Nya mojligheter for diagnostik
av monogena sjukdomar med
genetiska analysmetoder

EVELIINA SALMINEN

Numera dar det mdjligt att med hjadlp av genetiska analyser uppna en heltdckande moleky-
largenetisk bekraftelse av en klinisk diagnos vid monogena sjukdomar. Eftersom det ocksa
finns en hel del oskyldig variation i genomet, ar resultaten i dag @nnu delvis svartolkade. |
basta fall kan en genetisk orsak hittas hos cirka 10-50 procent av patienterna, beroende pa
symtombild och vilken metod som anvands. For ndarvarande ar genpaneler och exomanalyser
vanligast i det kliniska arbetet. Innan ett genetiskt test bestalls bor den bestallande lakaren ge
patienten eller foraldrarna tillracklig radgivning om testets eventuella férdelar och nackdelar
samt mojliga resultatalternativ och begransningar. | basta fall gor en exakt diagnos det méjligt
att ge patienten mer detaljerad information om sjukdomen, om behandling och nédvandig
uppfdljning samt om prognosen och risken for aterfall i familjen. Den ldkare som bestaller
testerna bor kanna till den genetiska bakgrunden till den misstankta sjukdomen for att pa sa
satt kunna vélja det lampligaste testalternativet, eftersom sekvenseringsmetoder annu inte
kan identifiera alla typer av fordndringar i genomet.

Nar patientens genforandring har klarlagts ar det ofta mojligt att erbjuda familjen genetisk
radgivning samt anhoriga i riskzonen eventuella riktade anlagsbarartester eller prediktiva
gentester, om de sa 6nskar.

| princip skulle metoder baserade pa omfattande sekvensering dven mojliggora bararscreen-
ing, screening av nyfodda och screening av friska vuxna personer for féorandringar som orsakar
eller sannolikt orsakar monogena sjukdomar. Det finns dock manga 6ppna fragor och etiska
problem pd omradet.

Inledning SKRIBENTEN

Den snabba utvecklingen av genetiska analys-
metoder har gett nya verktyg for diagnostik av
patienter med misstanke om en sjukdom eller
ett syndrom som orsakas av en enstaka gen-
defekt eller kromosomavvikelse. Dessa nya
tester anvinds i regel av den specialiserade
sjukvarden. Aven om det #r tekniskt mojligt
att gora omfattande analyser av det ménskliga
genomet, dr det fortfarande ofta svart att tolka
resultaten. Genom att anvidnda dessa analys-
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metoder pa ett klokt sétt dr det mojligt att fa
viktig information for att hjdlpa patienten och
den behandlande ldakaren, men det innebér
ocksa etiska Gvervdganden, till exempel be-
triaffande rapportering av eventuella bifynd.
Minniskans genom bestar av cirka tre
miljarder baspar, och det DNA som utgor

arvsmassan &r packat i sammanlagt 46 kro-
mosomer. Dessutom har mitokondrierna sitt
eget DNA-material, mtDNA, som drvs genom
moderslinjen. I dag tros ménniskan ha om-
kring 20 000 proteinkodande gener.

For narvarande &r den genetiska bakgrunden
kdnd for cirka 6 000 sjukdomar eller syndrom
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(databasen OMIM), men det har fortfarande
inte varit mojligt att identifiera gendefekterna
vid manga sjukdomar eller syndrom som
bedoms vara arftliga. En monogen sjukdom
ar en sjukdom dér en eller flera defekter i en
enda gen racker till for att orsaka sjukdomen,
eller en betydande mottaglighet for sjukdomen.
Arftligheten fér en monogen sjukdom kan vara
dels autosomalt dominant eller recessiv, dels
X-kromosomalt dominant eller recessiv. Vid
autosomalt recessivt drftliga sjukdomar insjuk-
nar personen bara om den sjukdomsalstrande
gendefekten finns i bada genkopiorna.

Olika tekniska metoder kravs
for att identifiera olika typer av
genomférandringar

Det finns manga typer av genetisk variation
i det ménskliga genomet, och vid vissa sjuk-
domar &r orsaken att en bas har bytts ut till
en annan eller att en eller flera baser har gatt
forlorade. Dessutom kan bakgrunden vara de-
letion eller duplicering av en eller flera exoner.
For att identifiera dessa fordndringar kan man
anvinda olika bioinformatikverktyg pa sek-
venseringsdata framtagna med massiv paral-
lellsekvensering (next generation sequencing,
NGS). En annan metod som kan anvindas ar
MLPA (Multiplex-ligation dependent probe
amplification). Vid vissa sjukdomar &r orsa-
ken en fordndring i de repetitiva sekvenserna
i en viss gen. D4 insjuknar personen nar dessa
sekvenser blir tillrdckligt stora.

Diagnostiska verktyg for lakaren

Den tekniska utvecklingen, sarskilt inom sek-
vensering (bestdimning av genomets bassek-
vens) och inom bioinformatikanalysmetoder,
har gjort det mojligt att forst identifiera nya
sjukdomsgener i vetenskapliga studier och att
senare introducera analysmetoderna i kliniskt
bruk (1). Fér ndrvarande kan massiv parallell
sekvensering anvéndas for att faststélla diag-
noser. Metoden kan klargora bassekvensen i
det onskade mélomradet for vissa gener (en
genpanel), for de kodande delarna av genomet
(exomet) eller for hela genomet. Malomradet
viljs antingen i laboratoriet med hjdlp av
lampliga sonder eller virtuellt, varvid exem-
pelvis alla kdnda sjukdomsgener eller exo-
met sekvenseras. Med hjélp av bioinformatik
filtreras sedan genetiska fordndringar fram i
omradet for de onskade generna och tolkas
av genetikern (exempelvis 2, 3).

Naér ldkaren stéller diagnos for en patient
ar det vasentligt att forst bilda sig en arbets-
hypotes om vilken sjukdom eller vilket syn-
drom det kan vara frdgan om utgaende fran
anamnes, kliniska observationer och fynd,
andra laboratorieundersokningar, bilddiag-
nostik och eventuell sldktanamnes och sedan
rikta de genetiska analyserna utgéende fran
arbetshypotesen (figur 1). Om ldkaren starkt
misstdnker en viss sjukdom, vars bakgrund
antingen alltid dr en viss mutation eller en
mutation i en viss specifik gen, kan en riktad
analys av antingen den enskilda mutationen
eller den enskilda genen rdcka till for att
sdkerstdlla diagnosen. Exempel pa dessa ar
maénga sjukdomar i det finska sjukdomsarvet,
déar den vanligaste founder-mutationen for det
mesta kan identifieras hos mer dn 90 procent
av patienterna, eller cystisk fibros som orsakas
av mutationer i genen CFTR. Om patienten
dédremot misstdnks ha en sjukdom som kan
orsakas av gendefekter i manga olika gener,
dr det basta valet ofta en tillrdckligt bred och
noggrant sammanstélld genpanel. Exempel pa
dessa genetiskt heterogena sjukdomar &r hy-
pertrofisk kardiomyopati, retinitis pigmentosa
i Ogat, epilepsi samt utvecklingsstorningar i
ben- och broskvavnaden, det vill sdga skelett-
dysplasier. Den genetiska bakgrunden till psy-
kiska utvecklingsstorningar dr mycket kom-
plex och bakgrunden kan vara mutationer i
flera hundra olika gener. Den bésta chansen
att identifiera en eventuell genetisk orsak &r
da att studera barnets och fordldrarnas genom
med en sa kallad triouppséttning, antingen
som exomanalys av genomets kodande de-
lar eller som analys av hela genomet. Den
senare metoden har knappast &nnu anvénts
rutinméssigt i kliniskt arbete i Finland. Trio-
uppsittningen gor det ldttare att identifiera
nyuppkomna de novo-forandringar.I dessa
fall forekommer en forandring endast hos
barnet men kan inte hittas i fordldrarnas
DNA-prover. Endast ackrediterade pélitliga
genetiska laboratorier bor anvéndas for pa-
tientdiagnostik (exempelvis 2, 3).

Vid alla tillimpningar for diagnostik av
monogena sjukdomar &r det onskvért att pa
forhand sammanstéllda genpaneler begran-
sas till att omfatta kidnda sjukdomsalstrande
gener, dar evidensen utgéende fran tidigare
information &r tillrdckligt robust (4). For
vissa gener kan evidensen for ett eventuellt
samband med sjukdomen vara antingen
preliminér eller motstridig. Nar resultatet
tolkas blir det d& 6ppet vilken betydelse
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Lakarens kliniska bedémning
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Figur 1. Valet av det mest lampliga diagnostiska genetiska testet beror pa patientens symtombild, dess eventuella
genetiska bakgrund och hur mangfasetterad denna bakgrund ar.

Anpassad for att vara tillamplig pa Finlands nuvarande situation fran artikeln Bowdin S, Gilbert A, Bedoukian E, et al.

Recommendations for the integration of genomics into clinical practice. Genet Med. 2016;18(11):1075-1084 (3).

mutationer i dessa gener har. Termen “gene
of uncertain significance”, GUS, anvinds
ibland for dessa gener. Aven om det finns
internationella rekommendationer om att
begrdnsa undersokningarna till dessa sjuk-
domsalstrande gener, finns det i genpanelerna
fran diagnostiklaboratorierna ofta gener som
det kanske saknas vetenskapligt beldgg for.
Internationellt samarbete forbéattrar den kri-
tiska utvérderingen och klassificeringen av
genotyp- och fenotypdata, och till exempel
ClinGen-expertgruppernas utvirderingar ar
oppet tillgdangliga for alla (https://search.
clinicalgenome.org/kb/gene-validity), likasa
GenomicsEnglands utvarderingar (https://
panelapp. genomicsengland.co.uk/). Nar
en expertgrupp till exempel utvdrderade 33
geners roll vid hypertrofisk kardiomyopati,
fanns séker evidens for endast 8 gener (24
procent) (MYBPC3, MYH7, TNNT2, TNNIS3,
TPM1, ACTC1, MYL2 och MYL3. Evidensen
var mattlig for 3 gener (9 procent), begrdnsad
for 16 gener och obefintlig for 6 gener (5).
Déarfor maste den bestédllande ldkaren vara
vaksam vid val av det ldampligaste genetiska
testet och komma ihag att vid behov antingen
ldagga till eller ta bort gener med hansyn till

patientens symtombild och alder vid sym-
tomdebuten.

Med nuvarande analysmetoder kan den
genetiska bakomliggande orsaken hittas i
varierande grad vid olika typer av sjukdomar
(exempelvis 2 Wright et al.). Till exempel for
svart sjuka barn pa intensivvard har det diag-
nostiska utbytet (diagnostic yield) vid exom-
och genomanalyser varierat mellan 20 och 70
procent i olika studier (6). De hogsta ande-
larna diagnostiska fynd vid bade vetenskaplig
forskning och diagnostik har forekommit
exempelvis vid drftliga ndthinnesjukdomar,
dér en sédker eller sannolik molekylidrgenetisk
diagnos har stéllts hos cirka 50-80 procent av
patienterna (7, 8).

Nar en barnpatient har ett fynd vid ett ge-
netiskt test dr det ofta nédvéandigt att utreda
fordldrarnas situation med riktade genetiska
tester, antingen for att ta reda pd om barnet
har en de novo-mutation eller vid en recessivt
arftlig sjukdom for att verifiera fordldrarnas
béararstatus for att bedoma risken for aterfall
av sjukdomen i familjen. Da riacker det vanligt-
vis med en specifik analys av en viss férand-
ring, med anvdndande av den mest ldmpliga
tekniska metoden for fordndringen. Det kan

Argang 183 Nr 1, 2023

31



ocksé bli mojligt att inom familjen overviga
antingen mer omfattande anlagsbérartester
eller prediktiva genetiska tester for att bedoma
sjukdomsrisken hos néra slaktingar.

Om den genetiska bakgrunden till en
sjukdom i sldkten redan &r klarlagd och den
sjukdomsalstrande fordndringen har identi-
fierats, till exempel med en genpanel, kan i
de flesta fall riktade genetiska tester goras pa
andra sldktingar med liknande symtom. Det
ar alltsd inte da noddvandigt att undersdka
alla symtomatiska sldktingar med omfattande
genpaneler.

Mojligheter till fosterdiagnostik

Genetisk diagnostik av monogena sjukdomar
kan ocksa utforas under graviditeten om
fordldrarna sa onskar, 1) om en mutation
som orsakar en érftlig sjukdom redan har
identifierats i familjen eller 2) om fostrets
ultraljudsfynd ger anledning att misstdnka
en strukturell abnormitet och risk for en
arftlig sjukdom eller kromosomavvikelse.
Fosteranalyser gors vanligen pé ett prov fran
antingen placenta eller fostervattnet, och
provtagningen &r forknippad med en liten,
uppskattningsvis 0,5-1 procents risk for miss-
fall. En snabb svarstid beh&vs vid fostergene-
tiska studier om svaren ska inkomma innan
tidsgransen for en eventuell abort (h 24 + 0)
i Finland gar ut. Inom fosterdiagnostik kan
eventuella fynd av osdker betydelse skapa oro
och osédkerhet for savil den gravida kvinnan
och hennes partner som for vardpersonalen
(9). I Finland erbjuds dnnu inga breda exo-
manalyser under graviditeten. Till exempel i
Storbritannien har man beslutat att erbjuda
exomanalyser dven under pagéende gravidi-
tet for att fa en mer exakt diagnos av fostret,
och man har mirkt att trioexomanalyser
identifierar diagnoser oftare d&n molekylidra
karyotypanalyser (10).

Tolkning av och tolkningssvarigheter
vid genetiska forandringar

Populationsbaserade databaser som ExAC
och gnomAD har varit till betydande hjélp
for tolkningen av genetiska fordndringar (11,
12). Databaserna gor det mojligt att dela infor-
mation om forekomsten av genetiska férdand-
ringar i olika populationer och de har varit till
hjéalp for att forsta vilka gener som néstan inte
alls tolererar forandringar som forstor gen-
funktionen eller férdndringar av en enskild

aminosyra. De fordndringar i genomet som
ligger bakom séllsynta sjukdomar dr mycket
ovanliga pé befolkningsnivad om sjukdomens
arftlighet 4r dominant och X-kromosomal.

En svérighet vid tolkningen av genetiska
analyser dr den variation som ocksd normalt
forekommer i arvsmassan. Om vem som
helst skulle fa hela sitt genom undersékt
med NGS-metoder, skulle det i genomsnitt
finnas 3-5 miljoner genomfordndringar att
tolka. Ju bredare den genetiska analysen &r
eller ju fler gener som undersoks at gangen,
desto fler genomforandringar finns det i pro-
vet. American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) utfdardade 2015 den
forsta rekommendationen for tolkning av
genetiska fordndringar pa en femstegsskala
(13). Enligt rekommendationen klassificeras
genférdandringar som patogena (pathogenic,
P), sannolikt patogena (likely pathogenic,
LP), variant av osdker betydelse (variant of
uncertain significance, VUS), sannolikt ofar-
liga (likely benign) och ofarliga (benign). Vid
tolkning av genomf6réandringar anvédnds olika
typer av information om fordndringen, dess
forekomst i befolkningen, eventuella tidigare
observationer i litteraturen och i databaser,
hur fordndringen nedirvs i familjen och
eventuella funktionsstudier. Klassificering
och tolkning av fordndringarna gors sale-
des utgaende fran den information som for
tillfallet finns tillgédnglig i laboratoriet, och
klassificeringen kan komma att d&ndras i fram-
tiden nidr man far mera information. Endast
patogena och sannolikt patogena fordndringar
bor anvindas for kliniska beslut. Aven om
internationella riktlinjer har bidragit till en
mer enhetlig tolkning och klassificering av
fordandringarna, anviander olika laboratorier
och yrkespersoner Kkriterierna med lite olika
betoning, vilket leder till skillnader i tolkning
och Klassificering (14).

Om fynden vid den genetiska analysen ar
normala eller om de &r VUS-férandringar
av osdker betydelse, kan en omvérdering
av informationen efter exempelvis néagra ar
vara till hjidlp for att tolka fynden battre. I
en stor vetenskaplig studie som undersokte
exomet hos 1 133 barnpatienter med allvar-
liga utvecklingsstorningar och deras foraldrar
upptéacktes diagnosen initialt hos 27 procent
av patienterna, men fyra ar senare okade det
diagnostiska utbytet till 40 procent efter en
omvardering av samma genetiska information
som foljd av utvecklingen inom bioinforma-
tikmetoder och 6kad medicinsk evidens (15).
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NGS-analysernas begransningar och
mdjliga framtida metoder

Nuvarande metoder kan dnnu inte hitta alla
mojliga fordndringar i genomet. Till exempel
undersoks i allménhet inte genreglerande re-
gioner eller intronregioner i genpaneler och
exomanalyser, och det vore inte ldtt att tolka
fordndringar i dessa regioner. Dessutom &r
det svart att anvinda NGS-metoder for korta
sekvensstrangar for att identifiera till exempel
deletioner eller duplikationer, inversioner och
forandringar i upprepade sekvenser pa omkring
40-2000 baspar, dven om bioinformatikmeto-
derna har forbattrats och kan hitta en del av
dessa fordndringar. Om en viss sjukdom mycket
starkt misstdnks hos en patient, dr det ibland
nodvandigt att Gvervéga att komplettera de ge-
netiska analyserna med eventuella nya analys-
metoder. Inom vetenskaplig forskning omfattar
de nyaste metoderna till exempel RNA-basera-
de undersokningar (sésom RNAseq), long-read
sekvensering med tekniker fran till exempel
Oxford Nanopore eller Pacific Biosciences och
optisk genomkartldggning (16).

Fordelar och mojliga nackdelar med
diagnostiska genanalyser

Om patientens exakta diagnos och dess mole-
kyldrgenetiska orsak kan faststéllas ppnar det
ofta majligheter for mer detaljerad radgivning
om prognos, planering av uppfoljning och yt-
terligare undersékningar, likasa for bedomning
av risken for aterfall i familjen, arftlighetsradgiv-
ning for den nérmaste sldkten, anlagsbérartester
eller prediktiva gentester och eventuell foster-
eller embryodiagnostik. Glddjande nog dr detta
ibland till hjédlp ocksé vid val av behandling
och mojliggor i basta fall malstyrd behandling.
I en omfattande litteraturoversikt klargjordes
betydelsen av exom- och genomanalyser hos
barnpatienter med antingen flera strukturella
abnormiteter eller utvecklingsstorning. Hos en
del patienter paverkade den exakta diagnosen
direkt den medicinska behandlingen (ingrepp,
lakemedelsbehandling, nédringsvégledning och
overgang till palliativ vard), hos en del andra
patienter paverkades uppfoljningen och hos
vissa (cirka 10-40 procent) paverkades onske-
malen om till6kning i familjen eller familjepla-
neringen (anlagsbérartester, fosterdiagnostik
och embryodiagnostik) (17).

Att fa genetiska undersokningsresultat kan &
andra sidan ha nackdelar i form av exempelvis
fordndrad familjedynamik, storre osédkerhet

och angest, diskriminering (inklusive sdmre
mojligheter att fa forsdkring) och eventuellt
okade sjukvardskostnader. De molekylédrgene-
tiska utredningar som for nérvarande anvénds
i Finland erbjuds via den offentliga hélso- och
sjukvarden, och patienter och familjer behéver
inte sjdlva sta for de relativt hoga kostnaderna
for omfattande genetiska analyser.

Nar genetiska analyser gors har patienten
och forédldrarna ritt att f4 adekvat radgivning
fore analysen om mdijliga fordelar, nackdelar
och begransningar samt om hur eventuella
bifynd rapporteras och informationen lagras.
De har ocksa ritt att fatta ett medvetet beslut
utgéende fran informationen.

Andra mdéjliga anvdandningsomraden
for genetisk diagnostik

Snabbanalys av hela genomet (rapid whole
genome sequencing, rWGS) for att klargora
diagnosen hos allvarligt sjuka nyfodda och
barn har undersokts flitigt 6ver hela varlden
och har inforts i flera lander (6). Som snabbast
har man kunnat komma fram till en diagnos
pa mindre dn ett dygn och ofta har fynden
haft en betydande inverkan pa behandlingen
och uppfdljningen av barnen. Till exempel i
projektet Baby Bear i USA kunde en rWGS-
analys hitta en diagnos for 40 procent av de
undersokta barnen med en mediansvarstid pa
tre dagar, och fyndet paverkade behandlingen
hos ungefir en tredjedel av dem. Forskarna
uppskattar att den snabba analysen var kost-
nadseffektiv (18). Internationellt har det dis-
kuterats om snabb exom- eller genomanalys
ska ingé i rutindiagnostiken av svart sjuka
nyfédda eller svart sjuka barn pa intensiv-
vard. For ndarvarande erbjuder de finldndska
universitetssjukhusens genetiska laboratorier
dnnu inte detta analysalternativ.

Samma metoder baserade pa NGS-sekvense-
ring har i form av omfattande anlagsbarartes-
ter ocksa tillampats pa personer som planerar
att bilda familj. Tanken &r att redan fore en
eventuell graviditet identifiera de par som har
en betydande risk att fa ett barn med en arftlig
sjukdom (exempelvis 19). Nyligen rekommen-
derade ACMG att anlagsbérartester erbjuds
for sddana svéra sjukdomar dar forekomsten
av enskilda sjukdomsbérare i befolkningen &r
storre dn 0,5 procent (>1/200). Organisationer
i olika lander har haft divergerande syn pa fra-
gan, med beaktande av etiska utgdngspunkter,
nytta och kostnadseffektivitet (20). Ocksa an-
vandning av antingen omfattande eller riktade
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genetiska analyser vid screening av nyfodda
har overvagts (exempelvis 21). Till exempel ger
malstyrd behandling for spinal muskelatrofi
(SMA) bittre behandlingsresultat ju tidigare
behandlingen inleds. Darfor har flera lander
borjat screena nyfodda for SMA med genetisk
testning (bland andra 22). Dessutom har man
Overvagt att screena friska personer for saidana
genfynd dér personens risk att insjukna eller
prognos kan paverkas genom uppf6ljning eller
behandling (bland andra 23).

Vad framtiden betréffar aterstar det att se
hur tillimpningar av genomik kommer att
integreras i utredningen av en persons sjuk-
domsrisk redan innan familjen bildas, under
graviditeten, efter fédseln och i vuxen alder
samt hur tillimpningarna kommer att paverka
planeringen av lidkemedelsbehandling (24).
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The current possibilities of genetic diagnostics in monogenic diseases

Currently available genetic testing options have enabled molecular genetic testing in many patients in
whom a monogenic disorder is suspected. As there is a lot of genetic variation in the human genome, the
interpretation of the findings may still be challenging. Molecular verification of the diagnosis is achieved
in 10-50% of the patients analyzed, depending on the patient’s phenotype and the testing method. Panel
and exome testing are the most commonly used analysis methods. The patients and/or their parents
should have good pre-test information and counselling regarding the potential benefits, harms, possible

results and limitations of the genetic test proposed.
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