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GENOMISK UTREDNING AV OVANLIGA SJUKDOMAR OCH SYNDROM MED
METODERNA ARRAY OCH EXOMSEKVENSERING (POSTNATALT) - PM

Infor en genomisk utredning kravs tydlig och utférlig beskrivning av aktuell symptomatologi.

! Fyll darfor i samtliga delar av de sarskilt framtagna remisserna for patient respektive anhoriga.

Signerat samtyckesformuldr rekommenderas, dar patient eller vardnadshavare tar stéllning till
delning av avidentifierad information och till vidare klinisk forskning, se “Information och
samtyckesformular infor genomisk utredning av ovanliga sjukdomar och syndrom med array och
exomanalys”. Samtyckesformularet finns dven pa sida 3 i remissen “Genomisk utredning med array

och exomsekvensering (skrivbar PDF)”, se lank nedan.

Utredningen pabdrjas forst nar adekvat ifylld remiss samt patient och férdldraprov inkommit.
Sarskilda omstandigheter beaktas.

Remisser for patient och foraldrar samt information och samtyckesformular finns tillgangliga har:
http://vardgivare.skane.se/vardriktlinjer/laboratoriemedicin/, under "Remisser och blanketter”:

e Genomisk utredning med array och exomsekvensering (skrivbar PDF)
e  Genomisk utredning med array och exomsekvensering, anhorig (skrivbar PDF)
e Information och samtyckesformular for genomisk utredning av ovanliga sjukdomar och

syndrom med array och exomanalys (Under rubriken ”Patientinformation”)

Provtagningsanvisningar finns tillgdngliga pa ”"Analysportalen”:

www.analysportalen-labmedicin.skane.se. Under "Genomisk array och exomsekvensering”.

Bakgrund

Tidigare genetisk diagnostik var begransad da vanligen endast en gen i taget kunde undersokas.
Darfor tog det ofta lang tid, eller var inte maojligt, att identifiera orsaken till genetiskt heterogena
sjukdomar och syndrom. Genetiskt klarlagd diagnos utgoér en viktig del for ett adekvat
omhandertagande inom sjukvard och habilitering av patienter med ofta svara sjukdomar. En diagnos
ger ocksa familjen maéjlighet till genetisk vagledning, berdkning av aterupprepningsrisk och till att
soka kunskap och stod genom 6ppet tillgdngliga informationskallor och anhoériggrupper sasom:

socialstyrelsen.se/ovanligadiagnoser och rarechromo.org (Unique).

Genomisk array och exomsekvensering dr breda genetiska analyser, som kompletterar varandra® och
som i manga fall kan férklara orsaken till ovanliga sjukdomar och syndrom. Med dessa metoder ar
det mojligt att undersoka, i stort sett, samtliga gener parallellt. Genomisk array detekterar
kromosomférandringar som forluster (deletioner) eller tillskott av genetiskt material (duplikationer),
gemensamt kallade kopietalsférandringar (eng. copy number variations), vilka har kopplats till ett

stort antal ovanliga sjukdomar och valbeskrivna syndrom. Genomisk arrayanalys i trio (d.v.s. foréldrar

Dokumentfdrvaltare: Tord Jonson Dokument id: 16-1070

Original lagras elektroniskt! Anvandaren ansvarar for att gallande revision anvands.


http://vardgivare.skane.se/vardriktlinjer/laboratoriemedicin/
http://www.analysportalen-labmedicin.skane.se/

Medicinsk service Galler from Revision
2018-01-01 03

och patient tillsammans) rekommenderas som forstahandsanalys vid utvecklingsférsening av oklar

anledning, medfédda missbildningar och autismspektrumtillstdnd?*#, savida inte en stark misstanke

finns om ett specifikt underliggande genetiskt tillstand. Trioanalys sdkerstéller dven att uniparentell
disomi (UPD) alltid upptacks. UPD innebaér att en person fatt tva kopior av en kromosom fran en
forédlder och ingen fran den andra féraldern. Vid negativt arrayfynd rekommenderas sekvensering av

proteinkodande gener (exom, trio) for identifiering av forandringar pa sekvensniva, vilka ej kan ses

med arrayanalys. P remiss anges dnskemal om fortsatt analys med exomsekvensering vid negativ

genomisk array.

Kostnad

Klinisk genetiks priser for genomisk array och exomsekvensering anges har:
http://vardgivare.skane.se/patientadministration/avgifter-och-prislistor/prislistor/

Vilj Laboratoriemedicin och klicka pa Klinisk genetik. Biobankning av DNA for ev. vidare utredning
ingar utan extra kostnad.

Svarstider
Svar ges normalt inom sex veckor for genomisk array och inom fyra manader for exomsekvensering
da foraldraprov och korrekt underlag bifogas (uttdommande information pa remisser for patient och

anhoriga). | annat fall kan analysen férdrojas avsevart. Analyser kan prioriteras vid behov.

Arbetsflode vid genomisk utredning av ovanliga sjukdomar
och syndrom med array och exomanalys

* Slutlig arrayrapport (om konklusiv)

* Arrayrapport med information att vi fortsatter med
exomanalys (om ursprungligen begért pa remiss)

* Arrayrapport med rekommendation att fortsatta - -
med exomanalys Registrering av
varianter i relevanta
‘l’ | Exom (trio) med anonymiserade
Inremitterande _ | Registrering av A”rray (trio) ér. stod .a.v indika.tions— databaser
) . > —>| férstaanalysi —>| specifika genlistor
Patient/Familj prover N
flertalet fall . \ -
Al Sangerverifikation \\ Potentiella
1. Patientprov och kombinerad remiss fér array/exom om pakallat \\ vetenskapliga
adekvat ifylld 4 publikationer efter
inhdmtning av
2. Foréldraprover och anhérigremisser sirskilt saritvcke

3. Informerat samtycke rekommenderas for delning av
avidentifierade resultat och vidare klinisk forskning

4. Patientfotografier frdn mottagningsbestk
rekommenderas

* Exomrapport samt eventuell rekommendation for vidare utredning

Anamnes infér genomisk array och exomsekvensering

| var bedomning av funna varianter utgar vi fran den kliniska information som angivits pa remiss. Fyll
utforligt i de foér andamalet framtagna remisserna. En separat remiss till syndromrond vid Centrum
for Sallsynta Diagnoser (sodrasjukvardsregionen.se/csd/) kan vara av hjalp om det behovs stod i
beddmning av kliniska symptom. Ange dven om nagon av foréldrarna (eller andra sléktingar) har
symptom eller utseendemassiga avvikelser som kan vara kopplade till barnets symptom
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(slaktanamnes). Tolkningen av resultaten fran de genetiska undersokningarna underlattas avsevart
om vi kan jamfora med bagge foraldrarna och vid behov med syskon eller andra nara slaktingar.
Orsaken till att vi maste undersoka foraldrar och i vissa fall syskon ar att alla bar pa flera vanligen helt
ofarliga genetiska forandringar (polymorfismer), vilka oftast ar specifika for den enskilda familjen.
Genom att jamfora barnets analysresultat med foraldrarnas har vi mojlighet att snabbare och sakrare
faststalla om ett detekterat genetiskt fynd ar den verkliga orsaken till den aktuella
sjukdomen/tillstandet.

Rapportering och uppféljning

Vid alla breda kliniska analyser, inklusive genomisk array och exomsekvensering men dven vid t.ex.
bilddiagnostik sasom rontgen, finns det en viss sannolikhet for sekundara fynd, vilka inte klart kan
kopplas till den aktuella fragestallningen, men som kan vara av medicinsk betydelse. Vid trio
exomanalys gor vara bioinformatiska verktyg att denna sannolikhet ar relativt liten. Sekundara fynd
kan dock komma att rapporteras satillvida de ar kliniskt behandlingsbara eller har annan signifikant
klinisk betydelse for patienten eller 6vriga undersokta familjemedlemmar. Vid exomsekvensering av
enskilda exom, utan foraldraprover, utgar vi ifran de av inremitterande (pa remiss) valda
indikationsspecifika genlistor, vilka begransar rapporterade varianter till sakra eller sannolikt

sjukdomsorsakande varianter inom valda indikationer, t.ex. muskuloskeletal sjukdom.

Vid genomisk array och exomsekvensering rapporteras rutinmassigt endast klart patogena varianter
(klass 5) och sannolikt patogena varianter (klass 4). Oklara varianter (klass 3) kan komma att
rapporteras om det bedéms finnas majlighet till klinisk uppféljning.

Om analysen visar ett avvikande fynd erbjuds vanligen genetisk vagledning for information om
resultatet. Om de genetiska analyserna visar pa en forandring som ar svartolkad kan det kravas fler
analyser for att klargéra om det finns ett samband med sjukdomen. | sa fall kan vi behéva nya prover

fran olika familjemedlemmar.

Kunskapen okar hela tiden kring hur gener och de proteiner de kodar for samverkar. Manga av vara
geners funktion ar i dagslaget inte kartlagd, varfor framtida kunskap kan komma att leda till att
resultat omtolkas. Exomanalys kan inte utesluta risk for andra genetiskt betingade sjukdomar
eftersom vi i vart arbete bara letar efter forklaringen till den aktuella sjukdomen/tillstandet. Om det i
senare skede skulle uppkomma misstanke om en annan genetisk sjukdom maste

sekvenseringsresultaten reanalyseras.
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Fordjupad information om genomisk arrayanalys

Plattformen som anvands vid genomisk array ar Affymetrix CytoScan HD. Metoden detekterar den
absoluta majoriteten av de beskrivna mikrodeletions- och duplikationssyndromen. Vid analysen
undersoks hela genomet med hjalp av 2,67 miljoner markorer fordelade 6ver samtliga kromosomer
for att se tillskott (duplikationer) eller férlust (deletioner) av kromosomsegment. Omkring 750 000 av
dessa markorer ar polymorfa, sa kallade SNP-markaorer. Vid trio-analys, dvs. nar foraldraprover
analyseras med genomisk array tillsammans med patientprovet, sakerstalls att ingen provforvaxling
skett. Uniparentell disomi (UPD) upptécks alltid med hjalp av dessa SNP-markérer. Vid trio-analys ges
ocksa besked om en upptackt UPD ar av maternellt eller paternellt ursprung, vilket dr diagnostiskt for
t.ex. Prader-Willis syndrom (maternell UPD 15) och Angelmans syndrom (paternell UPD 15). Om
foraldrar ar beslaktade ar bitar av deras arvsmassa identiska. Detta resulterar i att barnet har en, i
forhallande till slaktskapet, proportionerligt 6kad risk for genomslag av homozygota recessiva
sjukdomsanlag som foraldrarna ar barare av. De delar av arvsmassan som nedarvs i identisk form
fran foraldrar ar detekterbara med SNP array (s.k. ROHs, regions of homozygosity) och kan anvandas
som underlag for att soka efter recessiva sjukdomsanlag vid exomsekvensering eller vid in silico-
bearbetning. Nar sldaktskap (konsanguinitet) ses med array rekommenderar vi numera vidare
utredning med exomsekvensering, vilken visats vara en effektiv analys for detektion av nedarvda

homozygota recessiva sjukdomar.

Eftersom alla, dvs. dven friska personer, bar pa kopieantalsforandringar (copy number variations,
CNVs) utvarderas varje enskild variant i ljuset av fyndet hos forédldrarna och mot databaser med
kdanda CNVs. Det ar saledes av stor vikt att alltid skicka med blodprov fran fordldrarna och informera
dem om att det, trots detta forfarande, kan uppsta situationer dar det i dagslaget inte gar att avgora
om en kopietalsforandring ar sjukdomsorsakande.

Begransningar for genomisk arrayanalys: Ger ej information om punktmutationer, laggradig
mosaicism (<10-20%) mindre deletioner/duplikationer (avhangigt pa probtatheten inom respektive
omrade), balanserade translokationer, Fragilt X eller andra sjukdomar orsakade av s.k.

trinukleotidexpansioner.

Fordjupad information om exomsekvensering

Sekvensanalys av proteinkodande gener (exomsekvensering) utfors for att hitta varianter pa
sekvensniva. Till skillnad fran analys av enskilda gener, eller predefinierade paneler av gener, siktar
exomsekvensering mot att tacka alla vara omkring 21000 proteinkodande gener. Varje gen bestar
vanligen av bade kodande sekvens (exon) och icke kodande sekvens mellan exon (intron). Termen
exom omfattar alla exon och den aktuella analysen tacker >99,7% av ”Consensus Coding Sequences

(CCDS) annotation ”(www.ensembl.org/info/genome/genebuild/ccds.html) och minst fem baspar

lases pa vardera sidan om respektive exon for att mojliggdra upptackt av s.k. splicingmutationer.

For ett flertal patientgrupper kan symptombilden inte tydligt peka mot att en sarskild gen har en

sjukdomsorsakande forandring (variant), vilket forsvarar diagnostiken fér dessa grupper.
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Exomsekvensering, efter en initial genomisk arrayanalys, rekommenderas for heterogena sjukdomar
dar vanliga indikationer inkluderar autism, utvecklingsstorning, epilepsi, medfédda missbildningar
och neurologiska tillstand. Exomsekvensering ger i dagsldget inte nagon kvalitetssakrad information
om kopietalsférandringar, vilket dr grunden for reckommendationen att en genomisk array (trio) ska
ha utforts initialt vid flertalet pediatriska fragestallningar (klinisk forklaringsgrad pa omkring 15-20%).

Riktade analyser av enskild gen bér 6vervagas om det finns en stark misstanke om ett specifikt
underliggande genetiskt tillstand, dock leder traditionell sekvensanalys, utredning av en gen i taget,
ofta till en langdragen diagnostik. Exomsekvensering har en stor fordel pa grund av att ett brett
spektrum av mutationer kan upptéckas i en och samma analys och har visats vara ett
kostnadseffektivt diagnostiskt test med en hog klinisk forklaringsgrad (6verlag omkring 15-35%

utdver vad som ses med array)*>.

En exomsekvensering utfors i tva huvudsteg vilka utgors av:

1. Ldsning av proteinkodande gener
- DNA-extraktion fran blodprov (se provtagningsanvisningar nedan)
- Sekvensbibliotek skapas med SureSelect Clinical Research Exome V2 (CREv2, Agilent)
- Exomsekvensering med NextSeq 500 (lllumina)

2. Dataanalys, tolkning och rapportering
- Sekvensinpassning och variantbestamning utfors enligt GATK ”Best Practices for Germline
SNP & Indel Discovery in Whole Genome and Exome Sequence” (Broad Institute) med
genomversion GRCh37/hg19 som referenssekvens.
- Filtrering och ranking av varianter (mot t.ex. vanligt forekommande varianter, genlistor och
nedarvningsmonster) gors i Scout (framtaget vid SciLifeLab, www.scilifelab.se).
- Manuell bedémning av enskilda kandidatvarianter (mot t.ex. Alamut Visual/HGMD)
- Rapportering utfors av erfaren expertis vid Klinisk Genetik & Patologi i Lund

Lasning av proteinkodande gener - exomsekvensering (steg 1)

For sekvensering behovs blodprov (DNA) fran patienten och i flertalet fall dven fran féraldrar for att
kunna faststélla nedarvningsmonster (trioanalys). DNA isoleras ur blodprov (EDTA-rér, se ovan for
Iank till provtagningsanvisningar), men ibland kan man i stallet anvanda prover fran hud eller
material som tagits bort vid en operation. DNA kommer sedan att undersdkas med hjdlp av
exomsekvensering, varefter analysresultaten bearbetas och tolkas. Kvalitetsriktvarden omfattar

bland annat 100 gangers medeltdckning och att >90% av malsekvenserna ar lasta minst 20 ganger.

Dataanalys, tolkning och rapportering (steg 2)

For enskilda exom, vilka ej analyseras i trio med foraldraprover, selekteras bioinformatiskt endast
gener vilka ingar i de indikationsspecifika genlistor som markerats pa remiss. Sékert och sannolikt
sjukdomsorsakande varianter inom valda listor rapporteras till inremitterande. Genlistorna utvecklas

|6pande allteftersom ny kunskap framkommer kring sjukdomsorsakande genférandringar inom
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respektive indikationsomrade. Aktuella genlistor och analysens tackning av respektive gen finns att

tillga vid forfragan.

For trio exom, da patientprov analyseras tillsammans med foraldraprov, soks alla proteinkodande
gener igenom, s.k. 6ppet exom, avseende de novo mutationer, homozygota varianter vilka nedarvs
recessivt, sammansatt heterozygota varianter och X-bundna varianter. De indikationsspecifika
genlistorna tjanar i detta syfte en vagledande roll vid analysen.

Om analysen av enskilda exom eller exom i trio visar pa en forandring som sannolikt eller sakert kan

forklara patientens symptom kommer vi normalt bekrafta fynd med traditionell Sangersekvensering.

Begransningar for exomsekvensering: Ej [ampligt for analys av kopietalforandringar (deletioner och
duplikationer) pa grund av ojamnt utspridda malsekvenser (exon) och pa grund av brister i de verktyg
som finns att tillga fér den typen av analys. Exomsekvensering och genomisk arrayanalys
kompletterar varandra och ar internationellt rekommenderade som standardanalyser vid pediatriska
utredningar vid bl.a. autism, missbildning och utvecklingsstérning. Initialt bor sdledes en arrayanalys
(trio) utforas, vilken sedan kan foljas av en exomsekvensering (trio). De tva analystyperna har visats
ge i stort sett icke éverlappande fynd, t.ex. vid autismspektrumtillstdnd®. Exomsekvensering ger
vidare ej information om icke kodande sekvens, sasom intron, och tacker ej alla proteinkodande
gener fullstandigt. Exomsekvensering kan ej heller detektera langre repetitiva sekvenser och darmed
inte Fragilt X eller andra sjukdomar orsakade av s.k. trinukleotidexpansioner (pa grund av begransad
langd pa de fragment som sekvenseras).
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Kontakta oss om du har vidare fragor:
Klinisk genetik i Lund tel. 046-17 63 73.
Postadress: Lund sjukhusomrade, Klinisk Genetik & Patologi, 221 85 Lund
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