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Next Generation Sequencing:

Tid til

opgaveglidning?

Introduktion

Next Generation Sequencing (NGS) er en
metode, der kan identificere reekkefplgen

af basepar i DNA. NGS anvendes bl.a. til at
identificere sygdomsrelaterede variationer i
basesammensaetning i patienters genomer
via sammenligning med en reference.I de
seneste ar er der sket en betydelig stigning i
antallet af NGS-baserede diagnostiske svar.
Det Nationale Genom Center har fx et mal om
at sekventere 60.000 helgenomer til udviklin-
gen af personlig medicin (1). Per dags dato er
godt 29.500 blevet sekventeret siden 2019 (1).
Udviklingen reflekterer en generel tendens i
sundhedsvaesenet, hvor en betydelig stigning i
antallet af NGS-baserede diagnostiske svar ses
fra bla. genetiske, patologiske, immunologiske
og mikrobiologiske afdelinger.

I en klassisk NGS-arbejdsgang er bioanaly-
tikere ansvarlige for alle laboratorierelaterede
trin, bioinformatikere for dataanalyse og
molekyleerbiologer/laeger for resultatfortolk-
ning (fig. 1). Vi vil i denne artikel argumentere
for, at bioanalytikere fremadrettet bgr og kan
varetage flere opgaver inden for NGS-data-
analyse og fortolkning. Derudover peger vi pa
nogle af de tiltag, vi mener er npdvendige, for
at bioanalytikere far de ngdvendige feerdighe-
der til dataanalyse og fortolkning.

NGS-arbejdsgangen
NGS-arbejdsgangen involverer typisk fem
nggletrin (fig. 2):

1) Prgvehéndtering

DNA/RNA isoleres fra en biologisk preve sdsom
celler eller veev. Der er flere metoder, men de
grundleeggende trin involverer typisk cellely-
sering efterfulgt af oprensning ved hjeelp af
teknikker sdsom “beads” eller sgjler.

2) Biblioteksdannelse

I dette trin fragmenteres DNA, og adaptere
ligeres til enderne af fragmenterne. Adapterne
muligger bla, at flere prover kan blandes (mul-
tiplexing) i den samme analysekgrsel.

3) Sekventering

De forberedte biblioteker overfgres til sekven-
teringsmaskinens flowcelle, hvor de bliver
parallelsekventeret. NGS-platforme bruger
forskellige sekventeringsteknologier til at
generere milliarder af korte DNA-sekvenser
kaldet “reads”. Den mest udbredte teknologi
er udviklet af lllumina, der bruger fluorokrom-
meerkede nukleotider. Hvert nukleotid har

sin egen unikke fluorokromfarve, der bliver
registreret i billeder.

4) Dataanalyse

En computer analyserer herefter billederne og
oversatter lyssignalerne til filer med reads.
Nér sekventeringen er fuldfgrt, behandles de
rd reads gennem en raekke bioinformatiske
analyser for at kortleegge dem til et reference-
genom og identificere genetiske variationer
ved at sammenligne de sekventerede data med
referencegenomet (variantkald).

5) Resultatfortolkning

De identificerede genetiske varianter er an-
noteret (forsynet) med information om deres
funktionelle betydning sdsom deres placering
i gener, potentielle indvirkning p& protein-
funktion, og om varianten er associeret med
forarsagelse af sygdom.

Kan NGS-arbejdsgangen optimeres?
Nér en sekventering er afsluttet, genereres der
automatisk kvalitetsrapporter (punkt 4). Ved
tvivlsspgrgsmaél spprger bioinformatikeren/
molekyleerbiologen/leegen ofte ind til bioana-
lytikerens arbejdsgang. For mange svar findes
nemlig i de fgrste tre trin i NGS-arbejdsgangen.
Hvis der for eksempel ikke er genereret nok
sekventeringsdata, kan bioanalytikeren hurtigt
vurdere, hvilke trin der kan/skal gentages:



Fig.1

Klassisk NGS-arbejdsgang

Oprensning

Bibliotek Sekventering

Bioanalytikere

Dataanalyse

Resultatfortolkning

Bioinformatikere 1
|
Molekylarebiologer
]
Laeger
- Analyse QC
Fig. 1

« Hvis alle prgver har sparsomme data, kan
det skyldes et problem med sekventerings-
maskinen. I disse tilfeelde kan bioanalytike-
ren resekventere prgverne (trin 3), hvis der er
mere biblioteksmateriale tilbage.

 Hvis det kun er en enkelt prove, der har
sparsomme data, kan det skyldes forkerte
adaptere. Hvis der er DNA tilbage, kan bio-
analytikeren lave et nyt bibliotek (trin 2) og
resekventere.

« For visse provetyper er sparsomme data
forventeligt. DNA fra formalinfikseret og pa-
raffinindstebt veev er fx ofte pdelagt (2, 3, 4).

« Multiplexing (trin 2) kan give problemer,
hvis de poolede prgver som udgangspunkt
ikke har samme DNA-koncentration (ikke
normaliseret pool). Det medfgrer en skeev
fordeling i meengden af data. Prover med hgj
DNA-koncentration genererer megen data,
og prever med lav DNA-koncentration gene-
rerer f4. [ disse tilfzelde kan bioanalytikeren
lave en ny pool, hvor koncentrationen af
DNA i de multiplexede prgver er mere ensar-
tet (normaliseret), inden der resekventeres.

I alle disse tilfeelde er meengden af provema-
teriale altid en begreensende faktor, og her er
det igen bioanalytikeren, der ved, hvor meget
materiale der er tilbage fra hvert trin.
Essentiel viden, som er npdvendig ved bade
fejlfinding og beslutninger, som fx hvorvidt der
skal resekventeres og i s fald fra hvilket trin
i NGS-arbejdsgangen, ligger altsd meget ofte
hos bicanalytikerne. De ved, hvilke preeanaly-
tiske faktorer der kan teenkes at have pavirket
proveresultaterne. Fx hvor meget DNA der var

oprenset, og hvor fragmenteret det var. Derfor
giver det god mening, at bioanalytikerne som
udgangspunkt inkluderes i afleesning og ana-
lysering af data (trin 4 og 5). Dette er et tiltag,
som ogsé optimerer arbejdsgangen og sparer
tid. Det er dog klart, at der findes mere kom-
plekse situationer, hvor det kreever en bioinfor-
matisk eller molekyleerbiologisk baggrund at
na frem til det rette svar.

Flaskehalsproblematikken

Ud over at det giver faglig mening, at bioana-
lytikere inkluderes i en stprre del af proces-
sen, impdekommer det ogsa udfordringen
med stigningen i antallet af NGS-baserede
provesvar (5, 6). Det danske sundhedsvaesens
pnske om udvikling af personlig medicin tager
fx udgangspunkt i karakteristik af den enkelte
borgers seerlige sammensaetning af gener, og
af Sundhedsministeriets nationale strategi for
personlig medicin (7) fremgar det bl.a.:

“Fokus for strategien er, at personlig medi-
cin skal komme patienterne til gode. I lpbet af
2021 vil den nationale infrastruktur blive taget
ibrug, og en reekke patientgrupper vil blive
tilbudt helgenomsekventering som en del af
patientbehandlingen. Det skal bidrage til bedre
diagnosticering og bedre behandling.”

Kombinationen af, at NGS benyttes til udvik-
ling af personlig medicin, og den generelle stig-
ning i antallet af NGS-baserede diagnostiske
svar medfgrer en flaskehalsproblematik (6, 8).
For at deemme op for problemstillingen vil det
vere en fordel at lade bioanalytikerne bidrage
til en hurtigere og mere optimeret arbejds-
gang. Den sidste kliniske fortolkning skal altid

Figuren illustrerer en klassisk
NGS-arbejdsgang, hvor bio-
analytikere er ansvarlige for
alle laboratorierelaterede trin,
bioinformatikere for data-
analyse og molekylaerbiologer/
laeger for resultatfortolkning.
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Fig.2
lllustration af NGS-arbejdsgangen
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De farvede bokse repraesen-
terer de fem overordnede trin:
bld boks: prevehandtering;
gren boks: biblioteksdannelse;
lysergd boks: sekventering,
herunder sekventeringens
individuelle trin 1) multiplexe-
de DNA- fragmenter binder til
flowcellen, 2) clusterdannelse,
3) sekventering med fluoro-
krom-maerkede nukleotider, 4)
fluorescenssignalerne og deres
placering pa flowcellen affoto-
graferes og gemmes som en
‘binary base call’-fil (BCL) hver
gang et nyt nukleotid bygges
pa DNA fragmenterne; orange
boks: dataanalyse; gra boks:
resultatfortolkning. For uddyb-
ning se i brgdteksten.
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ligge hos molekylzerbiologen/laegen, men ogsa
her kunne bioanalytikerne fx st& for de mindre
komplekse analysesvar eller udfpre forelpbige
resultatfortolkninger (screening) (9).

Vores budskab er klart: I et treengt sund-
hedsveesen sé lad bioanalytikerne lgfte den
indledende kvalitetssikring og fortolkning af
NGS-data, og lad bioinformatikere, moleky-
leerbiologer og leeger koncentrere sig om deres
kerneopgaver. I vores gjne vil alle vinde pa
dette. For nar ressourcerne i det diagnostiske
sundhedsvaesen benyttes relevant, stiger de
ansattes arbejdsgleede. @konomisk er det ogsa
mere rentabelt, og i sidste ende er det til gavn
for patienterne, der er i aktuel diagnostisk
udredning.

Sadan kan bioanalytikere blive veerdi-
fulde samarbejdspartnere

Men hvordan nar vi sa derhen? Hvordan

sikrer vi, at kvalitetsvurdering og fortolkning
af NGS-data bliver en del af bioanalytikernes
professionelle kompetencer, s& bioanalytikeren
bliver det naturlige valg, ndr opgaverne skal
fordeles mellem faggrupperne?

Opgaveglidning kan lykkes, hvis klinikken
pa nationalt plan tilbydes og kan finansiere
kompetencegivende diplomefteruddannelse,
og bioanalytikeruddannelserne udvikler sig
tilsvarende. Sidstnaevnte kreever, at skolernes
undervisere har et professionsrettet fokus
baseret pa teet samarbejde med praksis, som
lpbende udvikles og justeres i det faglige
indhold i relation til NGS-dataanalyse og
fortolkning. Afledt af dette bliver det naturligt
at spprge, hvor mange af landets bioanalytiker-
uddannelser der underviser i stoffet? Og hvad
der p.t. findes af relevante kompetencegivende
efteruddannelsesforlgb?

« Udvikling af bioanalytikeruddannelsen
12022 eksisterede en arbejdsgruppe, som pa
tveers af landets seks bioanalytikeruddannelser
arbejdede hen imod at udvikle et feelles valgfag
i personlig medicin. Desveerre kunne uddan-
nelseslederne ikke skaffe ressourcer til under-
stottelse af opgaven.

Et tilbud til alle landets studerende pa 7.
semester er valgfaget “Diagnostic Genomics”
(under Bioanalytisk udviklingsarbejde) udbudt




“I et treengt sundhedsvaesen sd lad
bioanalytikerne Igfte den indledende
kvalitetssikring og fortolkning af
NGS-data, og lad bioinformatikere,
molekylaerbiologer og leeger koncentrere
sig om deres kerneopgaver.”

Christina Kjeer og Filipe G. Vieira

af bioanalytikeruddannelsen i Kgbenhavn (10).
Det er et tougersforlpb ud af en samlet periode
pa seks ugers valgfrit forlgb. "Diagnostic Gen-
omics” er udviklet for at sikre, at de studerende
opndr en god forstéelse af, hvad dataanalyse-
opgaven og kvalitetssikring indebeerer, samt
datas kobling til praksis ud fra procedurer, som
anvendes til NGS. Derudover er sigtet, at de
studerende leerer nye fagtermer, som de kan
anvende i mgdet med andre faggrupper ude i
praksis. Det er vores ambition at veekke de stu-
derendes interesse for emnet, at udfordre deres
syn pa rammerne for deres egen profession, og
at skeerpe deres lyst til at arbejde med NGS og
ikke mindst kvalitetssikring og fortolkning af
data, nar de er feerdiguddannede.

« Udbud af efter- og videreuddannelse
Udbuddet af efter- og videreuddannelse pa
omradet er sparsomt. P4 Kgbenhavns Profes-
sionshgjskole udbydes diplomkurset “Mole-
kyleergenetiske data — handtering, kvalitets-
sikring og vurdering” (9). Kurset har til formal
at “styrke kompetencer til at indgé i et fagligt
og tveerfagligt samarbejde om handtering, kva-
litetssikring og vurdering af molekylergeneti-
ske data med henblik pa diagnostik og behand-
ling”. Da kurset kreever delvis fysisk fremmade,
udger geografien en udfordring for deltagelse.
Tilsvarende diplomuddannelser udbudt af lan-
dets gvrige uddannelsesinstitutioner er derfor

pnskveerdigt. Til efter- og videreuddannelse er
pkonomi dog en velkendt udfordring. Kurser
udvikles og udbydes kun, hvis de efterspgrges
af klinikken, og de enkelte afdelingers udfor-
dring med at finansiere medarbejderfraveer

og kursusgebyrer er en begreensende faktor.
Fonde kan spges til formalet, men anspgninger
koster tid og penge for afdelingerne, og bevil-
ling garanteres jo ikke.

« dbio

dbio’s udbudte kursus “Udvidet molekyleer-
biologi” (11) er delvis relevant, men med kun to
dages varighed vil kursisternes forstéelse og
mulighed for tilegnelse af egentlige kompeten-
cer veere begraenset. dbio bgr g forrest med at
varetage professionens interesser p4 omradet,
og her synes udvikling af et malrettet kursus at
veere et oplagt tiltag. At understgtte eksisteren-
de processer eller initiere og koordinere nye i
klinikken og pa uddannelsesomradet pa tveers
aflandet kunne veere et andet. Begge tiltag
kan i vores gjne understgtte dbio’s varetagelse
af professionens interesser i den regionale og
nationale politiske dialog p& omradet.

Som forleengelse af denne artikel planlegger
vi en opfglgende faglig artikel, hvori vi vil g& i
dybden med udvalgte eksempler pa kvalitets-
sikring og fortolkning af NGS-data.
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