Genetisk diagnostik

Ingegerd Ofverholm

Klinisk genetik och genomik
Karolinska Universitetssjukhuset



Dagens presentation

Grundlaggande genetik
Tumorgenetik
Genetiska avvikelser
Genetiska metoder

o kb=

Sammanfattning



Kromosom Cellkérna * 6,2 miljarder basparien cell

Proteinkodande gener = 1-2% av
hela genomet

Mangder av andra regulatoriska
regioner som paverkar transkription,
tillganglighet, lokalisation, splicing
m.m.
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Translation

* Kodon = en foljd av tre nukleotider som kodar for en
aminosyra eller en stopp-signal

polypeptide —= (* peptide bond
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Cancer ar en genetisk sjukdom

- Celltillvaxt och differentiering kontrolleras av gener

- Gradvis ackumulering av mutationer
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Raza, A, et al. Advances in Genomics and Genetics (2014)



Gener i tumorutveckling

* Onkogener
* Aktiverande genetiska varianter i tillvaxtgener
* Onkogena pathways: Tyrosinkinas, MAPK/ERK-, mTOR-, JAK-STAT
* Inte nedarvda

* Tumorsuppressorer
* |Inaktiverande varianter i gener som reparerar, skyddar, hindrar delning
* Two-hit-hypothesis
* Forsta varianten kan vara nedarvd
* Instabila genom, sekvenseringsfel, kromosombrott



Tumorgenetik i labbet

Mixad cellpopulation

Representativitet? Procent av maligna celler i provet?

Kloner och subkoner? Variantallelfrekvens VAF

Kanslighet hos metoder att hitta de viktiga varianterna?

En liten subklon kan vara viktig, t ex TP53!
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Genetiska avvikelser i cancer

Aneuploidi

Tillkomst eller
forlust av hela
kromosomer

Aneuploidy
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Strukturella
rearrangemang

Translokationer som
orsakar genfusioner

Translocations

Kopienummer- Sekvensvarianter
avvikelser
Deletioner eller Single nucleotide
duplikationer av variants (SNVs) och
DNA-segment INDELs i viktiga
gener
Copy number aberrations i Point mutations and indels

Cortés-Ciriano, |., et al. Nat Rev Genet (2021).



Sekvensavvikelser

* Forandringar i DNA-sekvensen som paverkar den genetiska koden

Rl iRl v o o o o L
TACGGCGTTAGACAAGTGCGTGAGTACACA

DNA

ATGCCGCAATCTGTTCACGCACTCATGTGT

O R R R e B O R e e e e B
Transcription

AUGCCGCAAUCUGUUCACGCACUCAUGUGU
RNA e e e e i e e i
Translation

\ \ Y \ Y Y Y \ \ \
Protein Met Pro Gin Ser Val His Ala Leu Met Cys

Ch. 1 Introduction - Anatomy and Physiology | OpenStax



https://openstax.org/books/anatomy-and-physiology/pages/1-introduction

Sekvensavvikelser

* Synonymous = andrad nukleotid men samma aminosyra

* Non-synonymous = andrad nukleotid som andrar aminosyra
v'Missense = byte av en nukleotid som ger andrad aminosyra
v'"Nonsense = byte av en nukleotid som ger prematurt stoppkodon

* In-frame = deletion, duplikation eller insertion som inte paverkar lasramen
men kan forandra polypeptiden (delbar med 3)

* Frameshift = deletion, insertion, duplikation som forskjuter lasramen (gj
delbar med 3)

* Silent = forandring av DNA-sekvens som inte paverkar fenotypen

* Gain-of-function = variant som okar aktivitet/ger ny funktion

* Loss-of-function = variant som minskar aktivitet

* Dominant-negative = variant som aktivt motverkar funktion av frisk kopia



Sekvensavvikelser

THE CAT ATE THE RAT
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Met Pro Gin Ser Val

THE CAT ATE THE RAt tyst variant

THE CAT ATE THE HAT substitution av en nukleotid (varianteri TP53, NUDT15)
» Missense

THE CAT ATT HEH AT deletion av en eller flera nukleotider
» Inframe, frameshift/nonsense

THE FAT CAT ATE THE RAT insertion av en eller flera nukleotider (NPM1 vid AML)
» Inframe, frameshift/nonsense

THE CAT ATE THE CAT ATE THE RAT duplikation (FLT3 ITD vid AML)
» Inframe, frameshift/nonsense



Sekvensavvikelser

» Heterozygot variant — forandring pa
ena genkopian

* Homozygot variant — forandring pa
bada genkopiorna

* Hemizygot variant — forlust av den
friska genkopian

* Loss of heterozygosity — pa grund av
deletion eller uniparental disomi



Genetisk utredning beror pa diagnos

. .o Multipotential hematopoietic
« Vilka analyser ska bestéllas?? st
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Myeloblast (Large granular lymphocyte)
Megakaryocyte

Common myeloid progenitor

Myeloid eller lymfoid?

Kronisk eller akut? ! I
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l T lymphocyte B lymphocyte

Basophil Neutrophil ~ Fosinophil

* Mixad fenotyp? A T oo
* Tumorlokalisation (benmarg/blod/lymfkortel), Macrophage

har vi representativt material?



Syfte med genetisk diagnostik
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* Prognostiska markorer
* Prediktiva markorer

* Riktad behandling
* Félja klonal evolution

* Minimal kvarvarande sjukdom (MRD)




Metoder for cancergenetik T
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* Cytogenetik o

v’ Kromosomanalys A d@ A 33 Xy b
v’ FISH (fluorescence in situ hybridization)
X3 X bAA L 58

* DNA-baserad
v Genomiska arrayer
v PCR (kvalitativ eller kvantitativ)
v'DdPCR
v’ Sangersekvensering
v’ Massiv Parallell sekvensering

e RNA-baserad

v’ Reverse Transcription PCR (kvalitativ eller kvantitativ)
v RNA-sekvensering




Kromosomanalys

* Benmarg eller lymfkortel
- Cellodling _' o _"

e Metafas-halt
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Kromosomanalys - aneuploidier

Hypodiploidi Hyperdiploidi
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Kromosomanalys - strukturella varianter

* Translokationer
* [nversioner

 Stora deletioner eller duplikationer

)
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Translokation Inversion Deletion



Kromosomanalys - strukturella varianter
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Normala- vs leukemikromosomer...
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Odling kan paverka distribution av celler

Bl normal cells
Bl malignant cells




Fluorescence in situ hybridization (FISH)

e Benmarg, blod eller tumor
* Prober mot specifika gener/regioner




FISH

e Riktad analys av strukturella varianter
v’ Translokationer
v’ Deletioner
v’ Inversioner

v’ Amplifieringar

* Pavisar rearrangemang som ar svara att upptacka
med kromosomanalys



Interfas-FISH

Direktutstryk

Representativ fordelning friska/avvikande celler
Manga celler kan analyseras (400)

Detekterar avvikelser i nagra procent av celler
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INTERFAS PROFAS METAFAS




Metafas-FISH

Kraver odling

Kromosomerna visualiseras
Risk att odla bort avvikelserna
Visar struktur och lokalisation

Endast ca 20 metafaser analyseras
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INTERFAS PROFAS METAFAS
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Metoder for cancergenetik

s Cytogenetik
v Kromosomanalys
CEISHH sty hwbridization)

* DNA-baserad
v’ Genomiska arrayer
v PCR (kvalitativ eller kvantitativ)
v'DdPCR
v’ Sangersekvensering
v’ Massiv Parallell sekvensering

e RNA-baserad

v’ Reverse Transcription PCR
v RNA-sekvensering




Array-CGH vid hematologiska maligniteter

* Prober over hela genomet

* Jamfor mangd tumor-DNA med normal-DNA
* CNVs =del, dup, amp

* Hogre upplosning an kromosomanalys
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Genome Section




Deletion (forlust
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Duplikation (tillskott)




60,XX,+X,+X+4,dup4(q31.1935.2),+5,+6,+9,+10,+11,del12(p13.2),+14,
+16,417,+18,+18,+21,+21

3 CytoSure Interpret Software || i N -
File View Tools Loggedin as Anh Nhi Help Current Genome Build: hg19

B KS_140326

Genomic View | Table View | CNVs/SNPs | Database Management | Population Analysis | Cartagenia BENCH
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1 copy

Polymerase chain reaction (PCR)

1 Denaturation

e En teknik for att kopiera specifika DNA-sekvenser

e Utvecklades 1983

e Kary Mullis, amerikansk biokemist

e "The man who took LSD and changed the world” 1 Annealing

G
>

1 Extension

2 copies



PCR vid hematologiska maligniteter

e DNA fran blod, benmarg eller tumorvavnad

e Kvalitativ (PCR)

— Diagnostiskt syfte
— Primer for avvikelse - narvaro av specifik variant?
— Sangersekvensering

e Kvantitativ (realtime-PCR)
— Niva av specifik variant?
— Korrelerar till mangd av tumorceller
— Tumorborda vid diagnos eller kvarvarande tumorceller vid uppfoljning (MRD)



Digital/Droplet PCR

DNA fordelas i tusentals droppar

| varje droppe sker en oberoende
PCR-reaktion

Den sokta sekvensvarianten ar
markt med en flourofor

Droppar som innehaller den sokta
sekvensen lyser

Forhallandet positiva/negativa
droppar anvands for att berakna
antal kopior av sokt sekvens i provet

Droppar PCR amplifiering
Positiva Negativa
Referens Sokt droppar droppar
sekvens - sekvens @@
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Sangersekvensering

e Tidigare gold standard sekvensanalys
e PCR med DNA-polymeras som inkorporerar flourescerande nukleotider
e Flourescensen avlases for att rekonstruera ursprunglig DNA-sekvens

1 PCR with fluorescent 2 Size separation by capillar 3 Laser excitation & detection
- - = , - = =

chain-terminating ddNTPs gel electrophoresis by sequencing machine
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Massivt parallell sekvensering

Datamangd

Whole-genome

Exome

Gene panels
or hotspots

Djup




Gemensamt for de olika teknikerna

1.

Slumpmassig fragmentering av DNA fran

patientprovet -> ett bibliotek

DNA-molekylerna fasts pa en yta

Sekvensen lases av i realtid - parallellt for

miljontals korta fragment

Sekvensen analyseras mot referensgenomet

eller rekonstrueras

Massivt parallell sekvensering

A

Fragmented DNA

Fragmented DNA with
sequencing adaptors

DNAis attached to a
bead, or immobilised

Genomic DNA for
sequencing
—

LR —

DNA on beads or
sequencing slide
Beads immobilised on
i

N\

1 1 I|I|I

DNA synthesis
GATT.A incorporates fluorescently

labeled nucleotides

GATTA Fluorophore cleaved

L Cyclical synthesis, with
GA T T AC imaging of each

fluorophore in turn

SGATTAC

GATTACAo

directly on sequencing
slide

Clonal amplification of

Many molecules sequenced in parallel by imaging
cyclical synthesis on a sequencing slide

P ® 00 @
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°
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i
GATTACA!
AAAAAAA

AATTTAACGATTACATCATTTTA

Each sequence fragment is bioinformatically aligned
to the genome, and potential sequence variants
identified. Here we see a possible heterozygous A>T
single nucleotide polymorphism



Helgenomsekvensering

e Alla typer av varianter (strukturella + sekvens) i hela genomet
e 30 x = varje position avlast i snitt 30 ganger
e Dyrt, stor datamangd, filtrering, tackning

Reference sequence Non-human
Chr1 Chrs sequence
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Copy number alterations

Nature Reviews | Genetics



Helexomsekvensering

e Selektion av proteinkodande regioner (1,5 %) med capture-teknik
e Biologiskt relevanta forandringar, billigare, djupare
e Missar allt utanfor det kodande, samre pa gendos

Construct

\

shotgun library 7 _ H\'hndlzauon ‘ O/Ot‘i
Genomic DNA Fragments \ \ \ \

Wash &
Pulldown \
MG‘"'"” CGTTACGTACGCTAC

» AR TR
"TACATCAGTACATAG (— 4_‘

GAC

CA ".'":;;\ (';\ AAG ‘:”:';\1;;8?':; T

| m

-
ﬂ'@%

Mapping, alignment,
variant calling DNA sequencing Captured DNA

Nature Reviews | Genetics



Panelsekvensering

e Riktad analys av begransat antal gener

e Framst for SNVs och INDELs

e Billigt, djupt, snabbt och skraddarsytt

e Dalig pa strukturella varianter och nytt

e GMS-paneler: Lymfoid och myeloid
e CNV-analys under utveckling

Codon Codon
250 253
EAACGCACGCACATCACCATCAAGCACAAGCTGGGCCOGOGCCAGTACCGGCGACGTGTACGAGE

HAACGCACCCACATCACCATCAACCACAAGCTGCCCCAGCGCCACG
MAACCCACCCACﬁTCACC~TCAAC(ACAACCTCC’CC-CfCC(AO
CAACGCACCCACATCACCATCAAGCACAAGCT GGG GCG(CAO

GAACGCACGGACATCACCAT GAAGCACAAGCT GGGC GAGGGC CAGH
BAACGCCACCCACATCACCATCAAGCACAAGCTGOGCCAGCGCCAG

CAACGCACGCCACATCACCATCAAGCACAAGCTGCGCCAGGGCCAG

GAACGCACGGACATCACCAT GAAGCACAAGCTGGGCGAGGGC CAGHK
:AACGCACCCACATCACCATCAACCACAACCTGCCCCéCCCCCAq
|

CAACGCACCCACATCACCATCAAGCACAAGCTGOGC
CAACGCACCCACATCACCATCAAGCACAAGCTGOGCCAGGCGCCAG
CAACGCACGCACATCAC
SAACGCACGCCACATCAC
CAACGCACCGCGACATCAC

C

C CAAGCACAAGCTGCCGCCAGGGCCAG

C
CAACGCACCCACATCACC

C

C

C

C

AT
AT
AT
ATGCAAGCACAAGCTGGGCCAGGGCCAG
CAACCGCACCCACATCACCATCAAGCACAAGCGCTGCCCCAGGGCCAG
CAACGCACCCACATCACCAT
CAACGCACCCACATCACCAT CAAGCCACAAGCTGCGCCAGGGC CAGK
EAACGCACCCACATCACCATCAAGCACAAGCTGCGCCAGGGCCAG
CAACCGCACCCACATCACCATCAAGCCACAAGCTGCGCCAGGGCCAGK

GAGGGC CAGH
CAAGCACAAGCTGCGGCCAGGGCCAGK
GAAGCACAAGCTGGGCCAGGGCCAGH

CAACCACAAGCCTGGCCCCAGCGCCAGY

ICJACCGGGAGGT GTACGAGG
ACCCCGACGTGTACGAGC
ACCCGCGACGYGTYACGAGG
ACCGCGACGTGTACGAGG
LACCCCGACGTGT ACGAGT
CACCGCGACGTGTACGAGE
COACCGUCGACGTGTACGAGG
CACCGCGACGTGTACGAGG
CACCCOGGACGTGTACGAGC
CACCGCGACGTGT ACGAGS
CACCGCGACGTGTACGAGE
CACCGCCGAGCGTGT ACGCAGC
CACCGGGAGCGTGTACGAGG
CACCGCGACGTGTACGAGC
CACCGCGACGTGTACGAGC
TACCCGCCACGTGTACGAGC
ACCCCGACGTGTACGAGC
UACCGUGACGTGTYACGAGC
ACCCOGACGTGYACGAGG

:AACGCACCCACATCACCATGAACCACAACCTGCGCrAGGGCCAGVACGGGGAGGTCTACGAGC
CAACGCACGGCACATCACCATCAAGCACAAGCTGCGCCAGCGCCAGUACCGCGGACGGTGTACGAGG

CAACCGCACCCACATCACCATCAAGCCACAAGCTGCGCCAGCGCCAG
CAACCCACCCACATCACCATCAACCACAACCTCCCCCAGCGCCCAC
CAACGCACCCACATCACCATCAAGCCACAAGCTGOGCCCAGGGCCAG
CAACGCACCCACATCACCATCAAGCACAAGITGGGCCAGGGCCAG
CAACGCACCCACATCACCATCAAGCACAAGCTGOGCCAGOGCCAG
CAACGCACCCACATCACCATCAACCACAAGCTGCGGCCAGGGCCAG
CAACGCACCCACATCACCATCAACCACAAGCTGCGCCAGCGCCACG

CCCCCACGTGCTACGAGC
CCCCCACCTCTACCAGC
CCCCCACGTGTACGAGC
CCGCGACGTGTACGAGG
COGCGACOGTGTACGAGT
CCGGGACGTGTACGAGG
CCCCGACGTGTACGAGC

GAACGCACGGACATCACCATGAAGCACAAGCTGGGCGAGGGCCAGACGGGGAGGTGTACGAGE
CAACGCACCCACATCACCATCAAGCACAAGCTOGCGCCAGCGCCACUACCCGCGACGT GTACGAGG
CAACGCACGCCACATCACCATCAAGCCACAAGCTGCOCCCAGCGCCACUMACCCOCGCACOGTGTACGAGE



Dataanalys och filtrering

e Majoriteten av arbetet ar filtrering och analys
e HOg bioinformatisk kompetens viktigt
e Cancergenomet skiljer sig fran referensgenomet

e Vad ar cancerspecifikt och vad ar ovanliga medfodda
varianter?

— Jamfora med normalprov fran samma patient — hudbiopsi nar
blodet ar sjukt

— Beddma variantallelfrekvens
e Sjukhusgenetiker analyserar och svarar MPS-data

e Lakare korrekturlaser svaret



Metoder for cancergenetik

s Cytogenetik
vKromesomanalys
v EISH-{fluorescence-in-situ-hybridization)

+ DNA-baserad
¢PGR—(kvaI|tat|v eller kvantitativ)

e RNA-baserad

v'Reverse transcriptase PCR (kvalitativ eller kvantitativ)
v'RNA-sekvensering



Reverse Transcription PCR (RT-PCR)

e Blod, benmarg eller tumo6rvavnad

e WBC-isolering —inom 1 dygn efter provtagning
e RNA-isolering fran WBC

e Enzym = reverse transcriptase

e RNA transkriberas till komplementart DNA (cDNA) ->
Vanlig PCR-analys



Real-time RT-PCR

 cDNA amplifieras i cykler

* Fluorescerande prober mot
avvikelsen och kontroll

* Ju mer produkt desto tidigare
syns signal

* MRD-analys

Leukemia Cells

1012.
1010 .
108 -

@5

Amplification - pat020424

CHR
[_l CCyR

100 (Baseline®)
10

1

0.1 (MMR)
0.01 (CMR)
0.001

0.0001

RT-gPCR negative 0-00001

104

Time on therapy

Zhen C, Wang YL. Molecular monitoring of chronic myeloid leukemia: international standardization of BCR-ABL1 quantitation. J Mol Diagn. 2013;15(5):556-564.

BCR-ABL1/Ctrl ratio (%)



Transkriptomsekvensering

* Funktionell effekt av avvikelser

* Fusionsgener
* Avvikande splicevarianter
e Kvantitativt genuttryck

e Klusteranalys for diagnostik
e Uttrycks genen i vavnaden?
* Vad ar normaluttyck i vavnaden?

Svart med normalkontroll.

RNA expression level

Base-resolution expression profile

Nuclectide position

Nature Reviews | Genetics




Tolkning av genetiska fynd

Tidigare beskriven?

Aterkommande?

Sakert patogen?

Specifik for diagnos?

Prognostisk betydelse?

Risk-stratifierande?

Prediktiv/malstyrd behandling?

Hur starkt bevis? Meta-reviews, prediktionsprogram etc...
Medfodd normalvariant?



Lymfom och genetik

« Tva separata system for klassificering av lymfoida neoplasier (2022)

« WHO 5th edition ( WHO HAEMDS)

* International Consensus Classification (ICC) The International
Consensus Classification of Mature Lymphoid Neoplasms: a report
from the Clinical Advisory Committee 2022

* Primar referens: De Laval 2022 Genomic profiling for clinical
decision making in lymphoid neoplasms

* Solid tumor dar DNA-extraktion sker hos patologen



Heterogent genetiskt landskap | lymfoida maligniteter
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GMS Lymfoid panel

Single nucleotide
variants/indels

Copy-number
aberrations

Structural variations

14 {14;19){q32;q13) 19




60 year old man with testicular DLBCL
Chemoimmunotherapy (R-CHOEP-14x6) and RT

GMS Lymphoid panel
MYDS88 (p.(Leu265Pro), VAF 40%)
CD79B (p.(Tyr196Cys), VAF35%)

LymphGen classifier: MCD type (=gain-of-function
mutations in MYD88 and CD79B)

DLBCL
gene expression
subgroups

DLBCL
genetic Drug target

subtypes BTK PI3K BCL2 JAK IRF4EZH2
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Viktiga mal med genetisk diagnostik

Okad forstdelse for biologiska processer

Battre prediktion och detektion av relaps

Minskad behandlingsintensitet, riktad behandling
Hitta medfodda varianter och forsta etiologi

Farmakogenomik



Sammanfattning

PAD ar viktigt for val av genetisk analys och tolkning av fynd

Genetiska markorer for diagnos, prognos, riskstratifiering,

behandlingsval, riktad behandling och uppfoljning
Strukturella varianter vs sekvensvarianter

WGS, panelsekvensering och RNA-sekvensering kan ersatta riktade

analysmetoder
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