Array-CGH pa OUH

Efter 1 ar er der underspgt 236 patienter og fundet 114 med kromosomafvigelser

Pr.1. november 2010 hjemtog Klinisk Genetisk Afdeling pa
OUH en ny analyse til at underspge bgrn, som er psykisk-, mo-
torisk-, eller mentalt forsinkede.

Denne analyse hedder array-Comparativ Genomisk Hybridi-
sering, i daglig tale array-CGH. Med denne analyse screenes
genomet for variationer i antallet af kopier, og det betyder, at
der underspges for ubalancerede kromosomafvigelser, hvor
der enten er deleteret eller duplikeret genetisk materiale.

Efter1ar er der blevet underspgt 236 patienter, hvor der er
fundet 114 patienter med kromosomafvigelser, som er fundet
egnet til yderligere udredning.

Kandidater til en array-CGH-analyse

Lige nu analyseres primeert bgrn, som er psykisk-, motorisk-,
eller mentalt forsinkede og eventuelt ogsé har adfeerdsforstyr-
relser, sdésom autisme, eller har misdannelser/dysmorfe traek.
Nogle bgrn med epilepsi analyseres ogsa.

Patienten ses af en bgrnelaege, som vurderer, om nogle af de
sygdomme/vanskeligheder, patienterne har, er kendte og kan
kobles til en sygdom eller et syndrom som fx Prader-Willi/An-
gelmann-syndrom. I disse tilfeelde undersgges patienten pri-
meert for det.

Hvis sygdommene/vanskelighederne ikke falder ind under i
forvejen kendte syndromer/sygdomme, kan man foretage en
array-CGH-analyse, hvor man undersgger hele genomet for
kopiantal-variationer.

Mange af de genetiske sendringer, der findes ved en array-
CGH-analyse, er sjeeldent/aldrig set fgr og gor det vanskeligt
at vurdere, om resultatet af analysen er &rsag til patientens
sygdom/vanskeligheder. Det beskrives senere i artiklen, hvor-
dan man forspger at sammenholde resultatet med patientens
sygdom/vanskeligheder.
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Fgr array-CGH-analysen fandtes, blev disse patienter under-
spgt med en kromosomanalyse evt. suppleret med en FISH-
analyse. I familier, hvor der var/er ophobning af mental retar-
dering, havde man en staerk mistanke om, at det kunne skyl-
des genetiske faktorer. Derfor sendte man prgverne til Rigsho-
spitalet, hvor man anvendte en "udvidet”
kromosomunderspgelse kaldet CGH — forlpberen til array-CGH.

Sidenhen fik Rigshospitalet array-CGH analysen, og det blev
hurtigt den foretrukne analyse.

Detektionsgraensen for deletioner/amplifikationer pa kro-
mosomanalyse er ca. 5 Mb -1 bedste fald 3 Mb og i veerste fald
10 Mb. Detektionsgreensen er aftheengig af, hvor pa kromoso-
met sendringen sidder, og hvordan eendringen sidder i forhold
til bandtegninger. Det betyder, at man kan overse stgrre zen-
dringer, fordi disse kan sidde et sted, hvor de ikke er tydelige.
Og derved er der nogle patienter, som aldrig har fdet en diag-
nose baseret pé denne teknik.

Fordelene ved kromosomanalysen er, at man kan se balan-
cerede og ubalancerede translokationer, inversioner og poly-
ploidier (se "parlgr”), hvis disse sendringer er store nok.

Detektionsgreensen ved array-CGH er ret lav. Den er afhzen-
gig af typen af array, og hvilke greenser for rapportering der
anvendes. [ vores patienter gennem det fprste ar har vi set een-
dringer pa 25 kb, som inden for array-CGH-verdenen er meget
sma sendringer.

Fordelen ved array-CGH er evnen til samtidigt at underspge
for aneuploidier, deletioner, duplikationer, ubalancerede kro-
mosomafvigelser og meget hej oplgselighed.

Ulemper ved denne teknik er, at den ikke er velegnet til at
detektere mosaikker, balancerede strukturelle kromosomafvi-
gelser eller polyploidier. Dette er, fordi metoden primeert kan
anvendes til at bestemme antallet af kopier, hvor det normale
er 2 kopier for hvert kromosom.

Udforelse af array-CGH

Til analysen anvendes arvemateriale (DNA) fra to personer:
patienten og en reference. I al sin enkelhed gar teknikken ud
pa at indmeerke hvert genom med hvert sit fluorescerende far-
vestof. Herefter skal de indmeerkede genomer "konkurrere” om
at hybridisere til sma stykker DNA. Disse sma stykker DNA er
60 baser lange og kaldes prober. Proberne er heeftet til et ob-
jektglas, placeret i 2 arrays. T hvert array sidder der 400.000
prober. P hvert objektglas kan vi kgre to patienter. De
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400.000 prober daekker hele genomet med en gennemsnitlig
afstand mellem proberne pa ca. 7.000 basepar. Se fig. 1.

DNA oprenses, for de fleste patienter, fra en blodprpve. Derud-
over skal man anvende reference-DNA. Reference-DNAet er
kommercielt tilgeengeligt DNA, som indeholder DNA fra 6 for-
skellige personer. Disse personer er donorer og feenotypisk
normale. Man kan kgbe reference-DNA med DNA fra enten
kvinder eller meend.

Reference-DNAet er npdvendigt, da der foretages en kompara-
tiv analyse, hvor patienten sammenlignes med "normalt” DNA.

DNA fra bade patient og reference klippes i sma stykker med 2
enzymer, som skeerer bestemte steder pa genomet. Efter en-
zymklpvning er DNA'et klippet i stykker p4 200-500 basepar.

DNAZPt fra patienten bliver derefter meerket med et fluore-
scerende farvestof, Cys. DNA fra referencen bliver maerket
med et andet farvestof, Cys. Disse farvestoffer er koblet til et
molekyle, dUTP (2”-Deoxyuridine, 5°-Triphosphate), som kan
indbygges i DNA. Indmeerkning med disse farvestoffer foregar
ved, at man foretager en lille opformering af DNA'et, og derved
indbygges farvestoffet i DNAet.

Det meerkede DNA fra bade patient og reference blandes, her-
efter denatureres DNAet og pipetteres pa et array. Nar DNA
denatureres, gar det fra at veere dobbeltstrenget til enkelt-
strenget. Enkeltstrenget DNA vil altid forspge at binde sig til
sin komplementaersekvens for at danne det stabile dobbelt-
strengede DNA-molekyle. Dette kaldes for annealing og er den
egenskab, man udnytter pa arrayet. DNA-fragmenterne vil
forspge at anneale til de bundne prober pa arrayet. Tempera-
turen sikrer, at de stykker, der annealer, passer fuldsteendigt
med hinanden. Hvis temperaturen er for lav, kan DNA-stren-
gene anneale uspecifikt, uden at affiniteten er seerlig hgj, der-
for hybridiseres ved 65 °C.

Efter 40 timers hybridisering bliver arrayene vasket. Her va-
sker man det materiale af, som ikke er bundet til proberne pa
arrayet. Herefter scannes slidene, og signalet overfgres til en
computer. Data kobles til producentens informationer om pro-
bernes placering i genomet og deres placering pa sliden.

I computeren beregnes ratioen af intensiteten af fluore-
scenssignalet mellem preverne (patient og reference).

Denne ratio beregnes for samtlige 400.000 prober, som fin-
des pé arrayet. Se fig. 2 for oversigt over proceduren.

156X

FIGUR 1 viser, hvor teet pro-
berne sidder. Det er forst ved
256 x zoom, at man kan skelne
de enkelte probe-spots.

Tolkningen af resultaterne er vanskelige. Vi har alle kopiantal-
variationer i vores genom, og de fleste af de aendringer, vi ob-
serverer hos patienter, er normale varianter.

Ved tolkning af resultaterne underspger man, om der er for-
skel mellem patient og reference.

Det vil sige, at enten har patienten for meget eller for lidt
materiale i forhold til referencen.

De @ndringer/omrader med kopiantal-variationer, som fin-
des ved array-CGH-analysen, bliver vurderet. Stgrrelsen pa
endringen vurderes, da den potentielt i sig selv kan veere be-
tydende for, om et omrade er sygdomsfremkaldende eller ej.
Det vurderes, om eendringerne ligger i omrader, der i forvejen
er hypervariable, da dette vil seenke sandsynligheden for, at
endringerne er sygdomsfremkaldende og i stedet blot er nor-
male variationer i befolkningen. Der noteres ogsa, om der er
gener til stede 1 eendringen eller i umiddelbar neerhed, da det-
te hgjner sandsynligheden for, at eendringerne er sygdoms-
fremkaldende.

Nér resultaterne er analyseret, og der er fundet eendringer,
der kandiderer som drsag til patientens sygdom/vanskelighe-
der, vil man underspge, om der findes fortilfaelde, som kan
give en forklaring. Dette ggres ved at spge i litteraturen efter
casestudies, artikler o.a. Der spges ogsé i en international data-
base (Decipher), hvor der er samlet et keempe materiale af re-
sultater fra array-CGH-analyser pa patienter med lignende
sygdomme verden over.

I databasen star ofte beskrevet patientens symptomer/ka-
rakteristika, og om sendringen er nedarvet eller nyopstaet.
Ydermere anvendes data fra litteraturen, hvor det forspges at
finde artikler, der kan beskrive betydningen af de eendringer,
der ses.

Da det er et ret tidskraevende arbejde, kan der gar helt op til
6 uger, for der kommer et svar pa en array-CGH-analyse.
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erificering

Nar man har fundet nogle sendringer, der kan veere ar-
sag til patientens sygdom/vanskeligheder, skal disse
verificeres. Man skal ogsa bestemme, om det er en ny-
opstaet endring, eller om den er nedarvet fra en af for-
zldrene. Og det gpres ved at analysere forzeldrene
med.

P4 OUH anvendes en analyse, der hedder MLPA (Mul-
tiplex ligation-dependent probe amplification) til veri-
ficering. MILPA er en ligerings PCR-metode, der anven-
des til at underspge kopi-variationer i genomisk DNA
eller RNA. Der designes en probe, som er rettet speci-
fikt mod det omrade, som enten er fundet deleteret el-
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ler duplikeret ved array-CGH, eller der anvendes et af
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underspge, om sendringen er nedarvet, eller om den er
nyopstaet.

Hvis sendringen er nyopstaet og altsé ikke nedarvet
fra foreeldrene, kan det konkluderes, at det med stor
sandsynlighed er den eendring, der er skyld i patien-
tens sygdom/vanskeligheder.

Hvis det viser sig, at eendringen er nedarvet fra en af
foreeldrene, bliver det mere komplekst at tolke svaret.

— Hvis foreelderen har samme sygdom/vanskelighe-
der som patienten, s& er det overvejende sandsynligt,
at det er sendringen, der er rsagen til det. Men det kan
godt veere en normal variant, sa sygdommen skyldes
noget helt andet.

- Hvis foreelderen ikke har samme sygdom/vanske-
ligheder som patienten, s& er der flere muligheder:

—Det kan veere, at eendringen er en ukendt/sjeelden
normal variant og ikke har nogen betydning for pa-
tientens sygdom/vanskeligheder.

—Det kan veere, at eendringen er drsagen, men at der
kan/skal veere flere faktorer, der skal spille ind, for sen-
dringen er sygdomsfremkaldende, og som er til stede
i/ved patienten og ikke i/ved patientens foreeldre.

(i} Blanding af  AJ/]
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Da man ogsé analyserer foreeldrene for at fastsla arve-
gangen, sa forleenges den endelige svartid veesentligt,

da man afventer blodprgver pa foreeldrene. Der kan ga
op til 1 ars tid, fpr de kommer.

FIGUR 2 Resultatet af scanningen overfores
til en pc. Her beregnes data og kobles til
producentens informationer om probernes
placering i genomet og deres placering pa
arrayet. Pa pc’en bliver der genereret et bil-
lede af hele genomet, kromosom for kro-
mosom. Herefter kan man tjekke kromoso-
merne for eendringer. £ndringerne kan be-
sta af duplikationer eller deletioner, i det
ovenstaende tilfaelde en deletion.
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I de tilfeelde, hvor det vurderes, at den genetiske sen-
dring er &rsagen, giver det patienterne og iseer patien-
ternes familie en afklaring/diagnose. En sikker diagno-
se kan ggre det nemmere for familien at tackle proble-
met og kan ogsd veere med til at ggre det lettere at fa
den stgtte og hjeelp til barnet, som det har brug for.I
sjeeldne tilfeelde har det ogsa betydning for behandlin-
gen.

Nar man kender til en eller flere sygdomsfremkal-
dende eendringer i en familie eller hos et barn, sé er det
muligt at tilbyde preenatal diagnostik til dem, der har
et pnske om flere bgrn. Her undersgger man fostret (fo-
stervand/moderkage) for de zendringer, man har fun-
det.

I de tilfeelde, hvor patienten frifindes ved en array-
CGH-analyse, betyder det ikke ngdvendigvis, at patien-
tens sygdom ikke skyldes genetik. Patienten kan stadig
have en genetisk sendring, som ikke kan p&vises med
array-CGH, dette kunne veere en sekvensvariation (mu-
tation)iet gen.

tatus array-CGH, OUH (forste ar)

- 236 patienter analyseret.

- 114 patienter (48,3 %) udvalgt til verificering.

- Stprrelse af eendringer rangerer fra 25 kb til 34 Mb.
Ud over det har vi fundet et tilfeelde af trisomi 8
mosaisk form og et enkelt tilfeelde af mosaik for iso-
kromosom 18p.

erificerede a&ndringer

I det ferste &r har vi undersggt 9o sendringer i 76 fa-
milier (patient og foreeldre) med MLPA eller FISH - 20
var nyopstaet og 60 var nedarvet, og nogle af disse var
faktisk nedarvet fra forzeldre, der har lignende vanske-
ligheder.

For resten —10 stk. — er arvegangen ikke blevet fast-
sldet pa grund af manglende prover fra forzeldre eller
af anden &rsag.

Af de verificerede eendringer var 55 (61 %) deletioner,
og 33 (37 %) var duplikationer, og 1 var en triplikation,
og 1 enkelt quadroplikation.

Det er sveert at vurdere, om der er kommet flere eller
feerre prover end forventet. Metoden er aflpseren for
kromosomanalysen, sa det vil veere forventeligt, at der
kommer flere prover til. Ud over det bliver der fundet
flere anvendelsesmuligheder for teknikken, sa pa sigt
vil der komme flere til.

Vikanihvert fald sige, at der er mange verificerin-
ger, og det afspejler den begreensede viden, der findes
om, hvorvidt nogle eendringer er normale varianter el-
ler patogene. O

FAKTA/PARLOR
Mb: Megabaser = 1.000.000 basepar.
Kb: Kilobaser = 1.000 basepar.

Mosaik: To eller flere populationer af celler med forskellige
genotyper i en person.

Mosaicisme kan skyldes en fejl under fosterudviklingen, som
kun forplanter sig til en delmeengde af cellerne. Denne fejl
kan fx resultere i, at man far en cellelinje med 3 kopier af et
kromsom og et anden cellelinje med kun 1 kopi af samme
kromosom. Det normale er 2 kopier, og de vil selvfolgelig
ogsa veere til stede. Se fig. 3. Cellelinjen med 1 kopi vil sand-
synligvis ga tabt. Alt efter forholdet mellem normale og
unormale celler (mosaikgraden) vil patienten vaere mere el-
ler mindre vanskeligt stillet. Man kan ogsa have mosaicisme
for en meget lille del af et kromosom, og det kan betyde, at
man fejler noget, men ikke nedvendigvis.

FIGUR 3 Dette er et
eksempel pa, hvordan
mosaicisme kan opsta.
Bemeerk, at der i det-
te eksempel er 2 kopi-
er fra moderen (rede)
og 1 kopi fra faderen
(bld). Den omvendte
situation med to kopi-
er fra far kunne ogsa
forekomme.

Polyploidi: Polyploidier er celler og organismer, der indehol-
der mere end to parrede (homologe) saet kromosomer. Det
kan fx veere triploidi med 69 kromosomer i stedet for de nor-
malt 46.

Polyploide personer findes ikke, da det normalt vil veere
uforeneligt med liv, men kan findes i mosaisk form.

Aneuploidi: Personer, som har et kromosom, eller kromo-
somsegment, som findes i feerre eller flere antal end nor-
malt. Fx har personer med Downs syndrom 3 eksemplarer af
kromosom 21.

Faenotype: Feenotypen er karakteristika eller treek ved et
menneske: sasom udseende, udvikling, biokemiske eller fy-
siologiske egenskaber, sygdom, adfaerd og produkter af ad-
feerd.

Genotype: Genbesaetningen i en organisme eller i et men-
neske. Arveanlaegget.

Balancerede/ubalancerede strukturelle kromosomafvigel-
ser: Strukturel kromosomafvigelse: a&endring i kromosomets
struktur (i modsaetning til antalsfejl). Balanceret: der er ikke
tabt kromosommateriale.

Ubalanceret: der er for meget eller for lidt kromosommate-
riale.

De ubalancerede kromosomafvigelser vil nsesten altid fere
til sygdom, mens baerere af en balanceret kromosomafvi-
gelse seedvanligvis vil vaere raske. De ubalancerede kromo-
somafvigelsers storrelse har selvfelgelig en betydning for,
hvor syg en person er. Raske personer bliver sjeeldent under-
sogt.
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