SFMG rekommendationer

NGS — Teknisk vagledning

Anvandningen av storskalig sekvensering med andra och tredje generationens instrument (s.k. NGS,
next-generation sequencing alternativt MPS, massivt parallell sekvensering) i klinisk drift skiljer sig
inte principiellt fran andra sekvenseringstekniker, sdsom Sangersekvensering. Vid anvandandet av
NGS/MPS finns det dock fler tekniska aspekter som ska beaktas. Nya metoder och uppdateringar
lanseras ofta. Validering och verifiering av metoder som anvands inom det svenska
ackrediteringsforfarandet ger ett fullgott stod for att sdkerstalla god klinisk kvalitet. Det ar viktigt att
beakta att hela kedjan, fran DNA-preparation till bioinformatisk behandling paverkar resultatet - det
beslutsunderlag som ges for variantbedomning. En validering tar hdnsyn till alla steg, inklusive
exempelvis instrument, biblioteksberedning, anrikningsreagens, sekvenseringsreagens, programvara
for bas- och variantbestamning och val av referensgenom for sekvensinpassning.

ORDLISTA

basbestamning, eng. base call, att bioinformatiskt avgora vilken bassekvens som genererar radata.
Aven “basavrop”.

bibliotek, eng. library, — flera olika molekyler prov-DNA sénderdelat i lagom fragment, forsedda med
for sekvensering nédvandiga artificiella oligonukleotider.

biblioteksberedning, eng. library preparation. Att fardigstilla ett bibliotek fran prov-DNA. Aven
"bibliotekspreparation”.

demultiplexning, eng. demultiplexing, bioinformatiskt avkodande av molekylar kod som biblioteket
forsetts med och utskiljande av vilka lasningar i en kdrning som hor till vilket bibliotek.

infangning, eng. capture, biokemisk/fysisk selektion av delar av bibliotek

inmarkning, eng. label, artificiell sparbar forandring av biomolekyl som t ex kan ldsas med
instrument.

lasning, eng. read, sekvens fran ett fragment ur ett bibliotek.

obestamda lasningar, eng. undetermined reads, lasningar med otydlig molekylar kod som inte med
sakerhet kan bestammas till ett givet i korningen laddat bibliotek.

sekvensinpassning, eng. alignment, att bioinformatiskt bestimma troligaste genomiskt ursprung till
en lasning. Aven ”inpassning”, “mappning”.

splitsning, eng. splicing, processen dar introner avlagsnas ur pre-RNA och exoner fogas samman till
en kortare mogen mRNA-molekyl.

variantbedomning, eng. variant interpretation, manuell ssmmanfattande tolkning av en variant i
relation till patientens symtom (aven “tolkning” eller eng. “variant triage”).

variantbestiamning, eng. variant call, att bioinformatiskt avgora vilken genomisk variant pa en
specifik position som genererade de ldsningar och den inpassning som ses. Aven “variantavrop”.

Sekvenseringsteknologi

De vanligaste storskaliga instrumenten som salufors av lllumina bygger precis som vid
Sangersekvensering pa elongering med inmarkta nukleotider for optisk avldasning. Dessa ar dock
reversibelt terminerade. Andra generationens instrument fran Thermo-Fisher anvander istallet
oterminerad elongering med efterféljande pH-matning. Tredje generationens instrument fran
Pacific-Biosciences och Oxford Nanopore anvander sig av optisk respektive elektronisk
matning/analys.
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Sekvenseringens syfte
Syftet med DNA-sekvensbestamning kan antingen vara:
e Att bekrafta eller utesluta narvaro av en specifik sekvensvariant
(genotypning/anlagsbarartestning) eller
e Att forutsattningslost soka efter avvikelser fran en referenssekvens (screening).
Dessa bada tillampningar stéller olika kvalitetskrav pa utférandet av analysen.

Vilket sekvenseringsdjup som bor anvandas beror pa typ av variation som finns och forvantas i
sekvensen samt dess kopietal. Denna parameter och trésklar for alleliska procentsatser bor darfor
bestammas empiriskt och valideras.

Metodsteg sekvensering & sekvensanalys

Patientmaterial

Utgangsmaterial for DNA-sekvensbestamning kan vara patientprov som hanteras i enlighet med for
laboratoriet faststallda kvalitetskrav. Olika vavnader kan ge svar pa olika fragor, och kraver olika
behandling. Generellt giller att vavnadsval ar en del av hela processen som behover valideras.
Blodprov ar vl beprovat for att séka konstitutionella forandringar. Ett salivprov kan innehalla stérre
mangder DNA fran andra organismer, vilket paverkar resultatet av helgenomsekvensering. Detta
galler i mindre man kindskrap. Hudbiopsier fungerar normalt val. Kvaliteten pa DNA fran FFPE
material varierar med metod. Rent generellt ses kortare fragment, och sarskilda extraktions- och
infangningsmetoder kan behdvas.

DNA-preparation

Kvalitet pa DNA extraktion kan ha en stor inverkan pa sekvenseringsresultatet. Det rekommenderas
att laboratoriet satter upp krav for godkdnd DNA kvalitet och kvantitet, t ex godkdnd kvot for
A260/A280. Koncentrationsbestamning bor i den man majligt genomféras med en
fluorescensbaserad metod. Fler steg i den experimentella processen nedstréms medfor 6kad
kanslighet for olika former av kontaminationer. Olika biblioteksberednings- och
sekvenseringstekniker kan vara kansliga for olika problem med DNA-kvalitet. Man bor dven beakta
elueringsbuffertens sammansattning, da t ex vissa metoder for biblioteksberedning ar kansliga for
EDTA. Sarskilt for tekniker som arbetar med langa fragment kan forsiktig hantering behovas.

Biblioteksberedning

Kvaliteten pa beredda bibliotek inverkar pa bade tackning och sekvenseringskvalitet och kontrolleras
lampligen. Vid kontroll av kvaliteten ar det 6nskvart att utesluta artefakter fran t ex adaptor-
dimerer. Dessutom kontrolleras att biblioteket innehaller fragment av korrekt storlek.

Infdngning / Urval

For att fanga upp den 6nskade regionen finns manga olika tekniker man kan anvanda sig av. Dessa
tekniker skiljer sig i sattet den genomiska regionen fangas in/amplifieras och detta har konsekvenser
for hur djupt man bor sekvensera, vilken tackning man kan krava pa den enskilda positionen och
vilka sekvenserings- eller amplifieringsartefakter/problem som kan uppkomma. Ett exempel pa detta
ar tekniker som bygger pa amplifiering med multiplex PCR, som kan ge upphov till allelforlust (allelic
dropout) av amplikon, och sedan ger sekvensering av amplikon som till viss del kan komma fran
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samma DNA-molekyl. Detta maste man ta hansyn till ndr man bestammer vilket tackningsdjup man
bor ha, samt om Gverlapp av primers behovs. Andra tekniker bygger pa infangning med prober, med
paféljande PCR amplifiering. Aven detta ger upphov till PCR-duplikat, dock kan dessa lattare
identifieras och avldgsnas i den bioinformatiska analysen.

Vissa varianter kan undga detektion om sekvensbestamningen utférs endast pa en

DNA-stréng. Vid amplifieringsbaserad sekvensbestamning av prover bor sekvensering utforas pa
bada DNA-strangarna, d.v.s. med sekvensering i bada riktningarna. Sekvensspecifika artefakter
forekommer. Det rekommenderas att soka 6verlappande sekvenser med olika startstallen. For
metoder med hog felfrekvens per bas ar ett flertal sadana att foredra.

Vid alla typer av infangning bér man beakta att vissa sekvenser sannolikt ar daligt representerade i
det slutgiltiga biblioteket. Detta géller t ex regioner med hog andel GC.

Klustring [lllumina-specifikt]

For att sekvenseringen ska bli sa korrekt som mojligt ar det viktigt att inmangden optimeras sa att
klustertatheten hamnar inom instrumentets specifikation. Bade vid for |ag och for hog klustertdthet
kommer antalet anvdndbara lasningar bli [agt. For vissa lllumina-instrument (HiSeq 3000, HiSeq
4000, HiSeq X) kommer for lag klustertathet dessutom ge upphov till duplikat pa grund av ‘pad

hopping’.

Sekvensbestémning

Efter sekvensering bor man kontrollera att korningen motsvarar de krav man stéllt upp for att
sekvenseringens kvalitet. Nagra viktiga parametrar dr andelen baser med en viss kvalitet (t.ex. %
>Q30), fargbalans, andelen lasningar som inte sakert tillhor de kérda proven (andelen obestdmda
lasningar) efter demultiplexning och att den effektiva hogkvalitativa laslangden ar sa lang som
Onskat.

Basbestémning

Att tolka radata till sekvens kraver program med stor kinnedom om den specifika
sekvenseringsmetoden. Ofta tillhandahaller instrumentleverantéren acceptabel programvara. Dessa
genererar i regel felsannolikhetsuppskattningar per bas som sedan anvands av programvara
nedstroms. Viss forsiktighet bor iakttas med att tolka dessa uppskattningar som absoluta storheter,
men relativt andra baser i samma eller andra experiment fungerar de i regel val.

Sekvensinpassning

Val av referensgenom paverkar sekvensinpassning och efterfdljande variantbestamning. S.k. decoy-
sekvenser, sasom vanliga virus, och vanlig humansekvens som inte ingar i referensgenomet (t ex fran
JC Venter eller HuRef) ger farre inpassningsfel och darmed farre variantbestamningsfel [Li et al].
Teoretiskt ar det fordelaktigt att vid sekvensinpassning anvanda en etnisk referens, d.v.s. ett
referensgenom som vél aterspeglar individens genetiska bakgrund. | klinisk praxis anvands detta
sallan. Patientens genetiska bakgrund ar troligen inte helt kand - eller tillganglig som referensgenom.
Det kan vara opraktiskt vid variantannotering da bra annoteringsdatabaser saknas. Val av
inpassningsalgoritm och parametrar for denna har stor paverkan pa slutresultatet. Kinnedom om
felprofiler i [asningar och kvalitetsvarden, samt tekniska vdgval gallande t ex laslangd, gor dessa
plattformsspecifika. bwa, Mosaik, NovoAlign och CLC &r vanliga. De flesta program ger en
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sannolikhetsbedémning for att en lasning placerats korrekt, t ex i form av ett varde pa
inpassningskvalitet.

Variantbestdmning

Med variantbestamning menas processen da avvikelser fran referensgenomet bestams. Detta sker
normalt genom att baser i olika lasningar som inpassats mot samma position i referensgenomet
kontrolleras och sannolikheten for en alternativ allel pa positionen bedéms, t ex genom en
majoritetsomréstning. Sannolikheten att varianten ar korrekt bestdmd skattas ocksa, som en
funktion av baskvalitet och inpassningskvalitet hos de olika lasningarna av positionen. Inpassningen
gors normalt parvis med en lasning, eller ett laspar, mot referensgenomet. Detta och en god
skattning av variantbestamningskvaliteten kan vara tillracklig. En fullstandig upplésning av den
multipla inpassningen av alla lasningar mot alla ar resurskravande, men gors i en del pipelines delvis
genom s.k. realignment (aterinpassning) lokalt for positioner dar insertioner eller deletioner ropats
av. Manuell bedémning av omraden dar mjukvara har svarigheter med tolkning skall utféras med
storsta forsiktighet. Tolkning av sekvensdata boér utféras av mer dn en behorig person.

Avvikelser fran referenssekvens bedémda som sjukdomsassocierade som pavisas vid screening bor
verifieras. | det fall avvikelsen har detekterats med metodik som endast validerats for screening bor
den verifieras med en alternativ metod, garna en som validerats for anlagstest. Fynd med en sadan
metod verifieras genom test med nytt templat. Vanliga strategier for verifikation innefattar
anlagstest i familjen, omtest med nytt patientprov, oanvand alikvot, ny amplifiering - med samma
eller hellre andra primers.

Variantannotering

Processen dar bestamda varianter kopplas med for varianten tillganglig information. T ex bor
slagning i storre frekvensdatabaser, sasom ExAC, 1000 genomes, 6500 ESP och nationella
frekvensdatabaser goras for att fa en god uppfattning om variantens vanlighet. Det rekommenderas
dven att lokala databaser over varianter tillfragas, for att mojliggora filtrerande av en stor mangd
lokalt forekommande tekniska artefakter. Detta &r av stor vikt for att ge tillrdcklig specificitet vid
stora paneler i avsaknad av normalprov. Mjukvara for prediktion av funktionsférandring hos protein,
sasom till exempel SIFT, Polyphen, CADD bor radfragas, liksom dito for splitsningsstéllen, sdsom
SPIDEX. Giltiga arvsmonster noteras i relation till sldktanamnes, och jamférs om mojligt med kdanda
arvsmonster for sjukdomsassocierade varianter i aktuell gen. Databaser med bedémda varianter i
relation till fenotyp konsulteras: allmanna sasom ClinVar och HGMD samt sjukdomsspecifika sdsom
ENIGMA och InSiGHT.

Variantbedémning

Vid bedémning av om en sekvensvariant forklarar patientens symtom bor man félja uppsatta
kriterier for att fa en objektiv beddmning. Nuvarande rekommendation ar att folja ACMGs riktlinjer
(se SFMGs rekommendationer fér Provrapportens utformning).

Datahantering

Provet skall vara sparbart under hela analysprocessen. Resultat och rapporter skall vara sparbara.
For MPS skall identifierade genomiska varianter sparas, med dokumentation av mjukvara samt
parametrar och kvalitetskontrolldata. Radata och/eller lasningar bor sparas enligt laboratoriets
aktuella rutiner, men atminstone till dess slutsvar ar distribuerat. Resultat skall jamforas med
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dokumenterad referenssekvens och resultatet (d.v.s. identifierad variant eller konfirmerad normal
sekvens) skall dokumenteras tillsammans med signatur och datum av behérig person som utfoér
analysen.

Metodvalidering

Samtliga metoder fér DNA-sekvensering som anvands inom klinisk diagnostik skall vara validerade.
Syftet med valideringen &r att faststalla tillforlitligheten for ett test, d v s att metoden mater det man
har for avsikt att mata. Darfor maste valideringen omfatta hela testprocessen "fran ax till limpa" och
inkludera alla steg i analysmetoden; fran DNA extraktion, framstallande av templat for sekvensering,
sekvensering, bioinformatik/programvara som anvands f6r analys av resultat, eventuell konfirmering
av sekvensvarianter samt rapportering av resultat. Manga laboratorier omfattar inte alla steg lokalt.
Senare steg kan valideras med val definierade krav pa tidigare steg, t ex provkrav eller
certifieringskrav.

Varje sekvenseringsteknologi har styrkor och svagheter och de olika bioinformatiska verktygen
maste beakta dessa egenskaper. Till exempel, varianter inom homopolymera regioner boér
undersdkas extra noggrant vid pyrosekvensering och halvledarsekvensering, medan
tvafargssekvensering genom hybridiseringstekniker kraver specifika férfaranden for att separera
fargerna. Laboratoriet bor undersdka sensitivitet och specificitet och andra kvalitetsparametrar for
olika typer av sekvensvarianter. En intern databas som innehaller alla relevanta varianter utgor ett
viktigt redskap for att identifiera plattformsspecifika artefakter.

Prestandan av ett diagnostiskt test baserat pa NGS maste utvarderas med avseende pa precision,
analytisk sensitivitet och specificitet. Detta far dock precis som fér andra tekniker goéras under
beaktande av metodens begransningar avseende typen av varianter som kan hittas. Noggrannheten
korrelerar med manga kvalitetsmatt, vilket kan utnyttjas vid kvalitetskontroll.

Precision hanvisar till dverrensstammelse mellan upprepade matningar av samma material. Ett
tillrackligt antal prover (rekommenderat ar minst 3) bor analyseras for att faststalla precisionen
genom att bedoma reproducerbarhet (precision mellan kérningar) och repeterbarhet (precision
inom en och samma korning) under valideringstestet. Med reproducerbarhet menas att resultaten
blir konsekventa fran samma prov under olika villkor, sasom mellan olika kérningar, olika
provpreparat, med olika tekniker och med hjalp av olika instrument. En samstammighet mellan 95-
98% kan vara en bra riktlinje (Rehm et al. 2013).

Plattformsvalidering faststaller att sekvenseringstekniken korrekt kan lasa en DNA-

sekvens. Valideringen bor ocksa undersdka hur vél olika typer av sekvensvarianter kan

detekteras. For NGS-baserade diagnostiska analyser bor noggrannhet (6verenstimmelse med
forvantade resultat), analytisk precision (resultatets upprepbarhet), analytisk sensitivitet, specificitet
och rapporterbart testomrade bestimmas empiriskt under valideringen (ref Gargis et al. 2012).

For testets sensitivitet spelar det ingen roll om en variant missas pa grund av sekvenseringstekniken
eller den bioinformatiska analysen. Det spelar inte heller nagon roll om det ar analysen som sorterar
bort falskt positiva resultat eller om de tas bort vid konfirmering. Analytisk specificitet och
sensitivitet bor bestdmmas under utvarderingen av den bioinformatiska pipelinen. Ur praktisk
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synvinkel bor valideringen fokusera pa genomiska regioner under utredning (regions of interest,
ROI). Valideringstestet skall visa formagan att upptécka varianter i ROl som definierats under
utvecklingen av analysen.

Kvalitetskontroll

Syftet med kvalitetskontroll &r att visa att tillforlitligheten under drift inte avviker fran den som
faststallts under valideringen. Varje del i testet bér ha definierade kvalitetsmatt och deras normala
"range” (vardemangd) ska uppskattas vid valideringen. Test med kvalitetsmatt som faller utanfor
den validerade vardemangden skall undersdkas som indikatorer pa problem med testmetoden.
Laboratorierna uppmuntras att delta i kvalitetssakringsprogram nar testet har validerats och
medverka i extern kvalitetsbeddmning. | detta sammanhang uppmanas dven laboratorier att dela val
karakteriserade prover och datafiler med varandra for att foérbattra och standardisera praxis for
diagnostik.

Det diagnostiska laboratoriet har att f6lja upp relevanta kvalitetsmatt for (i) plattformen, (ii) alla
analyser, (iii) alla prover. Alla kvalitetsmatt som anvands i diagnostik bor noggrant beskrivas.
Kvaliteten pa en provanalys beror pa manga parametrar: t ex mdangden data som producerats,
andelen kluster for varje prov (vid multiplexning), andelen PCR-duplikat och tackningsdjup maste
beaktas.

Plattformsspecifika kvalitetsparametrar noteras vid validering for att senare anvandas som kriterier
for godkant test.

Uppgifter om berdkning av kvalitetsmatt skall vara val dokumenterade for att gora tolkningen

latt. For att underlatta automatiserad hantering av kvalitetskontrollvarden (QC-varden) ska
kvalitetsmatt definieras och dokumenteras i en enhetlig terminologi och standardiserade filformat.

Alla sekvenseringskorningar maste 6vervakas for att sakerstélla att man ligger inom instrumentets
specifikation. Utover detta bor kdrningsspecifika egenskaper évervakas kontinuerligt. Minimikrav
bor etableras for viktiga kvalitetsmatt, och viktiga analys- och provspecifika egenskaper sparas.
Overvakningsdata ska inte redovisas utan anvdndas som en kontinuerlig kvalitetsgranskning. Det &r
viktigt att halla reda pa undantag, sdsom antalet ganger som ett prov har sekvenserats om for att na
faststallda kvalitetskriterier och korrigering av eventuella provforvaxlingar.

Sarskilt vid storre provfloden bor en provsparningsmetod anvidndas, eftersom NGS-arbetsfloden ar
komplexa och innefattar flera processteg bade i labbet och i den bioinformatiska analysen. Att tidigt
i kedjan avskilja en mangd prov som kan anvandas for kontroll mot provforvaxling, eller fér
framstallande av templat fér en komplementar teknik, kan vara till hjalp.

Andelen icke-inpassade sekvenslasningar och sekvenslasningar utan index bor ocksa féljas eftersom
det kan bidra till att identifiera grovt avvikande prover/analyser (pa grund av kontaminering under
arbetsflodet). Detsamma galler kraftigt avvikande antal homozygota och heterozygota varianter for
ett prov.

Slutligen bor jamforelser och uppfdljning mellan olika analyser géras genom att inkludera generiska
kvalitetsregioner. Berakning av antalet avvikande bas-lasningar (icke-vildtypsvarianter), ogiltiga
baser (betecknad som bas 'N') och sporadiska InDels i dessa regioner kan bidra till att identifiera
avvikande prover. Uppfoljning av dessa parametrar mojliggor dessutom jamforelse av olika versioner
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av ett diagnostiskt test samt for jamforelser mellan prov. Olika sekvensplattformar,
anrikningsmetoder, etc. kan ocksa jamforas.

Kvalitetsmatt

Teknikerna inom storskalig sekvensering forandras snabbt. Har belyser vi kvalitetsmatt som idag
anses gangbara som kvalitetskorrelat. Dessa etableras vid validering och verifiering, och féljs sedan
vid enskilda analyser. Flera av dem ar anvandbara bade for att forst 6vergripande bedéma om ett
prov har uppnatt tillracklig kvalitet for att tolkning ska vara meningsfullt, och som ett riktmarke for
om en enskild variant sannolikt utgor en artefakt eller har tillracklig teknisk kvalitet for att vara
intressant for vidare bedémning.

- Klustringsdensitet [Klustring]

Illuminas teknik anvander brygg-PCR pa ett fast stod for att generera tillrackligt mycket templat i
lokalt unika flackar for tillforlitlig optisk sekvensbestamning. Har ar sarskilt den s.k. klusterdensiteten
av vikt. Denna ger en indikation om hur val en sekvensering skulle falla ut redan pa klustringsstadiet,
och ett korrelat till den 6vergripande sekvenseringskvaliteten val vart att optimera. Mattet har delvis
sin motsvarighet i méngden laddat prov pa ett Torrent-instrument, eller méngden bibliotek vid ett
Nanopore-experiment.

- Férdelning av kluster per prov [biblioteksberedning, klustring, demultiplexning]

Beredda bibliotek bor kontrolleras avseende kvalitet. Noggrann kvantifiering samt bestamning av
ingaende fragmentlangder kravs for optimal poolning/multiplexning samt f6r att uppna en
klusterdensitet inom specificerat intervall. Forutsatt jamn poolning/multiplexning av upparbetade
bibliotek bor antalet sekvenslasningar fér respektive prov efter demultiplexning vara inom samma
storleksordning. Kontroll av fordelningen av sekvenslasningar ger mojlighet att upptacka problem
relaterade till indexering (t ex felaktigt val av index vid biblioteksberedning eller felaktigt angiven
indexering vid sekvensering).

- Baskvalitet [Sekvensering]

Kvaliteten 6ver en korning kan paverkas av ett stort antal faktorer.

Den reversibla terminatorns kvalitet ar av stor vikt for att undvika fasfel i sekvenseringsfasen. Fasfel
leder till sekvenser av lag tillforlitlighet, och i praktiken till kortare anvandbar laslangd an avsett.
Sekvenser med Iag kvalitet mot anden kan ibland bioinformatiskt trimmas ner till en langd med
anvandbar kvalitet. Om inpassningsprogramvaran (t ex bwa eller Mosaik) ar medveten om
kvalitetsvarden ar detta inte nédvandigt eller alltid ens dnskvart. Instrumenttillverkarna och
fristaende mjukvarutillverkare tillhandahaller program som genererar kvalitetsvarden (Q), typiskt pa
samma skala som Sanger-sekvenseringens Phred, med felsannolikheten skattad som 107-(Q/10).
Andel baser 6ver den relativt stranga Q30 (1 fel pa 1000 basbestamningar) anvands ofta som matt
for en hel korning, och kan ge tydlig indikation pa om det ar véart att ta data vidare till nasta
analyssteg. Baskvalitet sett per position i lasningen kan ge en indikation om hela kérningen och vara
anvandbart vid felsokning.

- Vertikal tdckning [Hela processen]
Genomsnittlig tackningsgrad (i mal), andel baser (av mal) tackta till troskelvdarde — sasom 20x,
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andel transkript med baser som ar helt fullstandiga — d.v.s. helt saknar baser med tackning under ett
visst troskelvarde — sasom 10x. Ibland anvands termen informativ tackning for vertikal eller
horisontell tackning, da duplicerade lasningar och lasningar eller enskilda baser under nagot visst
troskelvarde i kvalitet utelamnats. Vid bedémning av tackningsdjup bor kvalitetskriterier baseras pa
informativ tackning i stallet for ra tackning (Weiss, Van der et al. Zwaag 2013). Till exempel sa kan
gener med pseudogener eller repetitiva element visa hog tackning men ha lag informativ tackning
om lasningar med dalig inpassningskvalitet tas bort.

- Horisontell tdckning, Fullstdndighet, Lésningar i mdlet, Likformighet [Hela processen]

Ibland 6nskar man inte sekvensera hela genom, utan bara ett specifikt malomrade. Andelen
lasningar inom mal blir d3, givet en fix sekvensmangd, en for kvalitet viktig parameter (“% on
target”). Likformighet mellan regioner ar pa samma satt viktigt, sarskilt vid infangning eller
amplifieringsbaserade metoder. Horisontell tackning, t ex uttryckt som andelen av baser i malen
som uppnatt en given kvalitet ar ett viktigt matt for den kliniska prestandan av ett test, tillsammans
med fullstandighet; andelen maltranskript som uppnatt 100 % horisontell tackning.

- Dupliceringsgrad [Biblioteksberedning, Klustring, Sekvensering]

Vid amplifiering, som t ex ofta behovs vid infangning i panel eller exomsekvensering, kan PCR-
duplikat uppsta. Dessa ar problematiska pa flera satt: dels leder de till en ojamn representation av
tackning. Tackningen pa respektive allel kan ocksa bli ojamn. Detta kan leda till att en faktisk variant
missas genom exklusion i kvalitetsfilter som krédver en jamn lasfordelning pa bada alleler, och i bada
riktningarna. Om fel i sekvensen introduceras tidigt och sedan amplifieras kan de statistiska
modellerna som anvands vid variantbestamning bli lurade att en falsk variant finns.

Liknande fenomen kan uppsta optiskt vid avldsning, s.k. optiska duplikat, och dven vid klustring pa
[llumina-plattformen - som &r en form av bryggamplifiering. Duplikat kan i viss man filtreras bort
informatiskt, men hog dupliceringsgrad tyder pa ett problem i processen.

- Andelen inpassade sekvensldsningar [DNA-preparation, Bibliotekspreparation, Sekvensering]
En lagre andel inpassade lasningar an normalt kan t ex indikera kontamination av provet, fel i
demultiplexning eller problem vid sekvenseringen. Vid analys av salivprov med
helgenomsekvensering ar det normalt att 5-20% av ldasningarna inte inpassats mot humana
referensgenomet.

- GC-innehdll [Hela processen]
Det ar i PCR-baserade metoder svarundvikligt, men inte 6nskvart att sekvens med olika
bassammansattning representeras olika val. Matt pa skevheten i GC-innehall kan med fordel féljas.

- Mdlets tillgénglighet [Bibliotekspreparation, Sekvensering, Analys]

Amplifieringstekniker och korta lasningar ar begransade i sin maojlighet att identifiera sekvens som
inte ar unik till 1aslangd och under radande felfrekvens. Detta innebar praktiska problem fér gener i
genfamiljer och med snarlika pseudogener eller lagkomplexa delar, samt for gener som av andra
anledningar har icke-unik sekvens. Index som sammanfattar mojligheten att na enskilda baser med
en given sekvenseringsteknologi finns ofta att tillga, och kan etableras teoretiskt eller empiriskt for
ett givet malomrade. Ofta tillater teknologier med langre laslangd, parade lasningar eller lasningar
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knutna med en unik molekylar kod korrekt avldasning i en storre del av arvsmassan. Teknologi valjs
efter den kliniska applikationens krav.

- Variantkvalitet [Hela processen]

Variantbestdmningens kvalitet beror primart av enskilda basers kvalitet och alighmentkvalitet. Aven
andra problem an de som fangas av dessa kan dock vagas in, sasom strangskevhet for till varianten
bidragande lasningar. Genom att studera variantkvalitetsparametrar for ett stort antal varianter i
olika prover kan en empirisk felsannolikhet utarbetas (t ex som GATK VSQR).

- Variantantal [Hela processen]

Antal varianter jamfoért med referens i en malregion kan anvandas som en indikator, dven om den &r
individvariabel. Mycket fa varianter respektive extremt manga kan tyda pa problem med
sekvensering, biblioteksberedning, inpassning eller variantbestamning.

- Andel heterozyoter/homozygoter [Hela processen]

Andel homozygoter/heterozygoter foljs med férdel. Dessa kan t ex indikera problem med
provblandning (manga heterozygota varianter, fa homozygota) eller brist pa unikt templat (manga
homozygota varianter).

- Transition/transversionskvot [Hela processen]
Transition/transversionskvoten tenderar att halla sig relativt konstant for ett malomrade. Avvikelser
kan tyda pa kemiska problem eller stérre problem pa datorsidan.

Sammanfattande rekommendation

Sammanfattningsvis bor inte avsteg goras fran de tidigare rekommendationer fran riktlinjer for
sekvensering som SFMG upprattat. De kan utan allt for langtgdende modifiering appliceras dven vid
storskalig sekvensering, liksom god sed i validering och verifiering som tillampas vid ackrediterade
kliniskt genetiska laboratorier.

Flertalet kliniker har idag utfort valideringar och verifieringar av storskaliga tekniker inom ramen for
sin Swedac-ackreditering. Vi uppmuntrar den som 6nskar se sddana exempel att kontakta t ex Klinisk
genetik i Goteborg, Linkoping eller Uppsala for att fa ta del av aktuella sadana.



