Die Zukuntt der Routinediagnostik:
automatisiertes Next Generation Sequencing

WichtigeErkenntnisse

Besseres Verstandnis

der Herausforderungen

fur Labore bei der
Einflhrung von Next
Generation Sequencing
(NGS) als Routine-
Diagnostikum, insbesondere
bei der komplexen
Probenvorbereitung.

Uberlegen Sie, was die
Automatisierung bisher
bewirkt hat und wie ein neuer
Automatisierungsansatz, der
uber die simple Duplizierung
des manuellen Verfahrens
der Probenvorbereitung
hinausgeht, den gesamten
Arbeitsablauf im Labor
verbessern kann.
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Einleitung

Next Generation Sequencing (NGS) hat die Genomanalyse seit ihren Anfangen in den
1990er Jahren entscheidend verandert. In den letzten zehn Jahren sind die Kosten fir
die Sequenzierung um das 1000-Fache gesunken' und die Anzahl an Gentests ist auf
tber 75.000 (Abbildung 1A) fir mehr als 10.000 Veranderungen (u. a. Erkrankungen)
mit einer Abdeckung von tiber 18.000 Genen gestiegen (Abbildung 1B).? Die genetische
Sequenzierung bietet inzwischen die Grundlage fir absolute Spitzenforschung und
neuerdings auch fir eine innovative, personalisierte Diagnostik.
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Abbildung 1A: Steigende Anzahl an humangenetischen Untersuchungen, die von
Klinik- und Forschungslaboren angeboten werden (eingereicht von 2012 bis 2021
beim US-amerikanischen Gentestverzeichnis GTR (Genetic Testing Laboratory) in
allen globalen Regionen).
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Abbildung 1B: Anzahl der Verénderungen (inkl. Erkrankungen) und Gene, die in
Klinik- und Forschungslaboren untersucht und beim GTR von 2012 bis 2021 eingereicht
wurden. Dargestellt ist die Anzahl der registrierten Labore, die Gentests durchfiihren.
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Fokus auf dem Prozess

Abbildung 2 zeigt einen typischen NGS-Workflow. Dieser lasst
sich grob in drei Abschnitte einteilen: Nukleinsaureextraktion,
Library Preparation (LP) (mit oder ohne Target-Enrichment [TE])
sowie Sequenzierung und Analyse. An verschiedenen Stellen
des Arbeitsablaufes miissen zudem Qualitatskontroll- und
Quantifizierungsverfahren durchgefiihrt werden.
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Abbildung 2: Typische Schritte eines NGS-Workflows.

In vielen Forschungs- und Diagnoselaboren ist nach wie vor
manuelles Pipettieren die Standardvorgehensweise. Dies kann
nicht nur zu Engpassen bei der Anzahl der Proben fihren, die ein
Labor verarbeiten kann - die standige Pipettierbewegung kann
auBerdem zu Belastungsbeschwerden (RSI) flihren. Dies stellt

ein nicht selten beobachtetes Phanomen in vielen Laboren dar.?
Da ein manueller NGS-Workflow arbeitsintensiv, stéranfallig und
zeitaufwandig ist, kann sich dies sowohl auf das Wohlbefinden der
Mitarbeiter als auch auf die Zuverlassigkeit und Einheitlichkeit der
Ergebnisse auswirken.

Bei der Aufnahme neuer Verfahren oder Untersuchungen in den
Standardleistungskatalog des Diagnostiklabors werden diese
jedoch in der Regel entweder von eigens daflr vorgesehenen
Mitarbeitern durchgefiihrt (was eine groBe Belastung fiir die
erfahrenen manuellen Pipettierer darstellt) oder die Arbeitsschritte
bei der Handhabung von Flussigkeiten werden von einem Liquid-
Handling-System tibernommen. In manchen Fallen werden in diese
Robotersysteme noch weitere Prozesse integriert, beispielsweise
die temperaturgesteuerte Inkubation oder das Zentrifugieren.

Ein Liquid-Handling-System bietet generell eine Reihe von
Vorteilen:

« Weniger Verarbeitungsfehler

» Hohere Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Daten
und Ergebnisse
* Hoherer Durchsatz / effizientere Testung

* Freisetzung von Mitarbeiterkapazitat fir anspruchsvollere
Aufgaben
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Library
Preparation

Jeder der Abschnitte hat seine eigenen Herausforderungen, aber
hinsichtlich der Hindernisse fir die routineméBige Einfiihrung

der NGS in der Diagnostik stellt der komplexe, mehrstufige und
mehrtégige LP/TE-Workflow einen der groBten Problembereiche dar.
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* Mehr Sicherheit am Arbeitsplatz und weniger
Uberlastungsbeschwerden durch manuelles Pipettieren

* Niedrigere Laborgesamtkosten

In einer kirzlich erschienenen Verdffentlichung® wurden

die Auswirkungen der Laborautomatisierung in Chemie- und
Immunoassay-Laboren bewertet und fir die Untersuchung vier
Leistungskennzahlen festgelegt: mittlere Durchlaufzeit, 99.
Perzentil der Durchlaufzeit, Variationskoeffizient der Durchlaufzeit
und gewichteter Rohrchen-Touchpoint (Anzahl der manuellen
Eingriffe).

Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass durch den Einsatz von
Laborautomatisierung bei allen Leistungsparametern im Vergleich
zur Leistung vor der Automatisierung erhebliche Verbesserungen
erzielt werden konnten.

Wie in Abbildung 3 dargestellt, hat ein typischer NGS-Workflow
jedoch mehrere Touchpoints und nimmt mehrere Tage in
Anspruch. Neben dem repetitiven Charakter des Prozesses

sollte auch beachtet werden, dass es sich nicht nur um einen
komplexen Workflow handelt, bei dem ein entsprechendes
Management erforderlich ist, sondern dass auch das Labor vor der
Sequenzierung eine Qualitatskontrolle und eine Quantifizierung
des Ergebnisses durchfiihren muss, zum Beispiel durch Messung
der DNA-Ausbeute und Durchflihrung einer Fragmentanalyse.
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Abbildung 3: Uberblick iiber den Workflow fiir die Probenvorbereitung - ein mehrstufiger, mehrtigiger Prozess mit groBem

Automatisierungspotenzial.

Wie konnte also eine sinnvolle
Automatisierungslosung aussehen?

Wie bereits erwahnt, hangt die Gesamtqualitat der NGS Daten zu
einem groBen Teil von der Qualitét der Library Preparation und von
der Anreicherung der Zielregionen ab. AuBerdem wird deutlich, dass
die Herausforderungen, die der NGS-Workflow mit sich bringt, in
vielen Laboren einen erheblichen Bedarf an Prozessautomatisierung
hervorrufen. Aktuelle Untersuchungen mit Laborleitern* legen nahe,
dass die folgenden Hauptelemente in jedem neuen NGS-LP/TE
System enthalten sein sollten:

« Vollstandig integrierte Automatisierung - Quantifizierung der
Library Preparation und Target-Enrichment, Thermocycling
und Probenpooling

« Kein manuelles Pipettieren fiir Routineanwendungen

« Flexible Probenzahl pro Durchlauf

» Prazises Pipettieren aller Proben und Reagenzien

* Integrierte Sicherheitssysteme (z. B. Kollisionsschutz)

* Minimale Kreuzkontamination

Ganz oben auf der Wunschliste der Befragten steht eine echte
JWalk-Away“-Losung, bei der keine Eingriffe wahrend des Betriebs
und keine Offline-Schritte ndtig sind. Eine vollautomatisierte Losung
fur das Liquid-Handling in einem in sich geschlossenen System, das
nach dem Starten des Durchlaufs keine manuelle Uberwachung
oder Intervention mehr erfordert - so lauten die Wiinsche und
Anforderungen der Sequenzierungsbranche

*Untersuchung durchgefiihrt von Roche Sequencing Solutions
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Ein neues System

Die neueste automatisierte Liquid-Handling-Ldsung fir das NGS
fiihrt mehrtagige Protokolle ohne Unterbrechung aus. Damit hat

das Labor erstmals die Moglichkeit, eigene Arbeitsablaufe aktiv
umzugestalten, um beispielsweise die Probenanzahl zu erhchen, den
Labordurchsatz zu steigern, einen 24/7-Betrieb umzusetzen oder
den Probendurchlauf ganz ohne manuelle Eingriffe fiir einen Betrieb
wahrend der Nacht oder Uber das Wochenende zu programmieren.

Auf diese Weise lasst sich die Laborkapazitat um bis zu 128 Stunden
pro Woche erhohen (bei einem Acht-Stunden-Tag an finf Tagen

pro Woche). Eine NGS-Automatisierung dieser GréBenordnung
wirde dem Labor erhebliche Kostenvorteile verschaffen und die
Arbeitsbelastung des Laborpersonals wesentlich verandern. Bei
diesem vollautomatischen Liquid-Handling-System sind auch fir
Quantifizierung und Pooling keine manuellen Eingriffe nétig, was es
zu einer echten End-to-End-L&sung fir die Library Preparation und
Target-Enrichment macht.

Gute Aussichten

Bei der Nutzung der Vorteile von NGS in der Routinediagnostik
dirfte die Laborautomatisierung eine zunehmend wichtige Rolle
spielen und neue Denkanséatze, die Uber die reine Duplizierung
manueller Prozesse mithilfe eines Liquid-Handling-Systems
hinausgehen, kdnnen diese Entwicklung beschleunigen. Mit der
Einflihrung eines vollautomatischen Liquid-Handling-Systems
steht nun fiir den anspruchsvollsten Teil des Workflows erstmals
eine echte ,Walk-Away“-L&sung zur Verfligung.

Weitere Informationen zu Roche Sequencing finden Sie
unter https://sequencing.roche.com/en.html
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Das langfristige Engagement von Roche in der klinischen Diagnostik

Der klinische Nutzen des fiihrenden modularen Analysesystems Solutions nutzt nun die langjahrige Erfahrung des Unternehmens
cobas® von Roche hat sich jahrzehntelang in der Praxis bewahrt. in der klinischen Diagnostik zur Bereitstellung von Losungen zur

Als Innovationsfihrer hat Roche seinen Einsatz fir die Bereitstellung Effizienzsteigerung, Automatisierung und Optimierung von Prozessen
von Lésungen zur Optimierung der Leistung klinischer Labore auf des NGS.

der ganzen Welt unter Beweis gestellt. Unser Engagement zeigt sich
nicht zuletzt in unserer Zusammenarbeit mit fihrenden Klinikern zur
Entwicklung optimierter Diagnostikldsungen. Roche Sequencing

Wenn Sie mehr dariiber erfahren méchten, wie Roche Sie bei der Implementierung von NGS unterstiitzen kann,
besuchen Sie unsere Homepage unter https://sequencing.roche.com/en.html
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