikke var
byttet rundt pa prgver. Senere blev fund af
mutationer verificeret ved at analysere prove B
ved samme analyse, udelukkende for at tjekke
at der ikke var sket prpveombytning.

12019 implementerede afdelingen et
Single-nukleotid ID assay. Her sekventeres f4
omrader af DNA fra prgve B, som efterfplgende
matches med samme omréder fra prove A.

Pa den méde sikres det, at bade prove A og B
stammer fra samme patient, og at der ikke er
sket en proveombytning ved provetagningen
eller i analysearbejdet. Denne kontrolanalyse
blev i starten kun anvendt ved helgenom-
sekventering, men anvendes i dag ogsé ved
genpanelerne.
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