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Ny DNA-sekvenseringsteknologi, sakalt
nestegenerasjonssekvensering, har gjort det mulig a
sekvensere alle genene til en person samtidig.
Genpaneltesting har gitt mange pasienter en
arsaksdiagnose, og indikasjonene blir stadig flere. Hva bgr
klinikeren tenke gjennom fgr blodprgvene rekvireres?

Mlustrasjon: Espen Friberg

A sekvensere et gen er & bestemme rekkefolgen — sekvensen — av nukleotidene
A, T, G og Ci DNA-tréden til en pasient, for si & sammenligne resultatet med
en referansesekvens. Nukleotidendringer som avviker fra referansesekvensen,
trenger ikke forarsake sykdom, men er et uttrykk for at vi er forskjellige. Hver
person har sin unike DNA-sekvens.

Med nestegenerasjonssekvensering (next generation sequencing, NGS) kan
man altsi sekvensere alle genene til en person, eventuelt et utvalg av gener,
samtidig. Med dette er mye av det diagnostiske tankearbeidet forskjovet. For
gjaldt det a utfore en grundig klinisk vurdering for man bestilte genanalyser,
fordi hver enkelt analyse var sd kostbar og spesifikk. Da var dette genetikerens
bord. I dag rekvireres genetiske analyser av en rekke legespesialister, og man
bruker stadig oftere NGS-baserte genpaneler der et stort antall gener innenfor
en sykdoms- eller diagnosegruppe undersgkes samtidig. Den store utfordringen
nd er & tolke alle DNA-varianter som pavises hos hver enkelt pasient. Er en
pavist DNA-variant arsaken til pasientens sykdom eller er den en
normalvariant uten betydning? Dette er et teamarbeid. Medisinske genetikere
og kliniske laboratoriegenetikere (molekylarbiologer) anvender
bioinformatiske prediksjonsprogrammer, internasjonale variantdatabaser,
kompliserte klassifikasjonskriterier — i tillegg til medisinsk faglitteratur og
klinisk skjonn — for & klassifisere genvarianter.
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NGS-basert gentesting er hayteknologisk, men ogsa arbeidskrevende, kostbart
og — som all annen diagnostisk utredning — forbundet med usikkerhet. Med en
gjennomtenkt teststrategi er nytteverdien allikevel stor. Nedenfor drefter vi ni

momenter som er verdt & tenke gjennom for man fyller ut rekvisisjonene.

Ni punkter a tenke gjennom for rekvisisjonsutfylling

1. NGS-baserte genpaneler har begrensninger

De NGS-baserte genpanelene som er tilgjengelig i diagnostikken i Norge i dag
er ikke egnet til 4 pavise alle typer genetiske avvik. De vil ikke kunne fange opp
triplettekspansjoner som ved dystrophia myotonica type 1 eller Huntingtons
sykdom, metyleringsavvik som ved Angelmans syndrom, mosaisisme som ved
nevrofibromatose type 2, avvik i mitokondrielt DNA eller heterozygote
delesjoner stgrre enn 20—30 basepar (som ved delvis delesjon av et gen). I
tillegg vil det veere variabel «dekningsgrad» i de forskjellige genene, dvs. at
sekvenseringen er mindre robust i enkelte deler av DNA-trdden og at noen
forandringer kan glippe.

Negativ prediktiv verdi er ikke beregnet for de fleste NGS-baserte paneler.
Derfor kan denne typen diagnostikk ikke brukes for a «utelukke» en diagnose,
f.eks. en arvelig perifer nevropati eller en annen nevromuskuler tilstand.

2. Noen genetiske avvik er verken entydig patogene eller
noytrale

Mange DNA-varianter lar seg i dag verken klassifisere som ngytrale eller som
patogene. Disse betegnes som varianter med usikker signifikans (VUS). Om lag
4 000 av menneskets ca. 20 000 gener er knyttet til en human fenotype eller
sykdom (1). Resten, altsd gener som per i dag ikke er assosiert med sykdom
eller utviklingsavvik, kalles gener med usikker signifikans (GUS). Tolkning av
varianter i gener med usikker signifikans og avklaring av betydningen av
varianter med usikker signifikans er utfordrende teamarbeid som krever
systematisk nasjonalt og internasjonalt samarbeid.

Siden det er usikkert om varianter med usikker signifikans er arsak til sykdom,
kan de ikke brukes til 4 treffe kliniske avgjorelser eller til 4 utrede slektninger.
Internasjonalt og nasjonalt er praksisen noe ulik nar det gjelder rapportering av
disse variantene. Enkelte laboratorier vil opplyse om samtlige varianter med
usikker signifikans i svarrapporten, andre laboratorier vil 1a det veere. Nar ny
kunnskap blir tilgjengelig, kan en tidligere variant med usikker signifikans
tolkes pa nytt, og klassifiseringen kan endres. De fleste av disse variantene viser
seg etter endelig avklaring & veere noytrale normalvarianter (2—4).

Fa medisinskgenetiske laboratorier har etablerte rutiner for retolkning av
varianter med usikker signifikans og varianter i gener med usikker signifikans.
Vi er derfor avhengige av at behandlende lege henvender seg pa nytt nar det er
behov for ny gjennomgang av eksisterende data. Seerlig ved alvorlig, dominant
arvelig sykdom, f.eks. BRCA1/BRCA2-assosiert arvelig bryst- og eggstokkreft,
trengs gode systemer for ny tolkning og ny kontakt med affiserte familier (2).
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Heldigyvis er det lgsninger i sikte, f.eks. legger internasjonale databaser som
DECIPHER (5) og ClinVar (6) til rette for registering av varianter, slik at
pasienter og behandlere varsles automatisk hvis klassifiseringen endres.

3. Bifunn kan forekomme

Utilsiktede funn, altsa bifunn uten sammenheng med analysens indikasjon, er
en utfordring ved mange analyser og er spesielt relevant ved NGS-basert
diagnostikk. Nar og hvordan laboratoriet vil rapportere et bifunn, vil avhenge
av det spesifikke funnet og muligheter for effektiv sykdomsforebygging eller -
behandling (7).

Sannsynligheten for & gjore utilsiktede funn avhenger av bade genpanelenes
storrelse og teststrategi. Som tommelfingerregel gjelder at sannsynlighet for
bifunn gker med gkende antall gener i et panel. Triofiltrering av NGS-analyser,
narmere beskrevet under punkt 8, reduserer imidlertid antall utilsiktede funn
betraktelig pa grunn av de bioinformatiske filtreringsalgoritmene som
anvendes ved disse analysene.

4. Man ma velge riktig analyse til riktig pasient

Det er kanskje selvsagt, men i familier der man mistenker en arvelig tilstand, er
det alltid mer informativt & utrede et affisert familiemedlem, dersom det er
mulig, enn en ikke-affisert slektning.

Dersom man mistenker en diagnose som skyldes avvik i ett bestemt gen, er det
vanligvis bedre a rekvirere en spesifikk test fremfor et genpanel. Mélrettet
diagnostikk er rimeligere, raskere og gir mindre sannsynlighet for bade bifunn
og varianter med usikker signifikans.

NGS-basert testing bar derimot vere forstevalget nar det er stor genetisk eller
fenotypisk heterogenitet, f.eks. ved utviklingshemning eller arvelig hypertrofisk
kardiomyopati. Et lite og mélrettet panel er ofte a foretrekke, men hvis
pasienten har en sammensatt fenotype — kanskje bade psykisk
utviklingshemning, redusert hgrsel og immunsvikt — er det bedre & velge et
stort genpanel for utviklingsavvik enn et hgrselspanel eller immunsviktpanel.

Vi anbefaler at alle som rekvirerer genetiske analyser, gjor seg kjent med Norsk
portal for medisinsk-genetiske analyser (8). Der finner man oversikt over
analysetilbudet ved de forskjellige medisinskgenetiske laboratoriene i Norge
samt informasjon om de enkelte genpanelene, inkludert indikasjoner og
begrensninger. Her finner man ogsa rekvisisjonsskjema og
informasjonsmateriell beregnet pa pasienter og parerende.

5. Laboratoriet ma fa gode kliniske opplysninger

Gode, fyldige og relevante kliniske opplysninger pa rekvisisjonsskjemaet er
avgjorende for at laboratoriet skal kunne velge riktig analyse, og er essensielt
for tolkningsarbeidet. Husk at laboratoriet trenger opplysninger om pasientens
generelle helse, ogsa utover det som er rekvirentens spesialfelt og provens
hovedindikasjon. Ved utredning av barn skal vekstparametre oppgis.
Familieanamnesen er alltid relevant, ogsa nar denne er negativ.

6. Funnprosenten varierer med diagnosekategori
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I gode internasjonale kohorter oppgis en diagnostisk funnprosent pa 25-40 %
ved bruk av NGS-baserte genpaneler. Eksempler pa diagnosegrupper med hay
funnprosent inkluderer moderat til alvorlig utviklingshemning, sjeldne
metabolske sykdommer, epileptiske encefalopatier, arvelige
netthinnesykdommer, ikke-syndromal devhet og muskeldystrofier (9). Man
kan spare tid, penger og unedige undersgkelser ved a benytte genetiske
analyser tidlig i den diagnostiske utredningen. Enkelte ganger har ogsa
resultatet stor behandlingsmessig betydning.

7. Resultatene kan fa folger for slektninger og for
familieplanlegging
Det er lett & tenke at en diagnostisk utredning kun handler om & gi en sikker

diagnose til én pasient. Men genetiske diagnoser kan f& betydning for
familiemedlemmer og deres helse, yrkesvalg, livskvalitet og familieplanlegging.

Ved en recessivt arvelig tilstand er det oftest kun foreldrene til den syke som
har gkt sannsynlighet for & fa flere syke barn. Dominant arvelige tilstander kan
ha ufullstendig penetrans, altsa vil ikke alle som berer familiens genfeil utvikle
den aktuelle tilstanden, eller penetransen kan vare alders- eller
kjonnsavhenging. Da kan ogsa ikke-affiserte familiemedlemmer bli syke i
fremtiden eller fa syke barn. Ved X-bundet arvegang kan mange ikke-affiserte
kvinner i samme slekt veere barere av familiens patogene variant og ha hoy
sannsynlighet for a fa affiserte sgnner.

8. Triotesting kan gi uventet informasjon om familierelasjoner
For a unnga a drukne i tolkningsarbeid gjor man ofte sakalt triotesting nar
sveert mange gener skal sekvenseres. Da blir DNA-prgver fra begge foreldrene
analysert parallelt med pasientens prove. I den bioinformatiske bearbeidelsen
av prgvene blir barnets sekvens sammenlignet med foreldrenes, slik at man kun
gar videre med de DNA-variantene som er nyoppstatt hos barnet eller nedarvet
fra begge foreldre ved recessiv arvegang, med noen unntak. Dette letter
tolkningsarbeidet og gir bedre og mer presise analysesvar. Det betyr ogsa at de
mest omfattende genetiske utredningene krever at begge pasientens biologiske
foreldre kan og vil delta i utredningen.

Béde incest, nert slektskap mellom foreldrene og barnets biologiske farskap
(og morskap) avdekkes ved triotesting. Hvis foreldrene er neert i slekt, vil
barnet ha en uforholdsmessig stor andel sjeldne homozygote varianter, fordi
mor og far har mye felles DNA. Hvis en av foreldreprgvene stammer fra en
person som ikke er biologisk forelder, pavises for mange tilsynelatende
nyoppstatte DNA-varianter i barnets prove.

Problemstillingene er ikke nye. Sensitiv DNA-basert kromosomanalyse (sikalt
SNP-matrise eller kopitallsanalyse) vil ogsa pavise utbredt homozygositet, som
i noen tilfeller kan vekke mistanke om incest. Non-paternitet, altsa at biologisk
far ikke er den samme som sosial far, er en hyppigere problemstilling, med en
anslatt prevalens pa 3—4 % (10).

Nar en trioanalyse viser at sosial far ikke er biologisk far, oppstar et etisk
dilemma med bade menneskelige, medisinske og juridiske ringvirkninger.
Hvordan dette skal handteres av laboratorium og kliniker, er det forelapig ikke
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enighet om. Sporsmalet har veert droftet i klinisk etikk-komité bade i Bergen og
i Oslo, med noe ulikt resultat. Pavisning av non-paternitet beerer i seg et sa stort
spekter av dilemmaer, folelser og potensielle fallgruver at en manglende
konsensus ikke er overraskende — heller ikke innad i fagmiljeet.

Rekvirenten ma derfor ligge i forkant: Alle som rekvirerer triotester ma vite at
non-paternitet kan avdekkes, og de ma ta ansvar for a formidle det til
foreldrene for blodprevene blir tatt. Dersom en familie ikke kan eller vil gjore
en triotest, vil laboratoriet i noen tilfeller kunne legge til rette for en
spesialtilpasset utredning av barnet.

9. Noen analyser gir bade diagnostisk og prediktiv

informasjon

Ett og samme genetiske avvik kan ha flere fenotypiske manifestasjoner. For
eksempel kan funn av en patogen variant i PTEN-genet forklare at et barn har
makrokefali og leerevansker. Men avvik i dette genet er ogsa forbundet med gkt
sannsynlighet for flere krefttyper i relativt ung alder, og individuelt tilpasset
oppfelging er indisert.

Konklusjon

NGS-baserte genanalyser er relativt dyre isolert sett, men kan vaere bade tids-
og kostnadsbesparende totalt sett. @nsker man & anvende disse analysene pa en
klok mate, er en forutsetning a kjenne til de ni omtalte momentene. Ta gjerne
kontakt med en av landets medisinskgenetiske avdelinger ved behov.
Kontaktinformasjon finnes pa Norsk portal for medisinsk-genetiske analyser

(8).

Takk til Gunnar Houge, Siren Berland og OQystein L. Holla for gode innspill til
kronikken.
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