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» Helexomsekventering (WES) er en
screening af den proteinkodende
del af genomet og anvendes i den
diagnostiske udredning af f.eks.
syndromer og sygdomme med

De fleste sjaeldne, medfgdte sygdomme og syndromer,
hvoraf mange er ledsaget af udviklingshaamning og an-
dre kroniske handikap, har en genetisk arsag. Afklaring
af den molekylergenetiske defekt er en forudseetning for
at kunne give de ramte familier praecis genetisk radgiv-
ning og tilbyde undersggelser i kommende graviditeter.
Desveerre har den diagnostiske succes hidtil veeret beske-
den; selv efter omfattende klinisk, biokemisk, cytogene-
tisk og molekyleergenetisk udredning far kun op mod
50% af patienterne stillet en diagnose pd genniveau, ofte
forst efter en diagnostisk odyssé pa flere ar [1].

I de seneste ar har exom- og genomsekventering
forbedret den genetiske diagnostik af syndromer. Vi
giver her en status over metoder, resultater og etiske
aspekter af exomsekventering, der nu er implementeret
i klinisk praksis.

UDVIKLINGEN | METODER TIL DNA-SEKVENTERING
Sekventering af DNA er bestemmelsen af den ngjagtige
reekkefplge af de fire nukleotider, som udggr grund-
stammen i DNA. Den fgrste generation af sekvente-
ringsteknikker var Sanger-sekventering, ogsé kaldet
dideoxymetoden [2], som blev anvendt til sekventering
af det fgrste humane genom [3]. Det blev feerdiggjort i
2003 efter 13 ars arbejde og er stadig verdens stgrste
biologiske samarbejdsprojekt. Projektet satte gang i
udviklingen af nye effektive sekventeringsteknikker,
bl.a. massiv parallelsekventering, ogsé kaldet next gene-
ration sequencing (NGS).

NGS har udviklet sig med stor hast, hvilket har fort
til, at bade pris og tidsforbrug til sekventering er faldet
markant. Hvor sekventeringen af det fgrste fulde hu-

hgjere ved veldefinerede sygdoms-
grupper.

» Vha. WES kan man ikke pavise trinu-
kleotidekspansioner og visse andre
mutationstyper.

genetisk heterogenitet.

» WES farer til en diagnose hos 25-30%
med formodet genetisk sygdom,

mane genoms tre mia. nukleotider kostede flere mia.
USD, kan det i dag gores pd under to dage for omkring
1.000 USD.

Et alternativ til helgenomsekventering er targeteret
(malrettet) sekventering af de proteinkodende sekven-
ser (exoner) i genomet kaldet helexomsekventering
(WES). Samlet set udger exoner kun ca. 1,5% af det
humane genom, og det er derfor vaesentligt billigere at
sekventere exomet end genomet.

De fleste NGS-platforme ggr brug af samme meto-
dologi, nemlig fremstilling af et sdkaldt bibliotek,
klonal amplifikation, sekventering og dataanalyse.
Biblioteksdelen er fremstilling af de dele af genomet,
man gnsker at sekventere, f.eks. alle exoner ved WES
og evt. opkoncentrering af disse fragmenter ved poly-
merasekedereaktionsamplifikation. Derefter fglger
den klonale amplifikation og selve sekventeringen,
hvor nukleotiderne inkorporeres til en voksende DNA-
streng, som digitalt aflaeses undervejs som en sekvens.
Den hyppigst anvendte NGS-platform er fra lllumina,
hvis neermeste konkurrent er Ion Torrent-platformen
(Thermo Fisher Scientific) (Figur 1).

Nye sekventeringsplatforme, hvor sekventeringen
foregar i realtid, dvs. at sekvensen afleses undervejs,
hvilket ggr analysen veesentligt hurtigere og mere flek-
sibel, er formentlig snart pé vej. I modsetning til de nu-
varende sekventeringsplatforme, som gor brug af korte
DNA-stykker pd 200-400 bp, forventes det, at man med
den nyeste teknologi kan sekventere le&engere DNA-
stykker, hvorved puslespillet med at samle hele gen-
omer bliver meget enklere.

DATAANALYSE

Nér sekventeringen er feerdig, gennemgar de ré se-
kvensdata adskillige bioinformatiske analysetrin. Det
forste er base calling, hvormed de individuelle korte
nukleotidsekvenser identificeres. Det naeste er match
af disse nukleotidsekvenser til det humane reference-
genom (alignment). I tredje trin identificeres forskelle
ift. referencesekvensen (variant calling), og sidste trin
bestdr af annotering (identifikation af biologisk infor-
mation om varianterne, f.eks. konsekvens pa proteinni-
veau) og filtrering af de identificerede varianter (Figur
2). Afthaengigt af den valgte filtreringsstrategi eller -pri-
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E FIGUR 1

Sekventeringbiblioteket udgeres af korte DNA-fragmenter, som er
repraesentative for de omrader af genomet, man ensker at sekven-
tere. Fragmenterne indeholder specifikke sekvenser i enderne, de-
signet til at interagere med sekventeringsplatformen, som for Illu-
mina er overfladen pa flowcellen og for lon Torrent er sma kugler.
Det naeste trin er klonal amplifikation af biblioteket enten ved clu-
ster- (lllumina) eller emulsions-PCR (lon Torrent). Det sidste trin er
generering af den specifikke sekvens, som ved lllumina foregar
ved laserdetektion i specifikke clusters af fluorescensmaerkede
nukleotider og ved lon Torrent med et avanceret pH-meter, som
detekterer @&ndring i pH.
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oritering er antallet af varianter, dvs. mulige mutati-
onsfund, ved WES typisk et sted mellem 2 og 200. Ved
trioanalyse (undersggelse af patient og foraeldre) er an-
tallet af varianter ofte mindre, da der ogs4 filteres for
f.eks. de novo-varianter.

GENETISK UDREDNING VED MISTANKE OM SYNDROM
Ved mistanke om en specifik genetisk sygdom har man
traditionelt foretaget sekventering af et enkelt eller fa
gener med Sanger-sekventering. Ulempen er, at det
kan tage lang tid, hvis flere gener skal undersgges se-
kventielt, hvilket tillige ofte er dyrt. Genpanelanalyser
med typisk fra fem til flere hundrede gener udfgres ofte
med NGS, f.eks. ved mistanke om specifik sygdom, der
kan skyldes mutation i mange forskellige gener.

Ved mistanke om kromosomsygdom, enten aneu-
ploidi, f.eks. trisomi 21, eller mikrodeletions-/mikrodu-
plikationssyndrom, f.eks. 22q11-deletionssyndrom, har
man tidligere foretaget kromosomanalyse, evt. supple-
ret med fluorescens in situ-hybridiseringsanalyse, men
dette er i hgj grad erstattet af DNA-baserede metoder.
Hvis man ikke pé forh&nd har mistanke om et specifikt
syndrom, er standardudredningen kromosom-micro ar-
ray-analyse (array-CGH). Denne suppleres ofte med
biokemiske analyser, f.eks. screening af urin for organi-
ske syrer og screening af lysosomal enzymaktivitet.

I en opggrelse af 500 patienter henvist til udredning

M FIGUR 2

De forskellige trin i filtrering af data fra exomsekventering mhp. at identificere den/de varian-
ter, som er arsag til patientens sygdom. Ved trioanalyse vil der typisk identificeres faerre mu-
ligt patogene varianter.

VCF-fil efter kvalitetsfiltreringer og match til referencesekvens (hg19)

v

~50.000 varianter

Filtrering af lavkvalitetsvarianter (leesedybde og QC)

Filtrering pa populationsfrekvens
UCSC almindelige SNPs, 1.000 genom-projekt, EXAC database

\ Filtrering pa varienter i kodende del af genom og splice site-regioner /

Kun missence, nonsense, frameshifts, in-frame-deletioner
eller splice site-varianter

Kendte sygdomsgener
(HGMD, OMIM)

Kandidat
genliste

Arvegang

/

~2 - 200 mulige varianter

ExAC = Exome Aggregation Consortium; HGMD = Human Gene Mutation Database; OMIM = Online Mende-
lian Inheritance in Man; QC = quality control; SNP = single nucleotide polymorphism; UCSC = University
of California, Santa Cruz, Reference Sequences and Working Draft Assemblies for a large Collection of
Genomes; VCF = variant call format.

pa en klinisk genetisk afdeling fandt man en diagnose
hos knap halvdelen (46%) ved udredning med kromo-
somanalyse, micro array-analyse, sekventering af en-
keltgener eller genpaneler samt biokemiske analyser
[4]. De fleste patienter fik stillet en diagnose i forbin-
delse med den forste konsultation, hvorfor forfatterne
konkluderede, at man bgr overveje WES (eller helgen-
omsekventering) tidligt i den diagnostiske udredning,
da de efterfglgende bespg og udredning ikke medfgrte
nogen vasentlig gevinst ift. at stille en diagnose.

I1gbet af de seneste ca. fem ar er WES blevet indfgrt
som en metode til screening for monogene sygdomme,
hvis der ikke er mistanke om en specifik sygdom, eller
hvis der er tale om en genetisk heterogen sygdom, som
kan skyldes mutation i mange forskellige gener.

Vha. WES kan man afdzekke bade i forvejen kendte
sygdomme med usedvanlig praesentation og syg-
domme med hidtil ukendt sygdomsbillede og genetisk
etiologi. Ud af 105 familier var drsagen til den mang-
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E TABEL 1

Diagnostisk succesrate ved anvendelse af exomsekventering i udredning af genetiske sygdomme.

Indikationer

Mistanke om genetisk sygdom,

Mistanke om genetisk sygdom,

Total/molekyler-

symptomer eller forsinket udvikling, 87% bern

Mistanke om genetisk sygdom,

Mistanke om genetisk sygdom,

med neurologiske symptomer herunder

mental retardering, 59% bern

Neurometaboliske sygdomme, 90% bern

Mistanke om genetisk sygdom

genetisk diagnose Diagnostisk Autosomal
efter WES, n succesrate, % recessiv, n/N (%) Autosomal dominant, n/N (%) X-bunden, n/N (%)
64% bern 814/213 26 46/127°(36) 68/1272 (54), heraf 63 (93) 10/127° (8)
de novo-mutationer
88% neurologiske 2.000/504 25 181/504° (36) 280/504° (56), heraf 208 65/504° (13), heraf 40
(74) de novo-mutationer (62) de novo-mutationer
100% bern 40/12 30 5/12 (42) 7112 (58), heraf 4 (80) 0
de novo-mutationer
heraf 63% 51/15 29 71150 (47) 10/15° (67), heraf 5 0
de novo-mutationer og
1 mosaik
41/28 68 16/28°¢ (57) 12/28° (43), 10 de novo- 5/28°(18)
mutationer og 1 mosaik
500/152 30 51/152° (34) 86/152° (57), 68 de 22/152° (14),

mtDNA = mitokondrielt DNA; WES = helexomsekventering.

a) Der var kun detaljeret information om de 127 patienter, hvor WES er foretaget som trioanalyse.
b) Nogle af patienterne havde 2 genetiske sygdomme.

c) Det fremgér ikke af referencen, hvor mange af patienterne der havde varianter i kandidatgener.

novo-mutationer 9 de novo-mutationer

FORTSAETTES »

lende diagnose hos 26 familier (25%), at sygdomsbille-
det var sd atypisk, at man ikke klinisk havde haft mis-
tanke om et specifikt kendt syndrom, eller at patienten
var udredt meget tidligt i sygdomsforlgbet, sd karakte-
ristika for syndromet endnu ikke havde manifesteret
sig [5]. For ni af familierne (9%) blev genet fgrst asso-
cieret med sygdom i lgbet af udredningsforlgbet med
WES, og hos 23% var arsagen mutation(er) i ikke tidli-
gere beskrevne sygdomsgener [6].

Ud over at afslutte den diagnostiske odyssé kan en
diagnostisk afklaring pd DNA-niveau have konsekvens
for bade patienten i form af forbedret forebyggelse og
behandling og dermed prognose og familien i form af
mulighed for preenatal diagnostik og/eller preeimplan-
tationsgenetisk diagnostik (eegsortering) [7-9].

Anvendelse af WES i udredning af syndromer kan
pge det diagnostiske udbytte veesentligt (Tabel 1). En
sammenfatning af syv studier omfattende ca. 3.500
patienter viste en diagnostiske succesrate pa 25-30%
[7-13] eller hgjere, hvis den undersggte patientgruppe
var veldefineret, f.eks. patienter med neurometaboliske
syndromer, hvor succesraten var 68% [9]. WES kan
omfatte DNA fra en enkelt patient eller DNA fra patient
og foraeldre (trioanalyse). Sidstneevnte strategi kraever
en stgrre laboratoriemaessig arbejdsindsats og er mere
bekostelig, men kan gge succesraten, da dataanalysen
forenkles [12]. For autosomal recessive sygdomme far
man kun data for varianter, som sidder pd hver deres
allel, og man filtrerer desuden for de novo-varianter.
Dog vil der veere risiko for at overse en variant, som er

associeret med autosomalt dominant sygdom, hvis en
af foraeldrene baerer varianten i mosaikform.

Godt halvdelen af mutationsfundene ved WES var
associeret med autosomal dominant arvegang og lidt
faerre med autosomal recessiv arvegang (Tabel 1).
Endvidere havde op til 18% mutationer i gener pa
X-kromosomet. Op til ca. en tredjedel af mutationerne,
der blev pavist ved WES, var nyopstdede. I disse til-
feelde vil familiehistorien ikke pé forhand give noget
fingerpeg om, hvilken arvegang der er tale om, men her
vil en trioanalyse veere nyttig, da patientens mutation
ikke forekommer hos nogen af foreldrene.

Hos en ikke ubetydelig andel af patienterne (op til
14%) pévistes mutationer i to forskellige gener, som
begge bidrog til feenotypen (Tabel 1). Det kan vere
baggrunden for, at patienterne ikke har faet stillet en
diagnose tidligere, da man f.eks. kan have antaget, at
der var tale om et ikke tidligere beskrevet syndrom [9].

En vaesentlig udfordring ved at foretage WES er vur-
deringen af, om en funden variant er patogen. I vurde-
ringen inddrages bl.a. data om hyppighed i en kontrol-
population, konservering af aminosyrer i andre arter og
resultater fra celleforsgg. Fundet settes ogsa i relation
til patientens faenotype og formodet arvegang for syg-
dommen. Alligevel vil man i en exomanalyse ofte ende
med et antal variants of uncertain significance (VUS)’er,
som typisk ikke rapporteres til patienten. En anden ud-
fordring er de sékaldte tilfeeldighedsfund, dvs. varian-
ter, som ikke er associeret med patientens faenotype,
men som har betydning for patientens risiko for at f&
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E TABEL 1, FORTSAT

Diagnostisk succesrate ved anvendelse af exomsekventering i udredning af genetiske sygdomme.

Patogene varianter @nsker information om Med 2 genetiske Refe-
Anden variant, n/N (%) beskrevet tidligere®, n/N (%) tilfeldighedsfund, % Tilfeldighedsfund pavist, % sygdomme, n/N (%)  rence
3/127° (2) kopiantalsvariant = 97 5: BRCA1/2, kolorektalcancergener, = [12]
eller uniparental disomi hjertesygdom
1/504" (0,2) mtDNA (42) 90 4,6: BRCA1/2, kolorektalcancergener, hjertesyg- 23/504 (5) [11]
dom, polycystisk nyresygdom, Fabrys sygdom
= (53) 90 7,5: Marfans syndrom, hjertesygdom, BRCA2 0 [7]
0 (32) 100 for medically actionable, 5: kolorektalcancergener, hjertesygdom 2/15(13) [10]
kunne ikke fraveelges 7: anlegsheerere for recessive sygdomme
93 for anlegsbeerertilstand for
recessive sygdomme
7158 (12) 2: anlegsheerere for cystisk fibrose 5/37 (14) [9]
4/152° X-bunden dominant (3), - = 11/152 (7) [13]

3 de novo-mutationer

andre sygdomme, f.eks. cancer. I de studier, hvor pa-
tienterne er blevet spurgt, har en hgj andel, 90-97%,
gnsket at fa denne viden (Tabel 1). Andelen af tilfeel-
dighedsfund ligger pé 2-7%, primeert fordelt pa to
grupper: arvelig cancer (f.eks. mamma-og ovariecancer
eller kolorektal cancer) og hjertesygdomme (f.eks. kar-
diomyopati og ledningsforstyrrelser). En anden gruppe
tilfaeldighedsfund er anlaegsbaerertilstand for recessiv
sygdom, f.eks. cystisk fibrose [9, 10]. Den hgje andel af
tilfeeldighedsfund betinges delvist af, at man nogle ste-
der har valgt specifikt at spge efter varianter i 56 gener,
primeert relateret til cancer og hjertesygdom.

ETISKE ASPEKTER

Indfgrelsen af WES til brug ved klinisk diagnostik rejser
etiske spgrgsmal, isaer ift. udredning af bgrn og deres
ret til ikkeviden om tilfeeldighedsfund. American Col-
lege of Medical Genetics and Genomics (ACMG) udgav
12013 deres anbefalinger om diagnostisk exomsekven-
tering, som bl.a. omfattede grundig information forud
for stillingtagen til WES med inddragelse af en klinisk
genetiker ved information, tolkning af fund og/eller
svarafgivelse [14]. I retningslinjerne anbefalede man
at analysere specifikt for tilfeeldighedsfund i 56 gener,
der langt overvejende disponerer for cancer eller hjer-
tesygdom. Der var stor debat om dette, og ACMG har
efterfelgende modificeret deres anbefalinger, sa der
nu er mulighed for at fravaelge specifik analyse af de
56 gener, og man har i gvrigt senere revideret listen,
som nu omfatter 59 gener [15, 16].

Dansk Selskab for Medicinsk Genetik udgavi 2012
et politikpapir med anbefalinger af WES-indikations-
omréder, som omfatter patient/aborteret foster med
mulig genetisk sygdom af ukendt etiologi eller med

kendt atiologi, hvor der er en hgj grad af genetisk hete-
rogenitet [17]. Praenatal diagnostik med WES anbefa-
les ikke, da det er forbundet med betydelig vanskelig-
hed at tolke data fra en ofte mindre veldefineret
faenotype hos et foster og pga. det tidsmassige aspekt.
Anbefalingerne leegger op til, at information om og svar
pa analysen gives af en klinisk genetiker, og at patien-
terne pé forhand tager stilling til, hvilke typer af tilfel-
dighedsfund de gnsker information om: alle tilfeeldig-
hedsfund, tilfeeldighedsfund med behandlingsmeessig
konsekvens eller ingen information om tilfeeldigheds-
fund. I politikpapiret beskrives desuden krav til de in-
volverede laboratorier, herunder kvalifikationer for de
Kkliniske laboratoriegenetikere, som er ansvarlige for
analyse og tolkning af data.

PERSPEKTIVER

WES er allerede en del af den basale genetiske scree-
ning hos mange patientgrupper og anvendes ogsé hos
patienter med kendt klinisk diagnose, hvor der er bety-
delig genetisk heterogenitet, da det ressourcemeessigt i
mange tilfeelde er mere rationelt at foretage WES end
Sanger-sekventering. WES vil pd leengere sigt blive er-
stattet af helgenomsekventering i takt med, at prisen pé
analysen falder, isaer fordi studieresultater tyder pé, at
helgenomsekventering har en hgjere detektionsrate og
desuden kan erstatte array-CGH [18]. Helgenomse-
kventering bliver derfor formodentlig inden for relativt
kort tid en del af den primaere udredning for patienter,
hos hvem man har mistanke om genetisk sygdom, her-
under medfgdte syndromer.
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Exome sequencing for syndrome diagnostics
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The majarity of rare congenital disorders and syndromes
have a genetic cause, but the diagnostic rate using
standard workup is only around 50%. Whole exome and
whole genome sequencing methods have improved the
genetic diagnosis of syndromes during the latest few years.
This article is a presentation of the current status of
methaods, results and ethical aspects, especially regarding
incidental findings, of exame sequencing, which is now
implemented in clinical diagnostics.
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