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Revolusjonen innen sekvenseringsteknologi:

Framgang med sjumilssteg

Denne artikkelen gir inn-
blikk i den rivende utvik-
lingen innen sekvense-
ringsteknologien de siste
tidrene og hvordan teknolo-
gien benyttes innen medi-
sinsk genetikk. Den beskri-
ver ogsa hvordan genetisk
utredning foregar, fra forste
kontakt med helsetjenesten
frem til endelig svar.

Innledning

I fagfeltet medisinsk genetikk diagnosti-
serer man sykdommer som har oppstatt
enten fordi en genfeil er arvet, eller fordi
en genfeil har oppstatt spontant. Gene-
tiske feil kan veere endringer som pavir-
ker kromosomenes eller genenes struk-
tur eller funksjon, noe som gjgr oss mer
sarbare for utvikling av sykdom. Gene-
tiske faktorer kan virke alene eller i sam-
spill med miljefaktorer. Vi antas a ha cir-
ka 21 000 proteinkodende gener, og disse
er bare delvis kartlagt med tanke pa asso-
siasjon til sykdom. I dag kjenner man til
mer enn 6000 ulike genetiske tilstander
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(1) og man finner stadig nye genetiske
endringer som kan knyttes til utvikling
av sykdommer, noe som ny sekvense-
ringsteknologi har bidratt vesentlig til. I
tillegg til tradisjonelle PCR-baserte-me-
toder som sangersekvensering av DNA
og RNA, og fragmentanalyse av spesi-
fikke genetiske markgrer, har ny sek-
venseringsteknologi fort oss sjumilssteg
fremover. Nestegenerasjonssekvensering
(NGS) (ogsa kalt andregenerasjonssek-
vensering) har gjort det mulig & under-
sgke mange gener eller hele det mennes-
kelige genom i én enkelt analyse.

Omtrent dtte prosent av alle mennes-
ker utvikler en genetisk sykdom i lgpet av
livet (2). Ved Avdeling for medisinsk gene-
tikk (AMG]) ved St. Olavs hospital benytter
vi NGS til diagnostisering av arvelig kreft,
syndromer og utviklingsavvik i fosterli-
vet. Hensikten med denne artikkelen er 3
beskrive den rivende utviklingen som har
veert de siste drene innen gentesting ved
hjelp av sekvensering.

Arvelig kreft

Kreft oppstar pa grunn av ukontrol-

lert cellevekst. @kt risiko for kreft kan
veaere arvelig, og det er kartlagt mange
risikogener innen arvelig kreft. Arve-
lige kreftsyndromer hvor arsaksgenet er

kjent, utgjer cirka fem til ti prosent av
alle kreftformer. For eksempel har noen
familier gkt risiko for bryst- og eggstokk-
kreft pd grunn av en genfeil i BRCA1-
eller BRCA2-genet, og andre familier har
gkt risiko for tarmkreft pd grunn av feil
iett av fire gener involvert i DNA mis-
match-reparasjon (Lynch syndrom) (3).
Per i dag kjenner vi mer enn 50 ulike
arvelige kreftsyndromer og mer enn 80
assosierte gener (4).

Syndromer

Genetiske syndromer er definert som en
sammenstilling av symptomer (fysiske
tegn og mulige utviklingsavvik) som ofte
opptrer sammen, og hvor genetisk arsak
er kjent. Arsaken kan vare nedarvet eller
nyoppstatt og omfatte en enkel genetisk
variant (for eksempel Duchenne muskel-
atrofi, med feil i DMD-genet), eller end-
ringer pd kromosomniva (for eksempel
Downs syndrom - tre utgaver av kromo-
som 21). Flere tusen ulike gener involvert
i syndromer er kjent, og de klassifiseres
ut fra fenotyper.

Fosterdiagnostikk

Det er utviklet NGS-baserte metoder for
undersgkelse av kromosomavvik som
kan oppstd i fosterstadiet. Ved indika-
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1: Mor bestiller time til fastlege, hun var
under 50 ar da hun fikk brystkreft og
har rett pa insidenstesting. Fastle-
gen henviser henne til AMG poli-
klinikk for en genetisk veiled-
ning.

\
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\ 2: AMG poliklinikk (sek-
\ retaerer) registrerer mor
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1 .
| genetiker (lege) eller
| genetisk veileder, og
hun innkalles til gene-
| tisk veiledning ved

‘ | AMG poliklinikk.
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gen med mor og eventu-
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er med). Mor far informasjon
om mulighet for en genetisk dis-
posisjon og tilbud om genetisk
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prevetakningspoliklinikken ved St. Olavs hospital

FIGUR 1: Eksempel pa genetisk utredning for arvelig kreft ved AMG, St. Olavs hospital.

sjoner pa avvik hos fosteret ved ultralyd
eller ved hgy alder pa mor, kan kromo-
somavvik undersgkes i blodprgve fra mor
med NIPT (ikke-invasiv prenatal test,
som utfgres i samarbeid med Avdeling
for medisinsk biokjemi). DNA isolert fra
mors blod inneholder en liten andel av
sirkulerende DNA fra fosteret, og det er
tilstrekkelig til at man kan analysere for
trisomi 13, 18 og 21.

Hvorfor er det viktig med gentesting?
Gentesting kan vaere en malrettet under-
sgkelse av en kjent genetisk variant som
er pavist i en familie, eller det kan vaere
en undersgkelse av ett eller flere gener

for & preve a finne en arsak til sykdom.
Nar den sykdomsgivende genetiske
varianten i en familie er identifisert, er
det mulig a tilby gentesting av slektnin-
ger. Ved 4 identifisere baerere av den-
ne varianten, kan disse tilbys oppfelging
fra helsetjenesten i form av regelmes-
sige undersgkelser og kontroller som for
eksempel MR (magnetisk resonans) og
CT (computertomografi). PA denne maten
kan man oppdage for eksempel kreftut-
vikling i et tidlig stadium og dermed for-
hindre videre utvikling og ded. Figur 1
gir en skjematisk oversikt over genetisk
utredning for arvelig kreft ved var avde-
ling, og faktaboksen «Genetisk utred-

ning» gir en forklaring pa aktuelle begre-
per ved gentesting.

I de tilfeller man ikke kjenner den
genetiske arsaken til sykdommen fra for,
er det viktig for familie og helsetjenes-
ten a finne en forklaring pd sykdomsut-
viklingen - for eksempel ved medfadt
utviklingsavvik. Genetiske undersgkel-
ser kan veere med & stgtte opp under dia-
gnosen ved syndromutredning, fordi
symptomene ofte kan veere overlappende
og de kan variere i omfang og alvorlig-
hetsgrad. Ogsa for syndromer er det vik-
tig med korrekt diagnose, med tanke pa
riktig behandling og oppfelging. Det kan
ogsa vaere gjentagelsesrisiko, noe somer »
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FI1GUR 2: Prinsippskisse for NGS-sekvensering ved malrettet gensekvensering (genpanel), eksomsekvensering (WES) og helgenomsekvensering
(WGS). DNA fragmenteres, og for malrettet gensekvensering og eksomsekvensering blir de aktuelle omradene tilsatt prober som «fisker» ut DNA.
Det utvalgte DNAet blir amplifisert og sekvensert. Ved helgenomsekvensering blir DNA tilsatt direkte pa sekvensatoren uten «utfisking». Etter sek-
vensering blir ridataene behandlet i en bioinformatisk pipeline, sekvensene for de aktuelle genpanelene blir filtrert ut (selektert) og deretter analy-

sert for mulige genfeil.

“\¢ Prober som kun binder til utvalgte gener. =g prober som binder seg til alle ekson (proteinkodende omrader i DNA).

viktig & vaere klar over ved eventuelle nye
svangerskap.

Det er i dag flere behandlingsmeto-
der som differensieres ut fra om arsa-
ken til sykdom skyldes spesifikke gene-
tiske varianter eller ikke. Persontilpasset
medisin er noe helsetjenesten vil satse
pa fremover, og her er bide medfadte og
ervervede genetiske faktorer av betyd-
ning.

For alle som skal rekvirere medisinsk
genetiske analyser i Norge, er det til-
gjengelig en nettbasert norsk portal (5).
Portalen inneholder oversikt over alle
tilgjengelige genetiske analyser innen
medisinsk genetikk i Norge. Man kan
soke pa indikasjon, underindikasjon, gen
og analysenavn, og fa informasjon om
hvem som setter opp de aktuelle analy-
sene. Portalen har tilgjengelig rekvisi-
sjonsskjema fra alle de medisinsk gene-
tiske avdelingene ilandet.

Utvikling av sekvenseringsmetoder -
fra Sanger til NGS
Sekvenseringsteknologien hadde sin
begynnelse pa 1970-tallet med intro-
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duksjonen av Sanger-sekvensering, som
fortsatt er i bruk. Det forste humane
genomet ble sekvensert med Sanger-sek-
vensering. Det tok 13 ar og ble publisert
12001 (6). Dette forte til en utvikling av
Sanger-sekvensering med kapilleerelek-
troforese, og etter hvert sekvensatorer
med flere parallelle kapilleerer. I ar 2000
ble den forste NGS-teknologien lansert
(7), men den ble benyttet kun til forsk-
ning det forste tidret. De siste ti til femten
arene har det veert en rivende utvikling
av NGS, og den har fatt sin anvendelse i
diagnostikken. N4 er det mulig a under-
spke storre deler av genomet til lavere
kostnad enn tidligere.

NGS - sekvensering av korte fragmen-
ter (short-read)
Short-read-sekvensering baserer seg pa
avlesning av korte sekvenser (vanligvis
150 basepar) og er per i dag den ledende
NGS-teknologien pa markedet, fullsten-
dig dominert av det amerikanske bio-
teknologifirmaet Illumina. Det er denne
teknologien som benyttes i rutinedia-
gnostikken, og i laboratoriet kan man

velge a gjore enten malrettet sekven-
sering (kun utvalgte omrader av geno-
met sekvenseres), eksomsekvensering
(de protein-kodende delene av geno-
met sekvenseres) eller helgenomsek-
vensering (hele genomet sekvenseres,
inklusiv ikke-proteinkodende deler og
mitokondriegenomet) (8) (Figur 2).

Ved malrettet sekvensering og
eksomsekvensering ma de delene av
genomet som gnskes sekvensert «fiskes
ut» pa forhand. En teknisk fordel med
helgenomsekvensering er at det kre-
ver mindre arbeid a klargjere prgvene
for sekvensering (sdkalt biblioteksprep,
figur 2), siden det ikke skal gjores en
«utfisking» av gener pa forhand, som
ved eksomsekvensering. Ved helgen-
omsekvensering vil antall ganger hver
nukleotide (DNA-byggestein) blir sekven-
sert veere mer likt fordelt gjennom geno-
met (mer jevn dekning, eller «coverage»).
Dette gjor helgenomsekvensering bed-
re egnet til & analysere sterre endrin-
ger som delesjoner og duplikasjoner av
ett eller flere gener, hvilket er en klinisk
fordel, fordi mange nyoppstatte utvik-
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F1GUR 3: Grafisk illustrasjon og tallgrunnlag for utviklingen i sekvenseringskapasitet ved AMG
St. Olavs hospital fra 2001 og frem til i dag, angitt i antall megabaser (Mb) per analyseoppsett
(venstre Y-akse (Y-1)) og antall gen per degn (hayre Y-akse (Y-2)).

lingsavvik-syndromer er forarsaket av
slike kopitallsvarianter (CNV). Ved d ta
ibruk helgenomsekvensering vil man
bedre kunne detektere bade stgrre og
mindre DNA-endringer i samme analyse,
og i motsetning til eksomsekvensering
vil man ogsa kunne analysere ikke-ko-
dende regioner, som intron og regulato-
riske regioner, samt gener i mitokond-
rielt DNA. Totalt sett vil innfgring av
helgenomsekvensering kunne fore til at
flere far en forklaring pa sin genetiske
sykdom (9). En av ulempene ved helgen-
omsekvensering er at det blir mange fle-
re varianter 4 tolke med hensyn til om

de er sykdomsgivende eller ikke. Mange
varianter vil ligge i ikke-kodende regio-
ner, og de har vi mindre erfaring med og
faerre verktoy (software-programmer) til-
gjengelige til 4 hjelpe oss i tolkningen.
De vil derfor ofte ende som en variant av
usikker klinisk betydning (VUS). Dette
problemet vil bli mindre etter hvert som
vi far erfaring med tolkning av ikke-ko-
dende varianter, og tolkningsprogram-
mene vil bli bedre etter hvert som det
benyttes kunstig intelligens (KI) for a pre-

dikere effekt av variantene. Et eksempel
pa KI som allerede anvendes til tolkning
av varianter er prediksjon av protein-
struktur ved hjelp av AlphaFold(10).

Sekvensering av lange fragmenter
(long-read)

Long-read-sekvensering er en tek-
nologi som har vakt stor interesse de
siste par arene. Metoden represente-

rer tredjegenereasjonssekvensering.

Per i dag domineres markedet av to
bioteknologifirmaer som begge tilbyr
sekvensatorer og reagenser for long-
read-sekvensering, men med forskjellig
metodikk: Oxford Nanopore og PacBio.
Med long-read-teknologi kan man lese
av lengre sekvenser, typisk rundt 10 000
basepar i snitt (11). Dette gjer at man kan
lese av og analysere regioner som er kre-
vende med den gjeldende NGS-teknolo-
gien, og man kan blant annet avdekke
strukturelle varianter, varierende antall
triplett-repetisjoner (for eksempel asso-
siert med Huntingtons sykdom) og om
en variant befinner seg pa den maternelle
eller den paternelle genstrengen. Denne
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FAKTA |
Genetisk utredning — begreper

B Prediktiv gentest betegner testing
av friske personer som enten har en
kjent sykdomsgivende variant i fami-
lien eller har en familiehistorie som
kan veere forenlig med arvelig syk-
dom.

B Diagnostisk gentest betegner tes-
ting av syke personer med indikasjon
pa eller mistanke om arvelig betinget
sykdom.

B Proband betegner den person i

en familie som er henvist til genetisk
utredning.

B Autosomalt recessiv arv betegner
tilstander der genfeil m& forekomme
pé begge genstrengene for at syk-
dommen kommer til uttrykk.

B Autosomalt dominant arv beteg-
ner tilstander der genfeil p& kun den
ene genstrengen er sykdomsgivende.
B X-bunden arv betegner tilstander
der genfeilen forekommer pa X-kro-
mosomet. Affiserer primeert gutter.
Jenter kan veere affisert, men har da
gjerne mildere symptomer.

B Mitokondriell arv betegner tilstan-
der der genfeilen forekommer i det
mitokondrielle genom. Affiserer bade
gutter og jenter, men nedarves alltid
maternelt.

B Beaerer betegner en person som
beerer en genfeil. Ved autosomalt
recessive sykdommer betegner
beerertilstand at man er frisk beerer av
en enkelt sykdomsgivende variant.

B VUS betegner en variant av usikker
klinisk betydning.

teknologien har derfor et stort potensial
for klinisk bruk. Long-read-sekvensering
brukes enna ikke i rutinediagnostikken,
men mange laboratorier har tatt teknolo-
gien i bruk i forskningsprosjekter (12-14).
Ogsa ved AMG har vi pagdende forsk-
ningsprosjekter der vi benytter long-
read-teknologi.

Bioinformatisk kompetanse
Moderne sekvenseringsmetoder gene-
rerer store datamengder. Dette krever
en infrastruktur som kan hdndtere ana-
lyser av stadig stgrre datasett og som
har hgy lagringskapasitet. Den stadige

gkningen i NGS-analyser krever ogsa mer »
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bioinformatisk kompetanse i avdelin-
gene. I tillegg til bioinformatikere, som
etablerer og vedlikeholder dataflyt av sto-
re datamengder, ma ogsa laboratorieper-
sonell (som bioingenigrer) ha kunnskap
om den bioinformatiske behandlingen av
sekvenseringsdata som foregar for resul-
tatet av gentesten analyseres (for eksem-
pel kvalitetskontroll og diverse filtre-
ringstrinn).

Sekvensering ved AMG

Ved AMG pa St Olavs hospital startet vi
med var fgrste sekvensator i 2001, en
énkapillaers maskin. Det var da mulig a
analysere ett genfragment fra en pasi-
ent av gangen, og det tok flere degn a
analysere ett gen. For pasienter som ble
utredet for eksempel for arvelig tarm-
kreft, 13 svartiden de forste arene pa
opptil ett ar. Etter hvert fikk vi flerka-
pilleer-sekvensatorer; 16 kapillaerer i
2005 og 48 kapillaerer i 2014. Var forste
NGS-maskin fikk vi i 2012, en Roche GS
Junior (pyrosekvensering) med kapasi-
tet til 3 analysere fire gener fra 48 pasien-
ter. Analysen tok totalt en liten uke, og
svartiden ble redusert til noen fa mane-
der. Denne teknologien ble snart utda-
tert, og vi kjopte var forste Illumina-ma-
skin i 2016, en MiSeq. Siden utviklingen
i feltet skjer sa raskt, og det blir dyrt a
stadig bytte ut sekvensatorene, har vi
siden 2020 samarbeidet med kjernefa-
siliteten for sekvensering ved universi-
tetet (NTNU). Fra 2020 fikk vi tilgang til
INlumina NextSeq, og fra 2023 NovaSeq.
Vi startet med eksomsekvensering i 2021,
og er nd i ferd med a innfere helgenom-
sekvensering. Vi har som mal 3 erstatte
majoriteten av eksomsekvenseringen
med helgenomsekvensering i diagnostik-
ken i lgpet av 2024. Utviklingen ved var
avdeling med fokus pd kapasitet er illust-
rertiFigur 3.

Anvendelse av NGS i diagnostikken
Ved AMG benytter vi malrettet sek-
vensering ved kreftutredning og
eksomsekvensering ved syndromutred-
ning. Det betyr at rent laboratorieteknisk
behandles alle pasientprgver for utred-
ning av arvelig kreft likt, og vi sekvense-
rer et utvalg pa cirka 80 gener assosiert
med arvelig kreft. Nar sekvenseringsda-
taene skal analyseres, analyserer vi der-
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imot kun de genene som har relevans
for den aktuelle kliniske problemstillin-
gen. Disse filtreres ut bioinformatisk.
Hvis indikasjonen er bryst- og/eller egg-
stokkreft, analyserer vi for eksempel
et panel som bestar av 21 gener. Inoen
familier er det mange ulike krefttyper, og
dette forer ofte til at vi ma re-analysere
for & se pa et annet panel (for eksempel
Mage-tarmkreft pa 24 gener). Derfor har
vi nylig innfgrt et panel pd 50 gener, som
dekker de mest vanlige formene for arve-
lig kreft. Oversikt over alle genpanel kan
rekvirentene finne i genetikkportalen (5).
Det samme prinsippet gjelder
for syndromutredning: Vi utferer
eksomsekvensering for alle pasienter
som er henvist for syndromutredning,
men analyserer kun de genene som har
relevans for den aktuelle kliniske pro-
blemstillingen. Her benytter vi genpa-
neler som er satt sammen av Genomics
England PanelApp (15) som utgangs-
punkt for hvilke gener vi har med i vare
genpaneler. Eksempler pd paneler som
tilbys er Nyresykdommer (259 gener),
Netthinnesykdom (201 gener), Hgrsel
(113 gener), Skjelett (380 gener) og Utvik-
lingsavvik (1973 gener).

Oppsummering

Revolusjonen som har veert innen NGS
har medfert en dramatisk gkning i kapa-
sitet og mye kortere svartid. Dette har
kommet pasientene til gode, bade i form
av kortere ventetid for svar pa en gene-
tisk utredning og i form av et bredere
analysetilbud.

Da vi begynte med Sanger-sekven-
sering i 2001, brukte vi en uke pa a
sekvensere ett gen i en pasientpreve.
Ndi2023 sekvenserer vi pd en uke
48 pasientprever (80 kreftassosierte
gener) med NGS til mélrettet sekvense-
ring, eller 12 pasientprgver (hundre til
tusenvis av gener avhengig av fenoty-
pen) med eksomsekvensering. Fraiar
er malet & benytte helgenomsekvense-
ring til syndromutredning. Da vil ogsa
kopitallsanalyse for alle gener kunne gjo-
res.

Ny teknologi har skapt behov for en ny
type fagfolk og en ny type kompetanse.
Tolkning av varianter er blitt et stort fag-
felt, og bioinformatikere er blitt en uunn-
verlig del av staben ved AMG. H
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