Diagnostik

Nya gensekvenseringsmetoder
underlattar diagnostik av

sallsynta
sjukdomar

Nya gensekvenseringsmetoder har under de senaste

fa aren kommit till anvandning vid rutinmassig diagnos-
tisk testning av medfédda sjukdomar i svensk sjukvard.
Manga av dessa sjukdomar har neurologisk symtomato-
logi. De flesta av dessa sjukdomar ar var for sig sallsyn-
ta, men alla patienter med sallsynta medfodda genetis-
ka sjukdomar sammantaget utgér en betydande andel
av patienterna vid vara neurologimottagningar. Ofta har
patienterna svara och komplexa symtom och gatt ge-
nom omfattande utredning. Med denna artikel vill
docent Andreas Puschmann ur vuxenneurolo-

giskt perspektiv ge en dverblick 6ver de nya gentest-
metoderna, ge forslag pa hur och for vilka patient-
grupper dessa metoder pa ett rationellt satt kan
tilldmpas for klinisk diagnos, och belysa vikten av att
strava efter en exakt, genetiskt verifierad diagnos

vid utredning av dessa patientgrupper.
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Arvsmassan Korta "reads” Placering av reads till referens-
(genomet) genom och identifiering av
AGTCAGTTGAGCCGTCATCAGTC . :
avvikelser (varianter)
CATGTACCCGTAACCAGTTTGTA
Referens-
) TACCCOTATACCCOTAGT AAGCE sekvens GATTACGTAACCATGTACGCA
= GATTACGTAACCATGT CCA
a SKrs i TGAGCCGTCATAAGCGACCEG ATTACGTAACCAGGTA CA
o= _ ATTACGTAACCAGGTA CA
p‘aﬂ korta fragment TACOGATTACOTARCCATTATER TTACGTAACCATGTA A
o TAACCAGTTGAGCGCCGTCACTG G TTACGTAACCACGTAC A
—= G TTACGTAACCATGTAC A
= ATTACGTAACCATGOTCATAAA GA TACOTAACCAGGTAC L &s-
=R e == GAT ACGTAACCACGTAC .
b == CCCOTATACCCGTAGTAACGTTA GAT ACBTAAECATOTACE dJup
: TACCCGTAACCAGT TGAGCCATG GATT CGTAACCAEGTACE
"hﬂ Eventuellt GATT COTAACCATGTACCA
— urval av vissa CATGACGTAACCATGACGTAACC GATT GTAACCAGGTACCA
% omraden TACCCGTATACCCGTAGTAACGT GATTA TAACCATATACCA
GATTACG AACCATGTACCA
=] TGAGCCGTCATAAGCGACCATGE I
oA Parallell TACGGATTACGTAACCATTACGT Heterozygous
sekvensering TAACCAGTTGAGCGCCGTCATA variant T>C
ATTACGTAACCATGGTCATAAGT
CCCOTATACCCGTAGTAACGTTA Tackningsgrad:
Andelen av malomradet
som har tillrackligt lasdjup

Figur 1: Nya generationens gensekvenseringsteknologi. DNA skars i korta segment vars foljd av baser lases. Dessa "reads” placeras sedan in
i passande stalle av det kdnda méanskliga referensgenomet. Avvikelser fran referensgenomet markeras som varianter. Lasdjupet indikerar hur manga
ganger ett och samma stélle finns analyserad; ett lasdjup av x20 till x30 &r énskvard for tillforlitliga analyser. Tackningsgraden ar ett annat kvalitets-
matt for analysen, och anger andelen av det omradet som skulle analyseras verkligen blev analyserad med tillfredsstallande lasdjup. Modifierad ur
Gorcenco S, llinca A, Almasoudi W, Kafantari E, Lindgren AG, Puschmann A. New generation genetic testing entering the clinic. Parkinsonism Relat

Disord. 2020 Apr;73:72-84. doi: 10.1016/].parkreldis.2020.02.015, reproducerad med tillatelse fran Elsevier.

Massively parallel sequencing eller Nya generationens sekvense-
ring (NGS) betecknar ett forfarande som tilldter att alla en
individs gener eller till och med hela arvsmassan undersoks
1 en och samma analys. Principen idr att DNA frdn ett pa-
tientprov — oftast ett vanligt blodprov — skiirs i manga smé
bitar vars bassekvens (50—400 baser) lises av. En dator place-
rar sedan dessa bitar in i det kinda minskliga referensgeno-
met. Det registreras var den undersokte individens bassek-
vens avviker frin referensgenomet, och siledes bir genetiska
varianter [Figur 1]." Férfarandet kan anvindas pa forut se-
lekterade omrdden pd arvsmassan: Genpaneler sckvenserar
enbart gener med kind koppling for en viss klinisk presenta-
tion (exempelvis ataxi) och helexomsekvensering (eng. who-
le exome sequencing, WES) de proteinkodande omriden
(exon) 1 alla kiinda cirka 20.500 gener [Figur 2]." Eller s& kan

Med bioinformatiska

metoder filtreras sedan
varianter bort som inte bedoms re-
levanta, exempelvis eftersom de 1
stora databaser har pdtriffats hos for
mdnga friska individer eller dérfor
att de inte bedoms pdiverka det ko-
dade proteinets funktion.
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bassekvensen av niistan hela arvsmassan kartliggas (helge-
nomsekvensering, eng. whole genome sequencing, WGS).
Detta initiala urval av analysmetoden avgér huruvida fram-
taget grunddata senare kan anvindas for eventuella utvid-
gade analyser. Vid genpanelundersokning tas frin bérjan
enbart fram data i gener som hade kind koppling till sjuk-
domen eller syndromet ifrdga niir genpanelen sammanstill-
des. WES och WGS tar diremot fram data 6ver alla gener;
WGS inkluderar dven data 6ver introner (omriden kring och
mellan exonerna) eller andra icke-proteinkodande omriden
p& DNA som exempelvis kodar for siRNA eller tRNA, dir
fler och fler sjukdomsassocierade varianter uppticks. WGS
erbjuder alltsd de stérsta méjligheterna f6r senare komplet-
terande analyser av redan framtaget grunddata, men innebir
hogre initial kostnad.

Alla dessa metoder detekterar ett stort antal genetiska va-
rianter i varje undersokt individ. Beroende p4 exakt metodo-
logi uppticker WES av en person 30.000-90.000 och WGS
3-5 millioner genvarianter. Vid WES- eller WGS-baserade
analyser letar man dirfér vanligen enbart i gener som har en
kind koppling till patientens kliniska symtom eller syndrom
(genlista), dven om man direfter kan komplettera med ge-
nomgang av ytterligare genlistor. Detta steg forutsitter en
noggrann klinisk kartldggning s att ritt genlista viljs ut.
Med bioinformatiska metoder filtreras sedan varianter bort
som inte bedoms relevanta, exempelvis eftersom de 1 stora
databaser har patriffats hos f6r manga friska individer eller
dirfor att de inte bedéms pdverka det kodade proteinets funk-
tion. De allra flesta laboratorier tillimpar konsensusriktlinjer
fran American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) och Association of Molecular Pathology (AMP)’ for



att bedéma huruvida vissa genvarianter orsakar sjukdom. En-
ligt dessa strikta riktlinjer bedéms varianter med flera olika,
fastslagna kriterier och betecknas sedan efter ett schema som
patogena, sannolikt patogena, av osiker signifikans (eng. “variant
of uncertain significance”, VUS), sannolikt benigna eller be-
nigna. Svenska enheter f6r klinisk genetik brukar enbart rap-
portera patogena och sannolikt patogena varianter, medan
externa laboratorier ibland dven meddelar vissa varianter av
osiker signifikans nir de bedéms ha relativ hog sannolikhet
att vara sjukdomsframkallande. Viktigt att notera ir att den-
na interpretation av genvarianter ger uttryck for sannolikhe-
ten att varianten dr sjukdomsframkallande, ofta i relation till
alla andra genvarianter, och behéver tolkas tillsammans med
patientens kliniska bild.’> Olika laboratorier skiljer sig avse-
ende exakta metodologin, och det kan diskuteras vilka av
atskilliga datorprogram (“prediktionsverktyg”) f6r bedém-
ning av varianterna som ir mest anvindbara for klinisk dia-
gnostik. Invindningar har gjorts mot att ACMG/AMP-kri-
terier dr svdra att tillimpa for mycket sillsynta sjukdomar. En
rapport frin genetiskt laboratorium innehaller ofta informa-
tion om en eller flera genvarianter som anses relevanta fér
patientens kliniska bild, ssmmanfattande data om férekom-
sten av samma variant i olika databaser och om varianten
anses ha en effekt som nimnvirt paverkar proteinet.
Neurologiska sjukdomar kan orsakas av olika typer av
genvarianter. Direkt kan NGS-metoderna detektera varian-
ter med en eller ett fital forindrade baser, som punktmuta-
tioner eller korta (upp till cirka 10-20 baser linga) insertioner
eller deletioner. Med datordriven analys kan dven deletioner
eller multiplikationer (duplikationer, triplikationer, etc) av
lingre omrdden som exempelvis hela exon, gener eller kro-

mosomavsnitt identifieras, samt numera dven expanderade
basparsupprepningar (repeat expansions) upp till en viss
lingd* men eftersom detta beror pd indirekta metoder sd dr
NGS-metoderna med automatiserad efteranalys ofta inte i
stdnd att med sikerhet utesluta sidana genvarianter. Vid hog
klinisk misstanke pd en sjukdom som orsakas av storre dele-
tion, multiplikation eller av repeat expansions kan komplet-
terande testmetoder behovas.

RATT TEST FOR RATT PATIENT
Erfarenheter frin stora patientserier som har analyserats ge-
netiskt f6r utredning av neurologiska sjukdomar finns nu-
mera publicerade. Tillsammans ger dessa arbeten god vigled-
ning avseende patientgrupper for vilka genetisk utredning
kan forvintas leda fram till en diagnos. Andelen patienter i
dessa publikationer som genom NGS-utredning har erhéllit
en genetisk diagnos varierar brett och beror av naturliga skil
pé patienturval, om det anviindes smala eller breda testmeto-
der, hur funna varianters patogenicitet interpreterades och nir
1 tiden analyserna genomférdes. Tabellen nimner nigra av
dessa sjukdomsgrupper dir god evidens for NGS-testningens
effektivitet for att £ en klar diagnos numera foreligger. Vid
testning av de i tabellen nimnda patientgrupperna och visst
urval av personer med yngre debutilder eller positiv famil-
jeanamnes kan man i dag férvinta sig att erhilla en genetiskt
verifierad diagnos hos varannan till var fjirde testad patient.
Samtidig analys av manga gener med NGS-teknologi ir
sirskilt virdefull nir samma eller snarlik klinisk bild dr
kopplad till ett stérre antal gener. Aven for minga patienter
med komplexa neurologiska syndrom med kombinationer av
flera olika delsymtom (exempelvis epilepsi, intellektuell funk-

Genpanel

Gana 1

Helexomsekvensering (WES)

Helgenomsekvensering (WGS)

-l-—-

— — — —
— — — —
— — —

MGS reads

Urval:

Panel av relevanta gener

(oftast 20200 forbestamda gener)
* Lagst kostnad

Urval:

Fast antal gener,
ingen senare utvidgning majlig

Alla kdnda geners exoner
(1,5-2% av hela arvsmassan)

(men hela datasatsen &r framtagen: analys kan utvidgas till ytterligare gener)

Inget urval:

Nastan hela arvsmassan

analyseras (inkluderande

intron, RNA-gener, m.fl.)

* Genomgaende jamnt lasdjup

* Lattast att detektera kopietals-
avvikelser och repeat expansions

Senare urval av relevant(a) genlista/or

Figur 2: Genpanel, WES, och WGS. Jamférelse av genpanel, dar enbart selekterade gener underséks, med helexomsekvensering som analyserar
proteinkodande delar av alla kdnda gener och helgenomsekvensering, som utan foregaende urval tar fram bassekvensen av alla analyserbara delar
av hela arvsmassan. De bruna rutorna representerar exon, i detta exempel visas tva gener, och de blaa strecken indikerar 6verlappande korta "reads”
med sekvensinformation. Modifierad ur Gorcenco S, llinca A, Aimasoudi W, Kafantari E, Lindgren AG, Puschmann A. New generation genetic testing
entering the clinic. Parkinsonism Relat Disord. 2020 Apr;73:72-84. doi:10.1016/].parkreldis.2020.02.015, reproducerad med tillatelse fran Elsevier.'
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tionsnedsittning, rorelsestdrning, neuropati, avvikande fynd
1 hjirn-MRI, dysmorfi, kortvuxenhet, hudférindringar, and-
ra somatiska sjukdomstecken, med flera) kan bred genetisk
analys leda till diagnos. Om det dessutom finns hereditet for
samma dkomma, eller om férildrarna ir besliktade, s okar
sannolikheten att en siker genetisk diagnos kan stillas ge-
nom NGS-test. Lig insjuknandedlder och hog svarighetsgrad
av symtomen ir vanligare hos i dag kiinda genetiska syndrom
och okar ocksd sannolikheten att hitta en monogen orsak.

SNABB KUNSKAPSOKNING
Eftersom NGS-metoder internationellt anvinds allt mer i
forskning och sjukvard, utvecklas kunskapen inom klinisk
neurogenetik mycket snabbt. Nya genetiska syndrom och nya
kopplingar av klinisk bild med genotyp publiceras nistan var-
je vecka, som de stora neurologiska och genetiska facktidskrif-
ternas innehdllsforteckningar vittnar om. Nya studier intygar
att dven sjukdomsgrupper dir genetisk orsak hittills inte var
vedertagen hiirbirgerar ett stort antal patienter med genetisk
diagnos: Hos 37 procent av éver 3.000 patienter med cerebral
pares utan perinatala hindelser identifierade NGS-testning
en monogen sjukdom,’ liksom hos 28 procent av 1.290 perso-
ner med epilepsi och intellektuell funktionsnedsittning.’
Den dynamiska kunskapsokningen gér att ovan nimnda
databaser blir allt stérre och bittre, och studier har visat att
fornyad genomgang av NGS-data ett fital ar efter forsta ana-
lysen ger ett hdgre utbyte av diagnoser.’ Diremot har enbart
en mindre andel patienter med vanliga neurologiska sjukdo-
mar som stroke, Parkinsons sjukdom eller MS en monogen
sjukdom. Undantag ir fall med avvikande symtom eller kli-
niska fynd, samt de med ovanlig stark familjeanamnes eller
ovanligt ung debutdlder.” Fér merparten av patienter med
dessa vanligare neurologiska sjukdomar har intressanta mo-
deller om samspel av varianter i flera eller mnga gener som
varje for sig inte ir tillrickliga att forklara sjukdomen (oligo-
gen/polygen nedirvning) tagits fram, men dessa limpar sig i
dag inte f6r klinisk diagnostik.

VARFOR UTREDA?
Patienter med svir eller komplex neurologisk sjukdom som
genom NGS-test erhiller en entydig genetisk diagnos kan
ofta avsluta en diagnostisk odyssé och en ibland ling tid med
osikerhet. Patienter som hittills enbart har fitt en syndrom-
diagnos (exempelvis "heredoataxi”) kan f4 veta exakt vilken
subtyp de har. Diagnosen mojliggér f6r patient och vardgi-
vare att inhimta mer specifik information om sjukdomen,
dess prognos och férvintade forlopp samt effekt av behand-
lingar. Den kan ocks leda till att patient- och anhérigforen-
ingar bildas kring en specifik diagnos. NGS-gentestning har
bérjat anvindas allt tidigare i utredning, ibland som férsta
tekniska undersékning inom neurologin, och kan undvika
andra mer invasiva eller kostsamma undersékningar som
muskel- och nervbiopsier, biokemiska specialanalyser, lum-
balpunktioner. For ett fatal sillsynta sjukdomar finns i dag
kausal behandling, men antalet behandlingsbara sillsynta
sjukdomar 6kar. Nir exakta diagnosen ir identifierad kan
patienten pd ett malinriktat sitt monitoreras for kinda sjuk-
domsspecifika komplikationer (exempelvis kardiomyopati vid
Friedreichs ataxi eller olika muskelsjukdomar), och vid upp-
tickt kan dessa d& behandlas tidigt. Behandlingar som ibland
anvinds sd linge andra differentialdiagnoser (exempelvis be-
handlingsférsok med immundimpande likemedel) inte kan
uteslutas kan undvikas. En exakt genetisk diagnos majliggor
genetisk vigledning samt deltagande i forskningsstudier om
sjukdomens naturalférlopp och biomarkérer samt behand-
lingsstudier.’®

Gentestning kan medvetandegéra for patienten och dess
familj att sjukdomen dven kan drabba andra 1 familjen eller
slikten. Nir en recessiv sjukdom diagnostiseras kan diremot
informationen ges att den som regel inte fors vidare till nista
generation. NGS-utredningar kan leda till fynd vars bety-
delse forblir oklar, exempelvis patogena varianter i en gen
som inte dr kind att leda till exakt den kliniska bild som pa-
tienten uppvisar, eller varianter av osiker signifikans. Det dr
dirfor en fordel att ha informerat patient och anhériga om

Nagra mojliga indikationer for NGS test

Tabellen visar nagra exempel pa
patientgrupper inom neurologin
dar studier med NGS testning av
storre patientserier foreligger och
dar NGS-testning kan vara indice-
rad for klinisk utredning. Listan ar

Sjukdom/-sgrupp

Parkinsons sjukdom med tidig 1.031
debut eller markant familje-

Antal analyserade | Referens

patienter/familjer

(Gorcenco, llinca et al. 2020)"

inte fullstandig. Andelen patienter
som har erhallit en genetisk dia-

gnos genom analysen (diagnos-

tiskt utbyte) har successivt okat
i takt med att analysmetoderna

och bioinformatisk databearbet-
ning har forbattrats under senas-

te ar. Den brukar vara hogst vid
nyare studier som anvande WGS

eller WES och lagre vid aldre stu-
dier med genpanelanalyser.

anamnes ]
Kroniskt framskridande ataxi Over 1.200 (Gorcenco, llinca et al. 2020)’
Neuropatier 17198 (Winder, Tan et al. 2020)°

Primara muskelsjukdomar 3.275 (Winder, Tan et al. 2020)°

Epilepsi med intellektuell 1.290 (Stefanski, Calle-Lopez et al.
funktionsnedséttning 2021)¢

Hereditar spastisk parapares 1.550 (Mereaux, Banneau et al. 2022)'°
Cerebral pares 2.419 (Srivastava, Lewis et al. 2022)°
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risken att gentestet inte ger entydiga svar. Ibland behévs se-
nare blodprov frin andra familjemedlemmar (patientens for-
dldrar) for att styrka eller tillbakavisa att varianter hos patien-
ten ir kopplade till sjukdomen.

NYA SJUKVARDSSTRUKTURER

NGS-sekvenseringsteknologi, tillsammans med littillginglig
medicinsk information via internet, har skapat helt nya méj-
ligheter for att diagnostisera och beméta det stora antalet pa-
tienter med sillsynta neurologiska sjukdomar som hittills inte
har fitt en klar diagnos. Forutsittningar for att utreda och,
med hjilp av pd internet littillginglig medicinsk information
[Faktarutal, att bli expert p4 sin patients sillsynta sjukdom
finns nu for varje virdgivare i landet. Det ir svirt att tinka
sig att utredning och vidare omhindertagande av det stora
antalet patienter och familjer med sillsynta sjukdomar ute-
slutande kan komma att hanteras vid Sveriges {3 genetiska
kliniker och neurologiska expertcentrum. Kring dessa cent-
rum behéver snarare regionala och nationella nitverk av int-
resserade kliniker byggas upp, dven for att sikerstilla jimn
tillgdng till genetisk diagnostik oberoende pd hemort och be-
handlande neurolog. Ett nationellt kvalitetsregister for sill-
synta diagnoser (RaraSwed, https:/sodrasjukvardsregionen.
se/centrum-for-sallsynta-diagnoser-csd-syd/kvalitetsregister/)
dr under uppbyggnad, vilket bland annat vill méjliggora att
alla patienter med sillsynt diagnos snabbt kan identifieras nir
nya behandlingar eller behandlingsstudier for specifika sjuk-
domar lanseras. Arbetet for likare och andra virdgivare blir
mycket mer tillfredsstillande med exakta diagnoser och pa-
tienter och anhériga uppskattar att f4 den uppmirksamhet
inom sjukvdrden som motsvarar deras sjukdoms och livssi-
tuations svarighetsgrad.

ANDREAS PUSCHMANN
Overlikare, docent i neurologi,
Skénes Universitetssjukhus, Lund
andreas.puschmann@med.lu.se

GLOSSAR

* Monogen: orsakad av varianter i en enda gen (en variant
vid dominant nedarvning, tva varianter — en i varje allel —
vid recessiv nedarvning), innebdr att varianterna har hog
biologisk effekt.

* Oligogen: orsakad av varianter i ett fatal olika gener.
Polygen: orsakad av varianter i manga olika gener som

samspelar.

* Variant: neutralt uttryck for férandring i arvsmassan.
Begreppet féredras numera framfor beteckningen mutation
for sjukdomsassocierad eller -framkallande genvariant och
polymorfism for genvariant utan direkt inverkan pa sjukdom
eller annat kdnnetecken.
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ANVANDBARA DATABASER

* GeneReviews (http://www.genereviews.org/): uppda-
terade Oversikter for manga genetiska sjukdomar.

* Online Mendelian Inheritance in Man (https://www.
omim.org/): gener och genetiska sjukdomar.

* Human Phenotype Ontology (https://hpo.jax.org):
standardiserad terminologi for kliniska fenotyper och listor
dver gener som ar kopplade till dessa.

* ClinVar (http://www.clinvar.com): genetiska varianter
och férekomst hos patienter.

* gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org): frek-
vens av genetiska varianter i internationell datasamling.
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