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Sammanfattning

I och med utveckling inom storskalig analys av blodprover har man idag
insett nyttan av att omvandla biobanker med lagrade humanprover till data-
banker dir forskare snabbt kan fa tillgang till data for att svara pa forsknings-
fragor. Problemet dr att manga av teknikerna for att skapa storskaliga data ar
semikvantitativa, virdena gar inte att relatera till en absolut koncentration och
ar dirmed svéra att sld samman och jaimfora over tid. Randomisering, det vill
sdga att proverna analyseras i slumpvis inbordes ordning, ir en av de viktigas-
te aspekterna for att skapa data som gar att sla samman och ateranvianda for
manga forskningsfragor. Detta underlittar korrigering av o6nskade analysva-
riationer over tid. Utover detta kan man anvanda sig av bryggningsprover, QC-
prov (kvalitetskontrollprov) eller ankarprover, som analyseras upprepat biade
inom och mellan analystillfillen, vilket underlittar att 1igga samman dataset
som analyseras vid olika tillfallen.

Maénga kommersiella analysplattformar inkluderar ett eget QC-prov i analysen
och vissa delar med sig av data for dessa prover. Det vore vardefullt om alla
plattformar delade dessa data for kvalitetsutvardering och eventuell korrige-
ring av analysvariationer over tid. For alla semikvantitativa plattformar som
undersoktes (Olink, Somalogic, Metabolon och Biocrates) var den tekniska
variabiliteten mellan QC-proverna betydligt lagre an variabiliteten mellan ana-
lyserade plasmaprover. Detta var tydligast for proteomikplattformarna, vilket
antyder att férutsdttningarna att uppticka biologiska skillnader ar bittre i pro-
teomikdata. Undantaget fran detta ir en femte plattform, Nightingale, en kvan-
titativ men smalare metabololmikmetod som anses generera stabila matningar.

Vid all utveckling av biomarkorpaneler for att prediktera sjukdom behover
man gora uppticktsanalyser, sedan valideringsstudier och dérefter tester i den
situation man tanker att testet ska fungera. De breda omikplattformarna lam-
par sig for upptickt och eventuellt validering, men for det faktiska kliniska tes-
tet behovs en kvantitativ analys for att verkligen utvardera att de proteiner eller
metaboliter man vill anvinda ar stabilt uppmaétbara och fungerar for att pre-
diktera sjukdom eller risk for sjukdom.



Introduktion

Frivilligt donerade blodprover for forskning samlas
idagini stor skala och sparas i biobanker virlden 6ver.
Insamlingarna ar ofta befolkningsbaserade och syftet
ar att de ska kunna anvindas till manga olika forsk-
ningsfragor. I Sverige finns det ett stort antal kohor-
ter dir en av de storsta populationsbaserade kohorter-
na dr Vasterbottens halsoundersokning (VHU). Inom
VHU har man samlat in prover fran befolkningen vid
upprepade hélsokontroller vid 40-60 ars alder dnda
sedan 1985. Idag har man ett stort antal prover, upp till
tre upprepade prover fran samma individ (tagna med
10-ars intervaller) samt en mogen kohort med manga
diagnoser.

Det pagar for ndrvarande stora satsningar med att
omvandla biobanker till databanker i manga av varl-
dens linder. Nigra exempel dr UK biobank, DeCode,
Estonia biobank och FinGen. Traditionellt har enskil-
da forskare fatt efterfraga prover for analys fran bio-
bankerna. Detta dr ofta en tidskravande process och
genererar i allmidnhet sma dataset. Dessa studier de-
signas ofta som matchade fall/kontroll-studier, vilket
innebar att varje individ med en sjukdom (fall) match-
as till en individ utan sjukdomen (kontroll). Varje sa-
dan studie utférs vanligen separat och proverna ana-
lyseras darfor vid olika tillfallen. Tillsammans gor
detta att data fran sddana studier dr svara att ateran-
vinda till nya frigestéllningar.

Snabb utveckling inom storskalig analys av molekyldra
profiler i blod (baserat pa olika omik-metoder) har idag
mojliggjort att man med en liten volym av blodpro-
vet kan studera ett stort antal molekyler i prover fran
manga individer. Genom att analysera en stérre mangd
prover pa en gang, mest optimalt alla prover i en ko-
hort, skapar man data som &r ateranviandningsbart till
manga forskningsfragor. Detta leder i langden till stora
kostnads- och tidsbesparingar och ar ett effektivt satt
att anvianda dessa virdefulla biobanksprover. Medan
genomik (analys av DNA) genererar forhdllandevis sta-
bila data genererar de flesta proteomik- (analys av pro-
teiner) och metabolomik- (analys av metaboliter) me-
toder relativa data. Dessa data dr i motsatts till absolut

kvantitativa data inte jamforbara mellan studier eller
ens mellan molekyler inom en studie vilket gor det
svart att jamfora data som genererats Gver tid, man
far s kallade tekniska batch-effekter. Tekniska batch-
effekter kan vara pa flera nivéer; allt fran platta-till-plat-
ta variationer, dag-till-dag variationer till studie-till-stu-
die variationer. For att kunna hantera dessa effekter ar
det fordelaktigt att utan avbrott analysera stora batcher
av prover i slumpmaéssig ordning (randomiserat), pa sa
sitt halls den tekniska och biologiska variationen isar
och den tekniska variationen kan avlagsnas nedstroms
om provanalysen. Det dr dock inte alltid mojligt att
utforma helt balanserade kontinuerliga studier, dels
ar det bade kostsamt och tidskrdavande att analysera
stora mangder prover, dels kan provinsamlingen ske
over tid. Det dr darfor av praktiska skil ofta nodvan-
digt att dela upp analyserna och sedan férsoka brygga
samman data fran olika provanalyser. Ibland vill man
dven anvanda sig av redan existerande data. Mdnga av
de stora biobankerna virlden 6ver har 16st den eko-
nomiska frigan genom stora samarbeten mellan in-
dustrin och akademin. UK biobank har t.ex. format
ett storskaligt proteomikprojekt tillsammans med 13
biofarmaceutiska foretag och FinGen ir ett samarbete
mellan landets biobanker, sjukhusen, universiteten
och farmaindustrin. Samtidigt pastar de storre platt-
formarna for omikanalys att de blir battre och battre
pa att brygga data och det tas fram fler och fler statis-
tiska algoritmer for att avlagsna oonskad teknisk vari-
ation (Han S et al. 2020, Han W et al 2022).

Nar prover randomiserats inom en analys dr det van-
ligaste sdttet att normalisera data for batch-effekter
genom att man antar att medianen idr densamma mel-
lan batcher (figur 1). Det dr en enkel berikning som
paverkar data minimalt, men som samtidigt endast
justerar for medianforskjutningar i data 6ver hela
batcher, inte variation inom en batch eller enhets-
forskjutningar (dar en enhet, t.ex. 1 till 2, inte repre-
senterar samma skillnad i tvd batcher). Att ta hin-
syn till variation inom en batch dr speciellt viktigt
for spektrometrimetoder som man vet lider av kon-
tinuerlig signaldrift. Driften orsakas av en rad fakto-



rer sasom, aldrande kolonner, éverforening av prov
mellan analyser och temperaturskillnader. Manga
av de kommersiella analysplattformarna férutsitter
att man har randomiserat sina prover och levererar
data som dr normaliserat mot medianvardet for var-
je analyt. Nar prover ej randomiserats kan man is-
tillet anvianda sig av medianen/medelvirdet pa an-
tingen upprepat analyserade kvalitetskontroll-prover
(QC-prover) eller ankarprover (ett antal olika stu-
dieprover frin en batch som analyseras igen i ndsta
batch) (figur 1). Svarigheten kan vara att fa dessa att
representera hela datarymden och man kommer inte
kunna normalisera molekyler som inte uppmats i
dessa prover. Utover median/medelvirdesnormalise-
ring finns en rad algoritmer for att eliminera batch-
effekter innan statistiskanalys (figur 1) eller for att
modellera den under statistiskanalys. Dessa paverkar
dock data pa ett mer oforutsigbart sdtt och man maéste
vara uppmarksam pa att man inte 6veranpassar data.
Det finns en pataglig risk att man avldgsnar biologiskt
intressant variation och dven en risk att man skapar ar-
tificiella skillnader. Det har de senaste dren kommit ut
ett antal artiklar som beskriver, jamfor och utviarderar

Mediannormalisering - studieprover
Antagande: Prover dr randomiserade
+ Snabb, latt, transparent

riskerna med olika algoritmer for att ta bort och ta hdn-
syn till batch-variationer. Ett idag ofta anvant alterna-
tiv till att brygga data 4r metaanalys dir man slar sam-
man studieresultat istillet for att sld samman data. Den
statistiska styrkan begriansas da av delstudiernas min-
dre storlekar och det finns en kraftig vinst i att istdllet
sla samman data.

I den hir rapporten sammanstiller och utvdrderar
vi prestanda vad giller reproducerbarhet hos fem av
de storsta kommersiella plattformarna for storskalig
analys av metaboliter (Nightingale, Metabolon och
Biocrates) och proteiner (Olink, Somalogic) i blod. Vi
sammanstéller de befintliga storskaliga studierna som
anvant sig av dessa kommersiella plattformar samt
utmanar plattformarna genom att vid tva upprepade
tillfallen ha skickat samma set prover for analys. Detta
med avsikten att studera variabilitet inom och mellan
studier for de olika metoderna och deras rekommen-
derade standardmetoder fér normalisering. Vi har
anvant variationskoefficient (CV) som ett matt pa hur
stabila mitvirdena dr fér metoderna inom och mellan
studie-batcher.

Matematiskt eliminera batch effekter innan
analys eller modellera batch effekter i analys
(t.ex. combat, QC-RFSC, WavelCA, TIGER)
Antagande: Varierar. Vissa kraver

- Justerar bara medianforskjutningar
- Prover maste vara sant randomiserade

Dataset i batcher
(platta/dag/studie)

randomiserade prover, vissa bygger pa att det
- finns QC-prov.

+ En del tar hansyn till inom batch-variation
+ Alternativ nar mediannormalisering inte ar

Olink: Utfor mellan plattor
Metabolon: Utfér mellan dagar

tillracklig eller mojlig
Mindre transparent
- Modellering maste upprepas for varje

Median/medelvirdesnormalisering -

analys/analysmetod (modellera batch) /

bryggningsprov (QC- /ankar-prov)
Antagande: bryggningsprov paverkas pa samma

satt som analytiska prover
+ Snabb, latt, transparent

- Justerar bara medianférskjutningar (
- Justerar bara representerade molekyler

Nightingale

Ingen batch-normalisering

Somalogic
Baserar normalisering pa val

Olink: Rekommenderar ankarprov mellan studier
Metabolon: Utfér QC-prov baserad mellan studier

Biocrates: Rekommenderar mellan plattor A
och studier, vid anvandning av metIDQ och
Biocrates QC ingar inbyggd justering for
noggrannhet hos QC-prov dven inom en

Figur 1

platta )

karakteriserade kalibreringsprover.
Pastas vara stabilt jamférbart mellan
plattor och dver tid

Alternativ for att avlagsna batch-effekter (rosa/beige) och vad som gérs alternativt rekommenderas av de
olika kommersiella plattformarna (grént/gult).



Utvardering av kommersiella plattformar

Fem utvalda kommersiella plattformar fér metabolo-
mik- och proteomikanalys utvarderades for prestan-
da vad galler reproducerbarhet. Dessa represente-
rar de for narvarande storsta pa marknaden och de
har de senaste dren anvants av ett flertal stora bio-
banker for att omvandla prover till data. Vi skickade
ett set biobanksprover vid tva separata tillfillen (tva
studie-batcher) till fyra av dessa (Metabolon, Bio-
crates, Olink och Somalogic) for storskalig analys av
metaboliter eller proteiner. Proverna som skickades
bestod av 40 biobanksprover samt ett QC-prov. Bio-
banksproverna hirstammade fran provsamlingen
VHU och spinde 6ver olika kon, alder (40-60 ar) och
tid i frysférvaring (8-22 ar). QC-provet bestod av sam-
manslagen blodplasma fran blodcentralen vid Norr-
lands Universitetssjukhus (tabell 1). Den femte platt-
formen, Nightingale, hade av olika praktiska skél inte
mojlighet att analysera proverna inom ramen for pro-
jektet. Vi har anvént oss av plattformarnas bredaste
paneler vars primdira syfte dr nya upptickter. En del
av plattformarna har dven mindre, kvantitativa pane-
ler for riktad analys som ofta anvinds for validering
och ytterligare karakterisering av tidigare fynd.

Metabolon

Generell beskrivning

Metabolon dr en kommersiell plattform fér global
metabolomikanalys som anvéander sig av vatskekro-
matografi masspektrometri (LC-MS). Plattformen har
det stérsta metabolitbiblioteket pd marknaden, vilket

Tabell 1: Provsammanfattning

medfér att man kan analysera ca 1400 metaboliter i
ett blodplasma-prov. Som kund skickar man prover
till plattformen for analys och fér tillbaka semikvan-
titativa, relativa data. I analysen inkluderar Meta-
bolon &dven ett eget QC-prov (ca vart 8:e prov) samt
blankprover for kvalitetskontroll och normalisering
av data. Proverna analyseras i sma batcher om 36
prover (platt-batch) och fyra sddana batcher analy-
seras under en dag, det vill sdga 144 prover per dag
(dag-batch). Den standardiserade normaliseringsme-
toden bestar av att varje metabolits medianvirde for
varje dag sitts till virdet 1 (mediannormalisering)
(figur 1). Det vill siga, man antar att medianvirdet
for varje metabolit for varje dag dr detsamma. Detta
gor att det ar viktigt att randomisera sina prover over
dagar. Det dr dven kidnt att LC-MS som metod lider
av systematisk drift under en analysdag vilket okar
den tekniska variabiliteten i analyserna. Manga stu-
dier med kopplade prover (t.ex. fallkontroll- eller
longitudinella studier) anvander sig darfor av begran-
sad randomisering (constrained randomization) for
att enklare hdlla isir biologisk variation fran teknisk
variation orsakad av drift. Det innebir att man haller
samman prover som hor till samma set men sedan
randomiserar korordningen inom varje set och ord-
ningen pa seten.

Utmarkande studier som anvint plattformen

En av de storre publicerade studierna som base-
rats pd data frdn Metabolon ar en studie pa 11,966
prov fran EPIC-Norfolk kohorten (Pietzner, M, 202I).

Analys Plasmaprov (_)C-prov Platto_r eller dagar Ungerfarlig tid
Plattform (Studie batch 1/2) | (studie-batch 1/2) mellan analys
Metabolon* 40 8/7 5/4 20 manader
Biocrates 40 3/3 1/1 2 manader
Olink* 40 5/5 5/5 1 manad
Somalogic 40 3/3 1/1 1 manad

* Analyserades tillsammans med andra studiers prover




I denna studie delades datasetet i tvd randomiserade
sub-kohorter, dir de statistiska analysresultaten slut-
ligen slogs ihop med hjilp av metaanalys. Inom varje
sub-kohort bryggades data med hjdlp av Metabolons
QC-prover. Median CV hos det interna upprepade
kvalitetsprovet 1ag pa 10%. Flertalet ytterligare stor-
skaliga analyser baserade pa Metabolon-plattformen
ar pagdende. Exempelvis har plattformen nyligen
anvants for att analysera en stor kanadensisk kohort
med fokus pa dldrande, samt slutit avtal om storskalig
analys med bland annat FinGen och TwinsUK.

Reproducerbarhetsanalys

Proverna i var analys skickades tillsammans med
prover tillhérande andra studier. Dessa andra stu-
dier inneholl alla prover som var kopplade (antingen
fallkontroll- eller longitudinella prover) och var dar-
for begransat randomiserade. De tva analystillfdllena
utférdes med ca tva ars mellanrum och sjdlva LC-MS
analysen av vara prover var spridd éver fem respek-
tive fyra dagar vid de tva olika analystillfillena. Stan-
dardnormalisering fér dag-till-dag variation var som
ovan nimnt mediannormalisering baserad pa studie-
prover. For att brygga mellan studier anvdander Meta-
bolon sig av sitt QC-prov. Antalet detekterade meta-
boliter varierade mellan studie-batch 1 (1410 st) och
studie-batch 2 (1225 st). Av dessa kunde 1083 st respek-
tive 925 st detekteras i minst 75 % av de 40 biobank-
sproverna och ansags dirmed stabilt méatbara. Meta-
bolon bryggade dven ihop de tva studie-batcherna,

Tabell 2: Median CV inom och mellan studie-batcherna

vilket resulterade i 911 bryggade metaboliter. CV-vir-
det dr ett matt pa variation i en upprepad analys och
berdknas genom att man delar standardavvikelsen
med medelvirdet och gangrar med 100 (det vill siga
det ar standardavvikelsen relativt medelvirdet pre-
senterat som procent). Ett lagt CV innebdr att de upp-
repade analyserna ar lika varandra. Median CV-var-
det for alla metaboliter som stabilt kunde detekteras
i vart eget QC-prov i studie-batch 1 och studie-batch
2 var 15.4 % respektive 23.6 % (figur 2, tabell 2). Det
hoga CV virdet for studie-batch 2 ar férmodligen ett
resultat av normaliseringen. Prover fran studie-batch
2 analyserades tillsammans med prover fran tre olika
studier (olika provsamlingar och olika design). Inom
varje studie dr proverna begrinsat randomiserade
men inte mellan studierna. Detta leder till att antagan-
det att medianvardet 4r samma varje dag inte uppfylls
och darfor misslyckas normaliseringen. For det bryg-
gade datasetet gors ingen normalisering baserad pa
studieproverna, utan man anvander sig av det uppre-
pat analyserade interna QC-provet. Om man extrahe-
rar data for studie-batch 1 och studie-batch 2 fran det
bryggade datasetet ligger CV-virdena for de enskilda
studie-batcherna pa 13.6 % respektive 11.3 % (figur 3).
Vi ser alltsd som vintat ett betydligt ligre CV-virde
for studie-batch 2, men aven for studie-batch 1. Det
antyder att dven studie-batch 1, som analyserades till-
sammans med prover frdn enbart en studie, inte upp-
fyller kravet pa randomisering av prover da man dven
vid den studien anvénde sig av begrdnsad randomi-

Analys Studie-batch 1 Studie-batch 2 Bryggat data
Plattform (inom studie) (inom studie) (mellan studier)
CV (%) CV (%) CV (%) CV (%) CV (%) CV (%)

Plasmaprov QC-prov Plasmaprov QC-prov Plasmaprov QC-prov Kvot*
Metabolon 41,6 15,4 44,4 23,6
(QC-norm) (40,8) (13,6) 42,3) (11,3) 426 14,2 3
Biocrates 34,4 14,4 33,9 1,1 34,0 16,4 21
Olink 41,8 12,8 39,4 9,9 41,8 12,3 3.4
Somalogic 29,8 2,5 28,5 2 29,4 33 8.9

* Kvot mellan CV fér plasmaprov och CV fér QC prov som matt pa hur stor den tekniska variationen &r jamfért med

den totala provvariationen i plasmaprover.
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CV for QC-provet inom studie-batcher. Inkluderar alla stabilt detekterade metaboliter eller proteiner fér
varje plattform. Median fér CV-vardena ar markerat med ett roétt streck
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CV for QC-provet inom Metabolons studie-batcher. Inkluderar alla stabilt detekterade metaboliter.
Data &r mediannormaliserat antingen baserat pa studieproverna eller QC-proverna.



sering. Detta visar pa vikten av att sant randomisera
sina prover om man ska forlita sig pA mediannorma-
lisering baserat pa studieprover (oavsett plattform).
For hela det bryggade datasetet, bestdende av bade
studie-batch 1 och studie-batch 2, ligger CV-virdet pa
14.2%. Detta visar att CV-virdet inte dr avsevart hogre
mellan studie-batcherna dn det dr inom studie-batch-
erna, trots att proverna analyserades med ndstan tva
ars mellanrum. Hierarkisk klusteranalys, dir prov
grupperas efter hur lika de ar varandra, visade vida-
re att de upprepade proverna fran studie-batch 1 och
studie-batch 2 klustrar ndrmast varandra (figur 4).
Mediannormalisering 6ver dagar tar dock inte hin-
syn till inom dag-variation. I ett forenklat forsok att
skatta inom dag-variation antar vi (pagrund av att
proverna ar randomiserade) att majoriteten av varia-
tionen som orsakar en linjir 6kning eller minskning
av en metabolit under en dag beror pd korordning.
Vi observerar da att drygt 30% av metaboliterna fort-

farande ar signifikant paverkade av drift inom varje
dag efter mediannormaliseringen (figur 5.)

Nightingale

Generell beskrivning

Nightingale dr en kommersiell plattform for riktad
metabolomik som anvander sig av NMR (nuklar mag-
netisk resonans) for att utféra 249 metaboliska mat-
ningar, 168 av dessa dr absoluta nivier medans 81 ar
kvoter. Metoden ar kvantitativ och enligt plattfor-
men finns inget behov av att ha en designad koérord-
ning, utan méatningarna ir stabila over tid. Plattfor-
men inkluderar tva egna separata QC-prov per platta
(per 96 prov) for att identifiera eventuella problem
med en hel provanalys. Data pa dessa prover lam-
nas dock inte ut. NMR har tidigare varit den tekniska
metod med krav pa storst volym av blod fér analys
men Nightingale anvinder idag endast ca 100 ul,
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Figur 4

Hierarkisk klusteranalys av de 40 plasma-proverna. Prover fran studie-batch 1indikeras med svart och prover
fran studie-batch 2 med rétt. Som distansmatt anvandes Manhattan och fér klustring Wards.D.
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analysera upp till 6000 prover per ar, vilket innebar
att tillgang till flera instrument som anvinds paral-
lellt &r nodvandigt for att uppna hog genomstromning
jamforbar med andra plattformar. Metoden ar likt
Metabolon baserad pd masspektrometri (MS) kopp-
lad till LC (vatskekromatografi) och FIA (flodesinjek-
tionsanalys). Biocrates kit dr en riktad analys som
delvis ar kvantitativ (102 metaboliter ir klassade som
kvantitativa). For ett mindre antal metaboliter har de
med en sju-punkts spaddningsserie (42 metaboliter), i
ovrigt anviander de en-punkts-kalibrering. Eftersom
det dr en riktad analys detekteras farre metaboliter
an t.ex. Metabolon men med férhoppningen att pre-
cisionen dr mycket hogre. Metoden anviander dess-
utom sma provvolymer vid analys, endast 10 yl. Vid
anvandning av Biocrates storsta kit (MxP Quant 500)
kan upp till 630 metaboliter detekteras. Proverna
analyseras pa plattor om 96 prov. Utéver spidnings-
serien inkluderar Biocrates dven blank- och nollprov
samt ett QC-prov i tre spddningar, varav det ena ana-
lyseras 4-5 ganger 6ver en provplatta. Data fér dessa
prov levereras tillsammans med data fran studiepro-
ver, vilket ger mojligheten att sjdlv anvianda dessa vid
utvardering av data. Data visualiseras och analyseras
idag i mjukvaran MetIDQ och den rekommenderade
normaliseringsmetoden dr att medelvirdesnormali-
sera data pa valfritt QC-prov som analyserats minst
tre ganger pa en platta. For att 4ven innefatta norma-
lisering inom en platta rekommenderas man anvan-
da specifikt Biocrates egna QC-prov samt en funktion
i MetIDQ for att justera for avvikelser i noggrannhet
hos QC-provet under provanalysen.

Utmirkande studier som anviint plattformen

Tidigare studier har visat pa relativt 1dg mellan-batch
variabilitet for Biocrates pa mellan 7-15%. Det har
aven utforts tva ringstudier, dar samma prover skick-
as till en rad olika analyslaboratorium virlden over.
Studierna anvande de mindre Biocrates-kiten (p.180
och p.400) och resultaten visade pa relativt god 6ver-
enstimmelse mellan analyser utférda vid olika ana-
lyslaboratorium (Siskos A P et al. 2017, Thompson ] W
et al. 2019). Den tekniska variationen varierade dock
mellan metabolitklasser, dir de absolut kvantifie-
rade aminosyrorna hade ldagst median CV pa 10.2%,
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medans acylcarnitines hade en median CV pa 38.2%
(Thompson J W et al. 2019). En ringstudie pa Biocrates
senast lanserade kit, Mxp Quant 500, pagir men har
iannu inte publicerats. Exempel pa kohorter dir Bio-
crates anvants for provanalys dr EPIC, Fenland stu-
dy och ToMMo (Tohoku Medical Megabank Organiza-
tion). EPIC har anvint Biocrates kit i manga ar och
har analyserat 10 000-tals prover. De har framférallt
anvant fall/kontroll-design och kitet p.180. Fenland
study har 6ver 9000 prover karakteriserade med
kit p.180 och ToMMo har data frdn p.180 men dven
data fran det nyare kitet Mxp Quant 500 fran nirma-
re 9000 individer. Aven Biocrates sjilva har analyse-
rat 6ver 1000 friska individer med syftet att definiera
normala koncentrationer av upp till 620 metaboliter.
De méatningarna har samlats i en avgiftsbelagd data-
bas vars syfte dr att kunna anviandas som kontroll i
studier eller for att utvirdera kontrollprover. For-
hoppningen ar att databasen ska vidxa och analyskun-
der som bidrar med data far darfor ett reducerat pris.

Reproducerbarhetsanalys

Proverna skickades pa analys till ett Biocrates cer-
tifierat forskningslaboratorium som anvidnde sig av
Biocrates MxP® Quant 500 kit. Med det Kkittet kan
upp till 630 metaboliter detekteras men som namnet
antyder forvantas man dock bara kunna detektera
narmare 500. I analysen detekterades 355 och 371
av metaboliterna i minst 75% av de 40 biobanks-
proverna i studie-batch 1 respektive studie-batch 2,
vilket var en lagre detektionsniva dn férvintat. Det
finns dock indikationer pa att utférandet av analy-
serna varit bristfilligt. Dels observerades hog bak-
grundssignal i framfé6rallt studie-batch 1 och dels var
det i bada studie-batcherna en hog andel prover (5%)
dar analysen misslyckats och ndstan inga metaboliter
detekterades. Vilka prover som misslyckades var oli-
ka mellan studiebatch-1 och -2, vilket visar att detta
inte var ett problem med provets kvalité utan med
analysutférandet. Trehundrasju metaboliter kunde
detekteras i mer dn 75% av de 40 proverna i bada
batcherna. Median CV-virden for QC-provet baserat
pa de stabilt detekterade metaboliterna fér de tva
studie-batcherna beriknades till 14.4% respektive
11.1% och till 16.4% mellan de tva studie-batcherna



(tabell 2). Aven om median CV-virdet for studie-batch 2
var relativt 1agt kan man i figur 2 observera ett
antal metaboliter i studie-batch 2 med ett férhojt
CV-virde som inte finns i studie-batch 1. Klusterana-
lys visar dven att de upprepade proverna (tekniska
replikaten) inte klustrar med varandra (figur 4). Efter
en representant for foretaget Biocrates granskat den
utforda provanalysen visade det sig att provplattan for
studie-batch 2 analyserats over tva dagar, vilket inte
rekommenderas. Konsekvensen &r att stora delar av
data darfor inte kan anses tillforlitligt. Detta visar pa
vikten av att det laboratorium som anlitas for att ut-
fora provanalysen har genomgatt nédvindig traning
och har full teknisk forstaelse for Biocrates metod.

Olink

Generell beskrivning

Olink-plattformen utfér analys av proteomet och tek-
niken bygger pa matchad dubbel antikroppsinbind-
ning tillsammans med oligonukletid-sekvensering.
Plattformens forsta storskaliga analyspanel, Explore,
vilket dr den som anvénts i var reproducerbarhets-
analys, kan detektera upp till 1463 proteiner (i 1472
analyser). Tillginglig pA marknaden har de dven en
nyutvecklad analyspanel med kapacitet att detekte-
ra upp till ca 3000 proteiner. Metoden anvander sig
av ytterst sma provvolymer om endast 1 yl. Man kan
skicka prover for analys hos Olink men de séljer aven
kit s att metoden kan sittas upp lokalt. Olink rap-
porterar tillbaka relativa semikvantitativa data. Uto-
ver studieproverna inkluderas dven tva QC-prov om
tva och tre replikat och tre blankprov i en provana-
lys om 96 prover. Data fran alla dessa prover leve-
reras vid utford provanalys. Den rekommenderade
normaliseringsmetoden av data mellan provplattor
inom ett projekt dr mediannormalisering baserat
pa studieprover. Mellan tva studie-batcher rekom-
menderar Olink att ett antal prover (ankarprover)
fran den forsta studie-batchen analyseras igen i den
andra studie-batchen och sedan anviands for norma-
lisering mellan batcher. Om det sedan utférs analys
av en tredje studie-batch sa viljs nya ankarprover
fran andra studie-batchen. Plattformen ir tydlig pa
sin hemsida att ankarproverna dar nodvandiga for att
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kunna jimfora resultat mellan studier. Det dr dven
mojligt att anvdanda QC-prover for detta andamal men
syftet ar att ankarproverna ska spanna over en stérre
datarymd och darfor utgora det priméra valet. Pro-
verna analyseras i fyra spidningar for att fa bittre
dynamiskt omfang och 6ver ett flertal sub-paneler.

Utmairkande studier som anviint plattformen
UK-biobank har nyligen analyserat 6ver 54 000 pro-
ver med Olink Explore. Proverna analyserades ran-
domiserat inom 2 dataset och i studien observera-
des en vildigt 1ag 6vergripande batch-variation, med
ett CV-virde pad 6.3 % (Sun B B et al. 2022). De idr nu
pa vig att analysera proverna vidare med den nyut-
vecklade 3000 protein-panelen. I andra mindre stu-
dier har CV-varden kring 8-14 % rapporterats. SCALOP
(Systematic and Combined AnaLysis of Olink Pro-
teins) ar ett samarbetsinitiativ dir man samlat data
frdn individer som har bidde genotypdata och Olink
data. Inom initiativet har man idag data frdn nirmare
70 000 individer och 45 kohorter och man har bland
annat genomfort en omfattande metaanalys innefatt-
ande over 30 000 individer och 90 kardiovaskulidra
proteiner (Folkersen L. et al. 2020).

Reproducerbarhetsanalys

Vi skickade prover for Olink-analys till den nationella
analysfaciliteten SciLifeLab. Vara prover analyse-
rades vid bada studie-batcherna tillsammans med
andra prover. Totalt utgjordes provsetet vid bada till-
fillena av fem plattor pd 96 prov vardera, dir vara
plasma-prover och QC-prover var spridda 6ver alla
plattor. En storre andel av proteinerna i analyspane-
len detekterades stabilt i blodplasmaproverna jim-
fort med metabolomik metoderna, 1221 och 1212 av
1472 analyser detekterades i minst 75 % av proverna
i de tva studie-batcherna. Median CV-virdet berdkna-
des till 12.8 % och 10.0 % for studie-batch 1 respekti-
ve studie-batch 2 (tabell 2). Median CV-vardet mellan
de tva batcherna var 12.3 %. Klusteranalys visar att
motsvarande prover frdn de tva analyserade batch-
erna klustrar narmast varandra (figur 4). Vi ser med
andra ord ingen storre 6kad variation mellan tva stu-
dier jamfoért med inom en studie. Tiden mellan de tva
analyserna var dock bara ca 2 manader.



Somalogic

Generell beskrivning

Somalogic-platformen anvdnder sig av en aptamer-
baserad proteomikmetod. Aptamerer ar korta
oligonucleotider som binder med hoég affinitet till
malproteiner. Liknande Olink analyserar Somalo-
gic prover pa plattor om 96 prover i tre spadningar
dar de inkluderar egna QC-prover, kalibreringsprov
och blankprover. Data fran alla dessa prover leve-
reras ocksa vid utférd provanalys. Somalogic base-
rar sin datanormalisering pa kalibreringsprov och
referensvirden. Referensvirdena har genererats
genom upprepad analys av kalibrerings proverna.
De skalar dven data i férhallande till en amerikansk
referenspopulation. Data ska i och med denna nor-
malisering inte vara beroende av Ovriga prover
som analyserats i plattan och resultaten pastas dar-
for vara direkt jimforbara mellan studie-batcher.
Den senast tillgdngliga versionen av Somalogics
SomasScan assay detekterar enligt specifikation 6628
proteiner. Med detta erbjuder Somalogic-plattformen
den bredaste proteinpanelen pa marknaden, men de
kraver ocksd en storre provvolym (130 yl) och har i
dagslaget ett hogre pris.

Utmadrkande studier som anvint plattformen

Multipla storskaliga studier har anvént sig av Soma-
logics SomaScan assay och de flesta rapporterar laga
CV vdrden pa runt 6% over stort antal analyserade
plattor. Tva av de stOrre studierna som gjorts med
SomaScan dr analysen av drygt 35 00O islindare
inom DeCode och drygt 12,000 individer fran Cam-
bridge-omradet inom The Fenland Study (Ferking-
stad E et al. 2021, Pietzner M et al. 2021). I en studie
fran tidigare i ar jimfoérdes plattformarna Olink och
Somalogic (Katz D H et al. 2022). Dir noterad man
hogre precision for data fran Somalogic men fler
fenotypassociationer fér data fran Olink. Man visade
pa vinsten med den hdégre precisionen hos Somalo-
gic genom att illustrera hur stora studiegrupper man
behovde for att hitta en signifikant medelvardesskill-
nad beroende pa hur hog batch-varationen var. Det
krdvdes runt tio ganger sa manga fall vid ett CV pa
14% som de sag for Olink jimfoért med ett CV pa 4%
som de sag for Somalogic. Ett omrdde som behdver
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redas ut mer ar specificiteten hos plattformarna da
korrelationen mellan plattformarna ir 1ag for majori-
teten av proteinerna.

Reproducerbarhetsanalys

Somalogics assay innehdller 7596 analyser, varav
7288 utgoér humana proteinanalyser av 6628 protei-
ner. Resterande analyser utgors av icke-humana pro-
teiner och kontrollanalyser. Biobanksproverna i var
studie analyserades med Somalogic enskilt, dvs inte
tillsammans med andra studier. Detta innebar att alla
prover fick plats pa en platta vid analys av de bada
batcherna. Det var extremt fa av de 7288 analyserna
som var under detektionsniva i mer dn 25% av pro-
verna (1 analys for studie-batch 1 och 12 analyser for
studie-batch 2). Ett och samma av de 40 biobanks-
proverna flaggades for lag kvalité i bada batcherna.
Detta indikerar att provet antingen ir av dalig kva-
lite eller att det &r nagot i provets karaktir som gor
att det dr svart att analysera med Somalogics assay.
Ingen av de ovriga utvdarderade plattformarna har
tydligt flaggat for problem med det specifika provet.
Median CV-vardet berdknades till 2.5% och 2.0%
for de tva studie-batcherna vilket var mycket lagre
dn for ndgon annan utvdrderad plattform(tabell 2).
Median CV-virdet mellan de tva studie-batcherna
beridknades till ett ndgot hogre viarde av 3.3%, dock
fortfarande i den ldga nivd som plattformsleveran-
toren sjalva och andra studier indikerat. Igen var
tiden mellan de tva studie-batcherna dock kort, ca
1 manad. Klusteranalys visar att motsvarande pro-
ver fran de tva analyserade studie-batcherna klustrar
niarmast varandra (figur 4).



Slutsatser och rekommendationer

Data fran de utvirderade kommersiella plattformar-
na innehaller alla en viss batch-variation (CV for
QC-Prov) aven efter rekommenderad batch-norma-
lisering (tabell 2). Dock dr denna variation betydligt
lagre dn variationen mellan plasmaproverna (CV for
plasmaprov), vilket tydliggérs av klusteranalysen
(figur 4) dar de bida analyserna av ett plasmaprov
(studie-batch 1 och 2) hamnar intill varandra, fér mat-
ningar fran samtliga plattformar utom Biocrates dar
sjdlva provanalysen utforts undermaligt. Detta be-
tyder att korrelationen mellan samma prov i tva oli-
ka studie-batcher dr hogre dn korrelationen mellan
olika prover i samma studie-batch. Magnituden pa
batch-variationen for QC-provet inom studie-batch 1
och studie-batch 2 skiljer sig nigot. Oftast da en ho-
gre batch-variation fér QC-proven observerats ar
aven variationen mellan plasmaproverna hogre.
Detta visar pa sma variationer i hur mycket brus
som skapas vid varje provanalystillfille. Vid bryggning
av de tva batcherna okar variationen ytterligare for
QC-provet, men bara marginellt och i storleksordning
med differensen i batch-variation mellan batch 1 och
batch 2. Skillnaden mellan variationen inom QC-pro-
ven och inom plasmaproven ar en indikation pa hur
stor andel batch-variationen utgor av den totala varia-
tionen och denna skillnad dr betydligt stérre for pro-
teomikmetoderna dn metabolomikmetoderna. Det-
ta indikerar att det dr littare att uppticka relevanta
biologiska skillnader i proteomikdata pd grund av
storre differens mellan brus och biologisk variation.

Aven om den tekniska batch-variationen dr betyd-
ligt mindre dn variationen mellan plasmaproverna
bidrar den till 6kad normalvariation, som i sin tur
leder till att det ar svarare att detektera signifikanta
avvikelser mot normalvariationen, vilket ofta &r
malet i populationsbaserade kohortstudier. Det dr dir-
for viktigt att minimera effekten av batch-variation.
De flesta kommersiella plattformar rekommenderar
att man randomiserar sina prover inom en studie
eller provset. Om en kohort analyseras ska alltsa alla
prover analyseras i slumpmadssig ordning. Antagan-
det att medianvardet for varje analys ar konstant over
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batcher (platta/dag/studie) bor dairmed vara uppfyllt
och man kan anvidnda sig av mediannormalisering
baserat pa studieprover. Om man behdver dela upp
studien/kohorten i delanalyser dr det fortfarande
fordelaktigt att proverna randomiseras over alla ana-
lyser. Det rekommenderas dock att man dven inklu-
derar bryggningsprover i form av QC-prover eller
ankarprover. QC-prov kan dven komma till anvind-
ning ndr inom-batch-effekter behover atgardas,
medan ankarprover kan spidnna 6ver en storre ana-
lysbredd. Metabolon har med QC-prov i sin analys
som anviands for bryggning mellan studier. Brygg-
ningen gors av foretaget vilket innebar att de maste
hélla de data som ska bryggas 6ver tid och en ny
bryggning maste gbras varje gang ett nytt datset
analyseras, dessutom forlitar man sig pa att foreta-
gets QC-prov finns tillgdngligt 6ver tid. Det gar dven
att utveckla och skicka sitt eget QC prov for analys.
Detta ar dock, utover att det okar totala antalet pro-
ver som ska analyseras vilket bidrar till mer brus,
en kostnadsfraga. Om vart 8:e prov i en LC-MS ana-
lys ska utgoras av ett QC-prov kommer dessa att mot-
svara over 12% av den totala kostnaden och provan-
talet. Olink rekommenderar istillet ankarprover. Det
innebdr att inom en studie maste proverna vara ran-
domiserade men mellan dessa studier bryggar man
med hjalp av ankarprover. Vid muntlig kommuni-
kation rekommenderade Olink att man inkluderar
30-40 ankarprover och detta oberoende av stor-
leken pa vardera delanalys. Biocrates och Soma-
logic inkluderar bada egna QC-prov som ingdr i batch-
normalisering och data for dessa ingar i leveransen
medan Nightingale pastar sig vara fri fran batch-
effekter. Vi noterade att redan vid en liten paver-
kan pa randomiseringen av prover ir det bittre att
anvianda sig av medianen for ett bryggningsprov dn
medianen av studieproverna (frin den begrdnsade
randomiseringen som gjordes vid metabolon-analy-
serna, figur 3).

Om batch-effekter kvarstar, och det inte finns nagot
bryggningsprov eller mer komplexa studier ska bryg-
gas, kan det var nodvandigt att utvirdera och imple-



mentera vidare normaliseringsmetoder. Detta kan
t.ex. goras i den statistiska modelleringen av data,
dock med nackdelen att det maste goras om for varje
analyssteg och att det kan vara svart att utféra homo-
gent oOver flera analyssteg. Alternativt kan forsok att
matematiskt eliminera batch-effekter innan statistisk
analys tillampas. Det finns ett flertal publicerade och
utvirderade algoritmer for bada dessa alternativ som
tdcker in bade de fall di bryggningsprov finns till-
gingligt och da det inte finns (Han S et al. 2020, Han W
etal 2022). Man bor dock vara medveten om att batch-
eliminering/modellering i sig paverkar data och kan
bade minska chanserna att uppticka sanna skillna-
der och dven skapa konstgjorda skillnader. Man boér
darfor noga granska effekterna av sin batch-norma-
lisering. Den viktigast atgirden for att undvika oon-
skade effekter eller svarigheter med att avligsna
oonskad variation ir att randomisera prover. Desto
storre justeringar och ju mer integrerad den oonskade
variationen dr med variationen av intresse desto sva-
rare ar det att korrekt kompensera for den (Zhou L. et
al. 2019). Att inkludera upprepad analys av ytterliga-
re ett prov som inte ingar i batch-normaliseringen av
data ar ett bra verktyg for att utvdrdera hur vil nor-
maliseringen fungerat.

Det dr dven vanligt att man vill sld samman data fran
olika kohorter. Variabilitet som uppkommer av att
proverna tillhor olika provsamlingar ar ofta storre
dn och skild fran den tekniska variabiliteten. Den
hanteras vanligtvis i den statistiska analysen. Forsok
att minska denna typ av variabilitet framover pagar
genom nationella rekommendationer for provhante-
ring och provinsamling.

Nightingale plattformen dr undantaget ovan proble-
matik, det dr en kvantitativ metod och enligt littera-
turen genererar de data i klass med kliniska standard-
matningar. De har idag 29 CE-mérkta och kliniskt
validerade markorer. Somalogic-plattformen uppvi-
sar dven betydligt battre precision i sina mitningar
trots att det dr en semi-kvantitativ metod. Det finns
i litteraturen vissa indikationer pa att detta kan vara
pa viss bekostnad av biologisk variation (Zhou L et al.
2019).
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Vad giller 6verlapp mellan plattformarna ar den hog
mellan Somalogic och Olink, 85% av proteinerna i
Olinks Explore-panel bestdende av 1463 proteiner gar
att aterfinna i Somalogics panel pa 6628 proteiner. For
de proteiner som forekommer pa bida plattformarna,
ar korrelationen mellan plattformarnas mdétresultat
relativ 1ag, vilket indikerar att de i manga fall méter
olika malprotein och specificiteten for de bada platt-
formarna behover utredas mer. For metabolomik-
metoderna vi utvarderat ar 6verlappet begriansat och
det handlar i detta fall snarare om att plattformarna
kompletterar varandra med detektion av olika meta-
boliter.

Fran litteraturen beskrivs dven Biocrates, som Aar
en delvis kvantitativ riktad metod fér metabolomik,
ha relativt hog precision och diarmed inte krdva sa
mycket batch-normalisering. I denna studie obser-
veras dock inte bittre CV-viarden for data fran Bio-
crates-plattformen dn fran Metabolon som &r en glo-
bal semi-kvantitativ metod. Detta ar dock den enda
metod dar provanalyserna inte utférdes av ett stan-
dardiserat analysféretag utan proverna har analy-
serats pa ett akademiskt forskningslaboratorium
dar Biocrates-metoden etablerats. Det har under
data-analysarbetet visat sig att handhavandefel pa-
verkat det utviarderade Biocratesdatat och vi kommer
darfor att fortsitta undersoka Biokrates lamplighet
som provanalysmetod. Biocrates utokar stadigt anta-
let metaboliter i sin plattform varfor det ocksa ar av
vdrde att upprepa analysen med kommande utvidgad
plattform.

De linga ledtiderna som upplevts inom projektet,
bade avseende att fa tillgang till prover och att upp-
ratta alla kontrakt med analysféretagen har belyst
den enorma vinsten med att omvandla provbanker
(biobanker) till databanker med ateranvdandningsbart
data. Initialt skulle proverna i de tva studie-batch-
erna analyseras med minst 6 manaders mellanrum
inom ett 2-drigt projekt. I slutindan kortades detta
ner kraftigt for alla utom en plattform (dar data for
studie-batch 1 redan fanns) och data levererades
forst i slutet av projekttiden. Att snabbt kunna fa till-
gang till data ar viktigt bade for att effektivt kunna



besvara forskningsfragor men ir dven en forutsitt-
ning for att nytdnkande eller hogrisk-hypoteser inte
ska bortprioriteras pa grund av att det ar for resurs-
krdavande. Samtidigt dr det da viktigt att de stor-
skaliga dataseten genereras pa ett adekvat sitt och
att anviandare har forstielse fér vad data har for
ursprung och didrmed modjligheter/begrasningar.
Under projektets gang har ett flertal stora studier
publicerats som dven dom adresserat teknisk varia-
tion i data vilket dr glidjande. God kunskap om de
analytiska plattformarnas mojligheter, men aven
begransningar, ar oerhort viktigt for att lyckas hitta
framtidens biomarkorer for olika sjukdomar.
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