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Diagnostisk eksomsekvensering -

norske erfaringer

BAKGRUNN Ny teknologi for DNA-sekvensering er i ferd med & revolusjonere medisinsk
diagnostikk. Ved bruk av eksomsekvensering er det n& mulig & sekvensere alle menneskets
gener parallelt. Metoden har vaert benyttet mye til forskning de siste drene og har né ogsa
inntatt diagnostikken. Malet med denne studien var 3 systematisere de fgrste erfaringene
med diagnostisk bruk av eksomsekvensering i Norge.

MATERIALE OG METODE Dette er en retrospektiv observasjonsstudie av alle eksomsekven-
seringer svart ut fra Seksjon for medisinsk genetikk ved Sykehuset Telemark i perioden
desember 2012 til oktober 2014. Dette omfatter 125 personer fra 46 ulike slekter. Majori-
teten av de undersgkte slektene var under utredning for et syndrom (n = 35, 76 %] eller en
nevrologisk sykdom (n =9, 20 %).

RESULTATER Det ble ved eksomsekvensering pavist patogene sekvensvarianter hos 15 av
46 probander. | tillegg fikk 12 probander pavist varianter av ukjent betydning. Av 100 pasien-
ter som anga gnsker for tilbakefgring av eventuelle utilsiktede funn, svarte seks at de ikke

gnsket slik informasjon. Det ble ikke gjort utilsiktede funn, men det ble heller ikke aktivt

spkt etter slike sekvensvarianter.

FORTOLKNING Eksomsekvensering kan gi flere pasienter med syndromer eller nevrologisk
sykdom en drsaksdiagnose, og de kan fa diagnosen tidligere. Pasientene i denne studien er
imidlertid betydelig selektert, resultatene ma derfor tolkes med forsiktighet.

Ny teknologi forer nd til banebrytende end-
ringer i genetisk diagnostikk. Den nye DNA-
sekvenseringsteknologien, omtalt som blant
annet dypsekvensering, heykapasitetssek-
vensering og storskala DNA-sekvensering,
brukes til & bestemme rekkefolgen av bygge-
steinene (nukleotidene) i DNA. Metoden
gjor det mulig & sekvensere hele det mennes-
kelige arvematerialet, helgenomsekvense-
ring, men dette er av praktiske arsaker fore-
lopig lite utbredt.

De fleste kjente sekvensvarianter som
forarsaker monogene sykdommer eller til-
stander, finnes i genenes kodende omrader,
eksonene (1). Derfor sekvenseres som oftest
kun disse omrédene, som til sammen utgjor
1-2% av genomet. Dette omtales folgelig
som eksomsekvensering. Siden helgenom-
og eksomsekvensering har mange likheter,
brukes til tider utrykket genomsekvensering
som en samlebetegnelse for disse.

Sammenliknet med tradisjonell DNA-sek-
vensering (Sanger-sekvensering) er eksom-
sekvensering mye mer effektivt. At det nd er
mulig & sekvensere alle menneskets omtrent
20 000 gener parallelt, medferer en endring i
teststrategien som er omtalt som en diagnos-
tisk revolusjon (2).

Hittil har grundige kliniske undersekelser
dannet grunnlag for utvelgelse og pafelg-
ende Sanger-sekvensering av ett og ett gen.
Dersom det ikke ble gjort funn, matte man
gé tilbake og gjeore en ny gjennomgang av
kliniske data eller supplerende undersekel-
ser for & finne andre aktuelle gener a sekven-
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sere. Dette var bade tid- og ressurskrevende.
Fordi eksomsekvensering gjor det mulig a
undersgke alle gener parallelt, kan testingen
na gjeres uten a velge ut noen gener.

Ved mistanke om en recessiv tilstand eller
nyoppstatte mutasjoner (de novo-mutasjo-
ner) er det fordelaktig & underseke bade den
affiserte probanden og dennes friske for-
eldre. Dette omtales som triosekvensering og
benyttes ofte ved syndromutredning, utvik-
lingshemning og nevrologisk sykdom (3, 4).

Naér alle genene sekvenseres parallelt, kan
det bli gjort utilsiktede funn som ikke har
med indikasjonen for undersekelsen & gjore.
Disse kan ha prediktiv verdi — for eksempel
kan det bli pavist en sekvensvariant som gir
hay kreftrisiko hos en pasient som i utgangs-
punktet ble undersekt for en nevrologisk
sykdom. Dette er regulert i bioteknologi-
loven, og det kreves skriftlig samtykke og
genetisk veiledning av pasienten ved predik-
tive undersekelser (5). I tillegg ma institu-
sjonen vaere godkjent av Helsedirektoratet
for & utfere slik testing.

Rapporten Persontilpasset medisin i hel-
setjenesten ble i 2014 utarbeidet av de regio-
nale helseforetakene pa oppdrag fra Helse- og
omsorgsdepartementet (6). Den anbefaler at
diagnostikken av pasienter med sjeldne arve-
lige enkeltgensykdommer utvides med eksom-
og helgenomsekvensering, og at nytteverdien
av disse resultatene for pasientene ber evalue-
res. Det finnes ogsé et norsk forslag til veileder
for bruk av genomsekvensering beregnet pa
klinikere, forskere og regionale etiske komi-
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Ny teknologi for DNA-sekvensering gjgr
det mulig & studere alle menneskets gener
samtidig i én analyse

Metoden ble i denne observasjonsstudien
benyttet pa pasienter med antatt arvelig
syndrom eller nevrologisk sykdom som
hadde vaert under utredning i flere ar

En tredel av pasientene fikk en arsaks-
diagnose
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Tabell 1 Oversikt over undersgkte personer

Undersgkte personer 125
Probander (slekter) 46
Slekter med 1 undersgkt person 6
Slekter med 2 undersgkte personer 5
Slekter med 3 undersgkte personer 31
Slekter med 4 undersgkte personer 4
Probander med sannsynlige og sikre patogene funn 15
Nyoppstatte 7
Nedarvede 8
Probander med funn av ukjent betydning 12
Kun nyoppstatte B
Nyoppstatte og nedarvede 2
Kun nedarvede D
Samtykkeskjema med angitt gnske om tilbakefgring av utilsiktede funn 100
Kun om indikasjon for undersgkelsen 6
Ogsa utilsiktede funn for sykdommer som kan behandles 38
Alle utilsiktede funn 56

teer (7). Videre retningslinjer utarbeides na av
tverrfaglige arbeidsgrupper initiert av Den
norske legeforening, ved Norsk forening for
medisinsk genetikk og Norsk selskap for
humangenetikk.

Eksomsekvensering er blitt benyttet i
forskning pé norske materialer til blant annet
pavisning av et nytt sykdomsgen for kronisk
diaré (8) og til kartlegging av genetiske arsa-
ker til ikke-insulinavhengig diabetes hos barn
og unge voksne (9). Derimot finnes det ingen
norske rapporter om diagnostisk bruk av
denne teknologien. Formalet med denne stu-
dien var derfor a systematisere de forste erfa-
ringene med bruk av eksomsekvensering i
genetisk diagnostikk i Norge og vurdere om
eksomsekvenseringen har fungert etter inten-
sjonen.

Materiale og metode

Dette er en retrospektiv observasjonsstudie
som inkluderer alle diagnostiske eksomsek-
venseringsanalyser hvor det ikke ble benyt-
tet genlister for spesifikke sykdommer til &
begrense hvilke gener som ble undersokt.
Resultatene ble svart ut fra Seksjon for
medisinsk genetikk ved Sykehuset Telemark
fra oppstart av analysen i desember 2012 til
oktober 2014. Spesialist i medisinsk gene-
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tikk vurderte det som sannsynlig at pasien-
tene hadde en sjelden monogen tilstand, men
arsaken til denne var ikke blitt pavist ved
andre undersokelser.

Det ble gjort triosekvensering, som inne-
baerer at ogsa uaffiserte personer ble under-
sokt. Materialet inkluderer ikke prenatal
diagnostikk eller undersekelser av avdede
personer. Studien er godkjent av Norsk sam-
funnsvitenskapelig datatjeneste/personvern-
ombudet som kvalitetssikring, og vi ansa det
ikke som nedvendig & legge den frem for
regional etisk komité for medisinsk forsk-
ning.

Alle de undersgkte fikk genetisk vei-
ledning for og etter eksomsekvenseringen
og samtykket til undersokelsen. Ved Syke-
huset Telemark benyttes et samtykkeskjema
med tre valg for tilbakefering av eventuelle
utilsiktede funn (se www.tidsskriftet.no/
hollaappendiks).

DNA ble ekstrahert fra blod, og prevene
ble opparbeidet med TruSeq Exome Enrich-
ment Kit eller Nextera Rapid Capture Exome
Kit (Illumina, San Diego, CA) for sekven-
sering pa en HiScanSQ (Illumina). For hver
prove ble det pavist i gjennomsnitt 57 000
sekvensvarianter, hvorav én eller to antas a
forarsake pasientens sykdom/tilstand. Se-

kvensvarianter med hey frekvens ble filtrert
bort, siden sykdommene det ble undersokt
for er sjeldne.

Som utgangspunkt ble det benyttet en
alternativ allelfrekvens pd 0,01 for recessiv
arvegang og en frekvens pa 0,001 for domi-
nant arvegang. Internasjonale databaser med
sekvensvarianter ble brukt til dette, men
siden den norske populasjonen har s@regne
normalvarianter, ble det ogsd benyttet en
egenutviklet database med norsk variasjon.
Sekvensvarianter som er synonyme (endrer
ikke aminosyre), introniske (utenfor spleise-
regioner) eller i utranslaterte regioner (UTR)
ble fjernet. I tillegg ble det satt krav til tek-
nisk kvalitet. Gener og varianter som gjensto
etter filtrering, ble deretter manuelt vurdert
opp mot tilgjengelige kliniske opplysninger
for & vurdere kausalitet. De mest sentrale
databasene i dette arbeidet var Online Men-
delian Inheritance in Man (OMIM), Human
Gene Mutation Database (HGMD) og Med-
line/PubMed.

Sekvensvariantene ble klassifisert i fem
klasser — klasse 5: Sikker patogen, klasse 4:
Sannsynlig patogen, klasse 3: Ukjent betyd-
ning, klasse 2: Sannsynlig neytral, klasse 1:
Sikker neytral. Gjenstdende sekvensvarian-
ter 1 gener som ikke hadde assosiasjon med
pasientens fenotype, ble ikke videre vurdert.
Sentrale aspekter ved klassifiseringen av
sekvensvarianter finnes i retningslinjer fra
Association for Clinical Genetic Science
(10) og American College of Medical Gene-
tics and Genomics (11).

Kun varianter i klasse 4 og klasse 5 ble rap-
portert til pasienten, og alle disse ble verifisert
med Sanger-sekvensering av alle tilgjengelige
familiemedlemmer. Flere detaljer om labora-
toriemetoder og tolking av sekvensvarianter er
beskrevet tidligere (12, 13). Eksomsekven-
seringsmetoden med tilherende bioinforma-
tikk og tolking av sekvensvarianter er validert
og akkreditert i henhold til ISO15189.

Resultater
Materialet omfatter 46 ulike slekter (proban-
der) med testing av 125 personer (tab 1). De
fleste slektene (n =31) besto av trioer med
friske biologiske foreldre og affisert barn.
Alle var bosatt pad Ser- og Ostlandet, med
unntak av tre personer. Halvparten av pro-
bandene (n=23) var bosatt i Telemark.
Gjennomsnittsalder ved rekvirering av gen-
etisk diagnostikk var 16 ar for probandene,
og 16 av disse var under fem éar.

Median dekning av sekvenserte eksoner
+ 2 basepar var 79 ganger. 88 % av dette
omradet ble sekvensert > 20 ganger og 83 %
ble sekvensert > 30 ganger. I de 31 under-
sokte trioene ble det hos probanden pavist
0-8 (middelverdi 2,1) sjeldne kodende
nyoppstatte varianter. I gjennomsnitt var
sekvensvarianter i 60 gener forenlige med
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Tabell 2 Sekvensvarianter som er blitt svart ut som patogene

Kategori Mutert gen
ACTG2
DARS2

Nevrologisk sykdom RYR1

ARID1B
EPGS
GRIN2A
MED13L
Syndromutredning NSD1
NSD1
PTEN
RECQL4

SPGT1

Nyoppstatt ([de novo)
sekvens-variant Genetisk diagnose
- Visceral myopati

- Leukoencefalopati

- Myopati/«central core disease», malign hypertermifglsomhet

- Charcot-Marie-Tooths sykdom

- Ataksi med vitamin E-mangel

Ja Baraitser-Winters syndrom

Ja Coffin-Siris’ syndrom

- Vicis syndrom

Ja Epileptisk encefalopati

Ja Utviklingshemning

Ja Sotos’ syndrom

Ja Sotos’ syndrom

Ja Cowdens syndrom/PTEN-hamartomtumorsyndrom

- Rothmund-Thomsons syndrom

- Spastisk paraparese, kompleks type

dominant arvegangsmodell, og varianter i
31 gener var forenlige med recessiv arve-
gangsmodell.

Pasientene var under utredning for et syn-
drom (n = 35), nevrologisk sykdom (n =9),
hematologiske og immunologiske tilstander
(n=1) eller endokrine tilstander (n=1).
Typiske symptomer og tegn for pasientene i
syndromkategorien var utviklingshemning,
dysmorfe trekk og forsinket psykomotorisk
utvikling. Pasientene med nevrologisk syk-
dom hadde ogsa et vidt spekter av sympto-
mer og tegn, blant annet ataksi, taleproble-
mer, intestinal pseudoobstruksjon og pareser.

Probandene var tidligere blitt grundig utre-
det med blant annet rentgenologisk bildedia-
gnostikk, biokjemiske analyser og kliniske
undersekelser. I tillegg var de blitt undersokt
med molekylargenetiske metoder, som kom-
parativ genomhybridisering (aCHG, n = 45),
G-bandkaryotyping (n =41), multipleks lige-
ringsavhengig probeamplifisering (MLPA,
n= 32) og Sanger-sekvensering av ett eller
flere enkeltgener (n = 18), uten at det var gjort
sikre patogene funn. Dette er minimumstall,
siden flere pasienter kan veere undersekt i
regi av andre sykehus uten var kjennskap.

Ved eksomsekvensering ble det pavist sek-
vensvarianter som antas a forarsake pasientens
tilstand i 15 av 46 slekter (33 %) (tab 2). I to av
slektene ble det pavist en nedarvet dominant
sykdom, malign hypertermifalsomhet og vis-
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ceral myopati (12). Begge kan fa alvorlige
konsekvenser, som kan forebygges. Det ble
pavist seks recessive tilstander der den affi-
serte hadde arvet ett mutert allel fra hver av
foreldrene. Sju funn var nyoppstétte hetero-
zygote mutasjoner. Alle disse ble pévist hos
pasienter som var under utredning for et syn-
drom. Da den genetiske diagnosen ble stilt,
hadde halvparten av pasientene vert under
utredning i mer enn fem ar, gjennomsnittet var
ti r.

Hos 12 probander uten sikker genetisk
diagnose ble det pavist varianter av ukjent
betydning (variant of unknown significance,
VUS). Sju av disse hadde nyoppstatte hete-
rozygote varianter, hvorav to ogsd hadde
nedarvede varianter. Hos fem av probandene
ble det pavist kun nedarvede varianter av
ukjent betydning.

Det ble ikke gjort utilsiktede funn hos
noen av de 125 deltakerne i denne studien.
100 av de undersgkte oppga skriftlig hvor-
vidt de ensket tilbakemelding om eventuelle
utilsiktede funn. Over halvparten (n = 56)
onsket 4 motta informasjon om alle utilsik-
tede funn som kunne ha betydning for deres
helse. 38 personer gnsket a fa vite om even-
tuelle utilsiktede funn kun hvis de gjaldt til-
stander som kan behandles eller forebygges,
mens seks personer bare ville ha informa-
sjon om de resultatene som undersgkelsen
var ment & besvare.

Diskusjon
Dette er den forste rapporten om bruk av
eksomsekvensering i medisinsk diagnostikk i
Norge. Det var antatt at majoriteten av pasien-
tene hadde et sjeldent syndrom, og de hadde
gjennomgatt en rekke utredninger pa forhand,
uten at eksakt diagnose var stilt. Materialet i
denne studien bestar av personer som er hen-
vist til genetisk utredning. Det er dermed
betydelig selektert og inkluderer et bredt
spekter av fenotyper. Resultatene mé derfor
tolkes med forsiktighet. Det ble ved eksomse-
kvensering pévist en antatt patogen sekvens-
variant hos 15 av 46 probander. Denne ande-
len samsvarer med resultater fra utenlandske
studier (14). Hos ni pasienter med nevro-
logisk sykdom ble det gjort fem funn. Hoyere
andel hos undersekte med nevrologiske
symptomer er omtalt av andre (15, 16).

Eksomsekvensering bidrar til & gi pasien-
ter med en genetisk sykdom en spesifikk
diagnose. Dette kan identifisere risikofak-
torer som bear unngés eller gjore behandling
mulig (17). Prognosen kan vurderes, og for
eventuelle fremtidige svangerskap kan gjen-
takelsesrisikoen anslds. Dersom den pato-
gene sekvensvarianten er kjent ved alvorlige
tilstander, dpner det muligheten for prenatal
genetisk diagnostikk.

En spesifikk genetisk diagnose kan brukes
som grunnlag for videre oppfelging. Dette
gjelder ogsé for symptomer og folgesykdom-
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mer som pasienten ennd ikke har, men har
okt risiko for & fa i fremtiden. Mange av fol-
gesykdommene er ikke apenbare. Eksempel-
vis ber pasienter med ARID1B-mutasjoner
folges opp av tannhelsetjenesten fra tre ars
alder pa grunn av spiseproblemer kombinert
med tannutviklingsforstyrrelser (18).

De fleste pasientene var allerede for sek-
venseringen grundig utredet gjennom flere ar
og vurdert av spesialister i inn- og utland.
Som nevnt tidligere hadde halvparten veert
under utredning i mer enn fem &r da den gen-
ctiske diagnosen ble stilt, og gjennomsnittet
var hele ti ar. Det ber derfor vurderes om det
er hensiktsmessig & gjore eksomsekvensering
tidligere 1 den diagnostiske prosessen for
enkelte pasientgrupper. Dette kan gi dem en
diagnose raskere og muligens spare dem for
invasive undersekelser, feilbehandling og
bekymringer.

For a redusere antall falskt positive resul-
tater ved eksomsekvenseringen ble alle pato-
gene varianter (klasse 4 og klasse 5) verifisert
med Sanger-sekvensering. Falskt negative
resultater kan forekomme ved eksomsekven-
sering, ettersom deler av sekvensen kan ha
dérlig teknisk kvalitet (dekning). Varianter
kan dermed unnslippe deteksjon. Dersom det
er sterk mistanke om at pasientens tilstand
skyldes en patogen sekvensvariant i et meget
begrenset genetisk omréade, for eksempel ett
enkelt gen, kan derfor Sanger-sekvensering
eller mélrettet dypsekvensering vare bedre
egnet enn cksomsekvensering. Imidlertid
viser beregninger at sannsynligheten for &
oppdage eventuelle patogene punktmutasjo-
ner eller sma insersjoner/delesjoner ved
eksomsekvensering er 93 % dersom gjen-
nomsnittsdekningen er over 100 ganger (15).
Eksomsekvensering er, som Sanger-sekven-
sering, ikke velegnet til & oppdage sterre
insersjoner/delesjoner eller ekspansjoner.

Kunnskapen om genenes funksjon og
deres rolle i sykdomsutvikling eker stadig.
Hele fem av de 14 genene hvor det ble gjort
funn i denne studien, ble forst koblet til den
aktuelle sykdommen/tilstanden i 2012. Det
betyr at dersom analysen var blitt utfort for
den tid, ville disse sannsynligvis ikke blitt
tolket som patogene. Det er derfor grunn til
a tro at variantene som i dag er av ukjent
betydning, vil kunne bli tolket som patogene
i fremtiden.

Tolking av sekvenseringsdata krever kunn-
skap om bade vatlabmetode, bioinformatikk,
molekylargenetikk og klinisk genetikk — og
ikke minst den aktuelle pasientens sympto-
mer og slektens sykehistorie. Flesteparten av
sekvensvariantene kan antas & vere benigne
pé bakgrunn av hey frekvens i normalpopula-
sjoner eller fordi de ikke endrer proteinets
aminosyresekvens. Noen varianter krever
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imidlertid grundig manuell vurdering. Tverr-
faglig samarbeid er viktig for 4 kunne fastsla
hvordan genetiske funn stemmer overens med
kliniske symptomer.

Kliniske opplysninger er en ngkkelfaktor
for & oppné gode resultater. Dersom disse er
mangelfulle, kan resultatet fra eksomsek-
venseringen likevel gi hint om hva som ber
undersgkes narmere klinisk. Selv i tilfeller
hvor det i ettertid viser seg & veere god over-
ensstemmelse mellom kliniske opplysninger
og den endelige diagnosen, ser vi ofte at rik-
tig diagnose likevel ikke blir stilt for resulta-
tene av eksomsekvenseringen foreligger. En
ny klinisk vurdering av pasienten kan fore til
at diagnosen bekreftes eller avkreftes, siden
det kan veere enklere & pavise eller utelukke
relevante symptomer nar man vet spesifikt
hva det skal letes etter.

Det ble ikke gjort utilsiktede funn i denne
studien. Det ble imidlertid heller ikke aktivt
sakt etter slike sekvensvarianter, siden dette
krever ekstra ressurser og det ikke finnes
norske retningslinjer som anbefaler dette. I
studier hvor det letes aktivt, blir det gjort
sekundare funn i opp mot 5 % av pasientene,
avhengig av hvor mange gener som blir
undersekt (16). Bare seks av personene (6 %)
som ble undersgkt i denne studien, ensket
ikke & fa vite om eventuelle utilsiktede funn.
Ytterligere 38 % onsket ikke 4 f4 vite om util-
siktede funn som kan fore til sykdommer som
ikke kan behandles.

Eksomsekvensering er en effektiv metode
—sykdomsérsaken ble pavist hos en tredel av
pasientene med syndromer eller nevrologisk
sykdom som allerede var undersgkt med
andre genetiske metoder uten at noen dia-
gnose var blitt stilt.
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