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P4 kort tid har vi beveeget os fra at screene enkeltgener
over exomsekventering til nu at kunne sekventere hele
genomet (Figur 1). Genomsekventeringer har endnu et
begreenset omfang i den kliniske diagnostik, men tek-
nologien har et enormt potentiale og vil bidrage til vo-
res forstaelse af sygdomme, deres underinddeling og
behandling [1]. Forskning i geno-/fenotypekorrelatio-
ner, varianters interaktioner og farmakogenetiske sam-
menhange vil pa laengere sigt bne mulighed for at be-
nytte flere af resultaterne i patientdiagnostik og
behandling.

I denne artikel beskriver vi de klinisk genetiske erfa-

ringer med omfattende sekventering, herunder fordele,
ulemper og udfordringer i forbindelse med implemen-
tering af teknikkerne i bredere klinisk sammenhang.
Artiklen omhandler de genetiske varianter, der fore-
kommer i germ line.

VALG AF ANALYSE

En stor del af det daglige arbejde i klinisk genetik drejer
sig om valg af rette analyse til rette patient. Mange pa-
tienter har sé klar en feenotype, at man kan pege pé et
enkelt gen og stille den molekylargenetiske diagnose
ud fra sekventering af det ene gen. Det kunne f.eks.
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vare cystisk fibrose. Andre sygdomme manifesterer sig
med en feenotype, der kan skyldes fejl i flere forskellige
gener. Det kunne f.eks. veere Marfans syndrom eller
mental retardering. I disse tilfeelde vil man valge et
genpanel. Hvis feenotypen ikke entydigt peger pa be-
stemte gener, kan man valge exomsekventering. Ana-
lysen benyttes ofte efter lange diagnostiske forlgb, hvor
det ikke har veeret muligt at fastleegge en diagnose ved
en sneaevrere diagnostisk tilgang. Genomsekventering
vil kunne benyttes pd samme indikation.

En bred screening af mange gener indebeerer en ri-
siko for sekundere fund. Derfor har man traditionelt
sogt smalt fgr bredt, pa linje med Det Etiske R&ds anbe-
falinger [2]. Mengden af paviste varianter af ukendt
betydning ages ligeledes. For at fastslé betydningen af
disse, vil der ofte veere behov for at supplere med andre
analyser eller udredning af familiemedlemmer.
Afslutningen pa det ene diagnostiske forlgb kan der-
med blive starten pa det neeste.

TEKNIKKER

Ved exomsekventering anvendes next-generation se-
quencing (NGS) (Figur 2) til sekventering af den pro-
teinkodende del af genomet (1-2% af det humane
genom). Der identificeres omkring 50.000 varianter

' HOVEDBUDSKABER

» Genomsekventering har endnu kun
meget begreenset anvendelse i kli-
nikken, men teknikken er pa vej og vil
forventeligt erstatte andre
sekventeringsanalyser.

» Den ikkekodende del af genomet er
ikke sa velbeskrevet som exomet.
Med vores nuvaerende viden er vi pri-
meert i stand til at forudsige den klini-
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» Resultatet af en genom- eller exom-
sekventering er et gjebliksbillede. Ud-
viklingen og beskrivelsen af nye be-
tydende varianter gar sa hurtigt, at
en revurdering af data ofte vil &ndre
det resultat, der tidligere er formidlet
til patienten.

» Kompleksiteten af genetiske analyse-
resultater gges og accentuerer beho-

ske effekt af varianter, der forekom-
mer i exomet. Vi fortolker derfor data
ud fra en gammel forstaelsesramme.

vet for genetisk radgivning pa
specialistniveau.

hos et individ. Hovedparten af disse er hyppige nor-
maltforekommende varianter, der umiddelbart kan fra-
sorteres. Kandidatvarianter indkredses yderligere ved
at bruge sekvensdata fra relevante familiemedlemmer
til filtrering. Efterfglgende prioritering af varianter byg-
ger pd varianternes forventede effekt pé proteinniveau
samt en gennemgang af litteratur og databaser.

Selvom der i dag findes guidelines til variantfortolk-
ning [3, 41, beror processen i hgj grad pa faglig eksper-

g FIGUR 1

Det humane genom.
Valg af sekventerings-
strategi har stor betyd-
ning for mangden af
data, der produceres,
samt risikoen for se-
kundaere fund og fund
af varianter af ukendt
betydning. | dag fortol-
ker vi oftest genomdata
ud fra vores forstaelse
af exomet.

Det humane exom

+ 50 mio. baser (ca. 20.000 gener)

= Ca. 50.000 varianter

= Ikke alle gener har kendt sygdoms-
association

» Exomsekventering medfarer risiko for
sekundzere fund

Sekventering af et panel af gener

associeret til patientens

specifikke sygdom

» Fra fa til flere hundrede gener, svarende
til ¢ 1% af det humane exom

= Et par hundrede varianter

= Velafgranset risiko for sekundeere fund

Sekventering af et enkelt gen
associeret til patientens
specifikke sygdom

= Ca. 1/20.000 af det humane exom
» Fa varianter

= Ingen risiko for sekundaere fund
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tise. Variantfortolkning varetages af akademikere med
en natur- eller tekniskvidenskabelig baggrund. For at
sikre og ensrette kvaliteten i det diagnostiske arbejde er
der etableret et formaliseret efteruddannelsesforlgb til
»klinisk laboratoriegenetiker« i regi af Dansk Selskab
for Medicinsk Genetik (DSMG).

EXOMSEKVENTERING | DAGLIG KLINISK PRAKSIS
Man har tilbudt exomsekventering i klinisk sammen-

haeng siden 2014. Der foretages ca. 500 exomsekvente-
ringer arligt i regi af klinisk genetik, og antallet er kraf-
tigt stigende. Analysen benyttes iser til udredning af
patienter, som har dysmorfi og symptomer fra flere or-
gansystemer eller mental retardering og ved patienter
med neurologiske lidelser.

Vi oplever i stigende grad et behov for subakutte
analyser, f.eks. ved svert syge neonatale patienter,
hvor kendskab til den genetiske diagnose kan fé afgg-

g FIGUR 2

Vigtige begreber.

HPO = the human

Den samlede arvemasse.

kan videregives til efterkommere.

efterkommere.

nyresygdom.

Fremtoningspraeget.

Zndring i DNA-sekvensen, som ikke skyldes rekombination.

Den del af genomet, der udgeres af exoner. Man taler ogsa om den proteinkodende del af genomet.

Genforandring (mutation), der optraeder i kimbanen, dvs. i kanscellerne og deres forstadier. En germ line-variant

Genforandring (mutation), der er opstéet lokalt, f.eks. i en kreeftcelle. Kraeftcellen kan dele sig, og varianten vil
genfindes i alle dattercellerne, men ikke i kroppens @vrige celler. En somatisk variant kan ikke videregives til

Analysemetode til bestemmelse af reekkefelgen af nukleatider i DNA-strengen.

En high throughput-teknologi, der muligger sekventering af store mangder DNA langt hurtigere end den
traditionelle Sangersekventeringsmetode. Betegnelsen deaekker over en raekke forskellige sekventeringsmetoder.
Man benytter NGS-teknologien ved analyse af starre genpaneler, exomsekventering og genomsekventering.

Sammensetning af en reekke forskellige gener, der analyseres samtidig. Ofte med baggrund i, at generne kan
fordrsage den samme sygdom, eller forskellige sygdomme, der kan vise sig i form af en ens feenotype.

DNA fra patientens foraeldre sekventeres og medtages i databehandlingen, saledes at man kan frafiltrere de
varianter, som en foreelder har tilfeelles med patienten. Dette sker under antagelse af, at foreeldrene er raske, dvs.
ikke har en feenotype sammenlignelig med den, der seges en genetisk forklaring pa hos patienten.

En genforandring, som man ikke med sikkerhed kender den kliniske betydning af.

Fund af genetisk variant, der ikke er forbundet med den sygdom, som man underseger for. F.eks. kan man
undersage et barn for en genetisk arsag til mental retardering og finde en variant, der disponerer til udvikling af

phenotype ontology: HPO er en samling af standardiserede betegnelser for de fanotypiske afvigelser, der kan ses hos mennesker.

NGS = next-generation

sequencing.
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rende betydning for valg af behandling, eller i forbin-
delse med udredning af gravide, der gnsker praenatal
diagnostik for familizert forekommende, men diagno-
stisk uafklaret, sygdom. Der er en searlig rddgivnings-
meessig udfordring ved disse familier, der i den akutte
situation kan have sveert ved at traeffe en beslutning,
endsige forholde sig til oplysninger om sekundeere
fund.

I nogle tilfaelde lykkes det at finde den genetiske
arsag inden for dage til fa uger. For at opna de ngd-
vendige korte svartider er det afggrende at have NGS-
udstyr teet pa klinikken, sa logistik ikke stjeler tid, og s&
udstyret kan benyttes til yderligere afklaring af de pavi-
ste varianters betydning.

Solstralehistorierne er at finde bade lokalt og natio-
nalt, men det er vigtigt at holde sig analysens begrens-
ninger for gje [5-8].

Forud for exomsekventering gennemgés patientens
anamnese, og der foretages en grundig klinisk undersg-
gelse. Faenotypen prasenteres i the human phenotype
ontology-termer og resultatet drgftes pa tveerfaglig kon-
ference med deltagelse af kliniske laboratoriegeneti-
kere, bioinformatikere, kliniske genetikere og evt.
andre laeger. Det vurderes, om der skal tilbydes exom-
sekventering. Efter endt sekventering og variantklassi-
ficering preesenteres de mulige patogene varianter og
sekundeare fund, og der tages stilling til, om paviste va-
rianter kan rapporteres eller evt. skal valideres yderli-
gere (Figur 3). Er der tale om tumordiagnostik, vil re-
sultaterne typisk handteres i regi af multidisciplineere
tumor-boards, og kun i tilfeelde af pavisning af germ
line-varianter, vil der veere behov for henvisning til kli-
nisk genetik.

I litteraturen angives det diagnostiske udbytte af kli-
nisk exom- eller genomsekventering at ligge pé 25-52%
[9]. I vores kohorte var det 36%. Det hgje diagnostiske
udbytte i en population af patienter, der ofte forud har
faet foretaget andre genetiske analyser, viser, at exom-
sekventering er et effektivt vaerktgj til pavisning af den
genetiske baggrund for formodede monogene syg-
domme.

RADGIVNING

Da anvendelsen af omfattende genetisk sekventering er
forbundet med risiko for sekundere fund (som vi er
stgdt pa hos 8% af patienterne) og fund af varianter af
ukendt betydning samt tillige kan indebere informa-
tion om andre familiemedlemmers risiko for at udvikle
sygdom, er der skaerpet opmarksomhed pa at give den
rette rddgivning.

Forud for analysen gives der grundig mundtlig og
skriftlig information om formal, mulige resultater og
begransninger, konsekvenser samt procedure ved op-
bevaring af patientdata og DNA. At resultatet er et gje-
bliksbillede, baseret pé den tilgeengelige viden om gen-
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u FIGUR 3

Elementer i den genetiske udredning og radgivning ved omfattende sekventering.

Klinisk unders@gelse og gennemgang af patientens komplette
sygehistorie

Optegning af stamtrae

Verificering af relevante familiemedlemmers sygehistorie
- . .
Information om exom-/genomsekventering
Betaenkningstid
Samtykke
A
Sekventering
N
] Databehandling
Variantfortolknin
- !
Verificering af analyseresultatet
Eventuelle supplerende analyser
AR Tveerfaglig konference
N

Formidling af resultater til patienten
Stillingtagen til behov for kontrolundersagelser og
multidisciplinaer opfelgning

Stillingtagen til om andre familiemedlemmer kan have gavn af
radgivning og gentest

omet og med afsat i den specifikke kliniske indikation,
er et vilkar, der omhyggeligt skal formidles til patien-
terne for at sikre, at der ikke opstér misforstaelser og
frustrationer, hvis man i fremtiden opnr ny viden om
de fundne varianter. Informationen gives af en special-
leege eller af en uddannelseslage i klinisk genetik un-
der supervision.

Patienterne udfylder en samtykkeerkleering udar-
bejdet af DSMG (Figur 4), hvor de tager stilling til, i
hvilken grad de gnsker tilbagemelding om sekundeare
fund.

Man tilstreeber, at patienterne far mulighed for at
treeffe deres valg pa sa veloplyst et grundlag som mu-
ligt. Samtalen er omfattende; der afsattes typisk en
time til konsultationen. De fleste patienter veelger at
gennemfgre analysen, men mange har brug for betenk-
ningstid i forhold til beslutningen og for at vaelge gra-
den af tilbagemelding.

Nér analyseresultaterne foreligger, indkaldes pa-
tienterne til samtale. Der tages stilling til behov for
kontrolforlgb, og patienterne henvises til relevant op-
felgning. Ud fra familiens stamtra identificeres andre
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g FIGUR 4

Samtykke til omfat-
tende genomisk
sekventering udarbej-
det af Dansk Selskab
for Medicinsk Genetik.
Formularen kan ses i
fuld sterrelse i forbin-
delse med artiklen pa

DSMG

Dansk Selskab for Medicinsk Genetik
Informeret samtykke til omfattende genomisk sekventering*

Afdeling, Familie nr. Dato:

Navn Mor Far

CPR CPR CPR

Udfyldes af lzge

uden at gge den diagnostiske veerdi [10]. Plon et al be-
skriver, at mange ikkegenetikere traeffer uhensigtsmaes-
sige beslutninger, nér de henviser til opfglgende under-
spgelser pa baggrund af genetiske test. De besvarer
fundamentale spgrgsmél om genetik forkert og mis-
tolker genetiske fund, herunder serligt varianter af
ukendt betydning. Leeger, der selv tilkendegiver at have
et fagligt forhdndskendskab, klarer sig ikke bedre end
den resterende gruppe. I denne undersggelse medforte

Ugeskriftet.dk _ , »ikkegenetikeres« opfglgning pa de genetiske resultater
Jeg, , har informeret denne patient/foraelder/vaerge om de mulige resultater og begransninger ved
omfattende genomisk sekventering. Vi har diskuteret mulige konsekvenser og de procedurer, der benyttes ved analyse of . . . . .
opbevaring o patenkist 0§ ONA. e e e " ™% ennifold gkonomisk udgift i forhold til den ellers velbe-
s afpatent/order/uree skrevne algoritme for handtering [11].
1. Jeg pnsker at DNA fra mig/mit barn/den person jeg er varge for bliver opbevaret og analyseret for fglgende . .
sadom; Hennekam et al beskriver, at next-generation sequen-
ke for v e v G e s o o o o sl o ornles i e o o | CLI'E kraever »next-generation phenotyping«; vaerdien af
fum ey NGS kan kun udnyttes til fulde, hvis analyseresulta-
[ Jeg @nsker information om alle fund af sundhedsmzssig betydning, ogsa dem hvor der ikke er mulighed for
forebyggelse/oehanding. terne sammenholdes med patienternes individuelle fee-
Jeg @nsker om fund af betydning, hvor der er mulighed for . . . .
forebyggelse/behandiing. notype, og hvis de ved formidlingen til patienterne sat-
] Jeg gnsker som hovedregel ikke information om sekudzere fund. Jeg accepterer dog, at der i meget sjaldne . ° .
ifalde lan vare fun f en sidansundhedsmaxsig varl o mig sl elerminamile,a mi e i vare tes i en forstaelsesramme, hvor man tager hQ]de for det
orplgte i a nformore mig o farde
3. Viden om genetiske sygdomme vil sandsynliguis blive starre i fremtiden. Jeg har falgende holdning til muligheden for at fa faenotypiske spektrum, der kan veaere ved mange af de
yderligere information i fremtiden (sat kun ét kryds)
£ seg onsker ot bive ontaket, i hospiale i kendska t yderigere information om resariaerme st en - T11€TIA€1SK Nedarvede sygdomme [12].
omfattende genomiske sekventering, . o .
[ Jeg ensker som hovedregel ikke at blive kontaktet, hvis hospitalet far kendskab til yderligere information om Fra danSke forhold har Vi1 dag eksempler pa patlen_
af den genomiske o .
) ) ter, der har faet foretaget genetiske analyser uden en
a. fra den genomiske mé bruges til forskning uden navn og CPR efter projektgodkendelse
ved Videnskabsetisk Komite: . . o - . . .
tont 5 5 tilstraekkelig radgivning. Disse patienter kommer ofte
Ja Nej
Jeg e nformeret om, at Jeg har mulghed for at trakke mit samiykke tibage, uden at det péviker mt oo varos 1OTST til VOres kendskab i forbindelse med, at de henvi-
forlgb/forlgbet for den person jeg er vaerge for. Nar en mindrearig patient bliver 15 4r, si kan han/hun vaelge at @ndre det . . . ) o
\dn:ckrur:\;;:?:::d:‘ti::l:med hensyn til, om han/hun gnsker yderligere information i fremtiden. Hvis du vil aendre dit samtykke, skal ses tll preenatal dlagnostlk eller tll pr&dlktlv gentest for
en variant, der viser sig ikke med sikkerhed at veere syg-
Underskrift patient /forelder/vaerge Underskrift lege domsfremkaldende. Dette understreger betydningen
S pantr or der g gener,dr e af, at der skal henvises til genetisk rddgivning forud for
analyse, hvis der vurderes at vaere en betydelig risiko
for at finde germ line-varianter og i alle tilfeelde efter
fund af disse varianter.
familiemedlemmer, der kunne have behov for genetisk
rédgivning. FREMTID
Vi star over for et snarligt skift i analysetilgang, hvor
Hvem kan informere og radgive patienterne? genomsekventering vil blive fgrstevalgsanalyse i flere
I takt med at anvendelsen af omfattende genetisk se- sammenheange. Teknisk er analysen simplere at gen-
kventering finder stgrre udbredelse, vil rddgivningen nemfgre end andre NGS-baserede analyser og kan
forventeligt skulle mestres af leeger fra flere kliniske mindske risikoen for procedureathangige fejl. Udfor-
specialer og méske af flere faggrupper. Dette kan for- dringen ligger i, at den ikkekodende del af genomet
mentligt lade sig gore inden for de specialer, hvor om- ikke er sé velbeskrevet som exomet. Med vores nuvae-
fattende genanalyser anvendes hyppigt og kun sjeldent  rende viden er vi derfor primaert i stand til at forudsige
forer til germ line-fund. Er der derimod stor a priori- den Kliniske effekt af varianter, der forekommer i exo-
sandsynlighed for fund af germ line-varianter, bgr prae- met, som til gengaeld far en bedre daekning, hvis det
og postradgivning foretages af specialleeger i klinisk ge-  analyseres med en genomsekventeringstilgang.
netik. I dag fortolkes exom- og genomdata ud fra viden
I ukyndige hander kan en variant tolkes som syg- om enkeltgener. Den virkelige gevinst ved de udvidede
domsfremkaldende, uden at den reelt er det. Ien sddan  analyser opnds, ndr vi pa laengere sigt far indsigt i vari-
situation vil man stoppe sin diagnostiske sggen, og pa- anters kombinerede effekter, det protektionistiske po-
tienten kan vere ringere stillet end fgr en molekylaerge-  tentiale og samspil med andre faktorer, f.eks. miljg.
netisk diagnose. Mange »ikkegenetiske« laeger fgler sig Initiativer som det Nationale Genom Center giver for-
ikke kleedt pa til at formidle genetiske resultater i deres ventning om, at man fra nationalt hold vil kunne stille
kliniske arbejde. Hvis dette ikke anerkendes, risikerer databaser og regnekraft til radighed, som kan héndtere
vi at skabe et klinisk kaos, hvor usikkerheden omkring de store maengder data, og som med kobling til faanoty-
fundne varianters betydning for sygdom og opfelgning pedata vil understgtte forskning, der pa leengere sigt
pger sundhedsudgifterne og skaber iatrogen skade kan komme patienterne til gode.
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AFSLUTNING

Implementering af exomsekventering har betydet, at
flere patienter fér stillet en genetisk diagnose, men har
ogsd ngdvendiggjort et teettere samarbejde mellem la-
boratorium og klinisk genetiker. Det neere samarbejde
er afggrende for kvaliteten, idet der opstdr et langt
stgrre behov for efterbehandling af analyseresultater
og kobling til pracis feenotype.

Formidling af de komplicerede analyseresultater,
med risiko for sekundare fund og fund af ukendt be-
tydning, accentuerer behovet for pree- og postanalytisk
rédgivning.

Den igangvarende og fremadrettede forskning rum-
mer store muligheder for mere individualiseret diagno-
stik. Vi ma nu sikre os, at de patienter, der bliver en del
af begyndelsen pa den genomiske era, far en passende
rédgivning og en hensigtsmaessig vej gennem sund-
hedssystemet, sa de ikke kommer til at betale prisen for
en primitiv infrastruktur.
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