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Exom Sequenzierung

. Personalisierte Medizin
Gentest libers Internet

Translationelle Medizin

Genom Sequenzierung

Precision Medicine
Genomische Medizin

Genom Sequenzierung

Nicht Invasiver Pranataltest

Praimplantationsdiagnostik 23andMe

Nutrigenomics
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Als ich erfuhr, wie ich
sterben werde

von L. Hanselmann - Ein Mitarbeiter von 20 Minuten hat seine
Gene auf Krankheiten testen lassen. Er hdtte es lieber nicht getan:
Die Resultate schockierten ihn.

Lorenz Hanselmann, Leiter des Reporter-Teams von 20 Minuten, hat im
( 1|7  Internet einen Gentest bestellt. Die Resultate machten ihn mehr als )

nachdenklich.



Technische Revolution in der Medizinischen Genetik

Klassische Zytogenetik Molekular Zytogenetik NGS
1980 2010
Chromosomenanalyse Molekulargenetik Array-CGH Next generation sequencing
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Genetics /Genomics of Epilepsies

Number of PubMed hits per year
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International League against Epilepsy



Genetics / genomics

The three stages of epilepsy genetics

ible to larger
patient population

Main challenge: Main challenge: Main challenge:
Extensive efforts Telling causative When can we trust

required to identify variation from genomic genetic findings to
genes noise make treatment

decisions?

S

Genetic literacy becomes more important

International League against Epilepsy



Indikation fiir genetische Abklarung -> Diagnosestellung

Schwere Spastizitit, Retinitis pigmentosa Schlecht einstellbarer Schwester schwanger,

neu Epilepsie -> Prognose? Diabetes und Wiederholungsrisiko?
Niereninsuffizienz

Diagnostellung
* kann unmittelbare therapeutische Konsequenzen fiir den Patienten haben
* kann ein Aussage zur Prognose machen
* Diagnosefindung -> ,Recht des Patienten auf eine Diagnose”
* Kann Familienplanung der gesunden Geschwister beeinflussen



Beispiel geschlechtsgebundener Erbgang-> Fragiles X-Syndrom
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Geschlechtsgebundener Erbgang . é

- Jungen geistige Behinderung N / N
- Frauen Ubertrigerinnen
-50% Risiko fiir betroffene Jungen
-50% der Téchter sind Ubertrigerinnen

Biancalana V. and Mandel J.-L.




Diagnose Fragiles X-Syndrom -> Implikationen fiir die Familie
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® Ubertrigerinnen: Risiko fiir Jungen mit . d)

schwerer geistiger Behinderung
Ubertrigerinnen: Risiko verfriihte Menopause /
Manner mit Pramutation: Risiko FXTAS (Fragiles

X und Tremor Ataxie Syndrom)




Einteilung genetische Erkrankungen
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Array-CGH Technologie

Patienten DNA Kontrolle Patienten DNA Kontrolle Patienten DNA Kontrolle
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* @Griin: Duplikation
* Rot: Deletion

Seite 11



Prinzip Microarray-Analyse

Microarray Analyse

RNA fragments with fluorescent tags rom sample o be tasted

7 P

Analyse des gesamten Genoms mit
hoher Auflésung

-> |dentifikation von
Kopiezahlvarianten

(CNVs)
Mikrodeletionen /-duplikationen

-




Detektionsrate mittels Microarra-Analyse

ISCA Konsortium (Miller et al. 2010, AJHG)

* Patienten mit
— Geistiger Behinderung, multiplen Fehlbildungen, Autismus-Spektrum-Storung

e 33 Studien, 21’698 Patienten eingeschlossen
— Detektionsrate Microarray Analyse: ~“15%
— (Detektionsrate konventionelle Chromosomenanalyse: ~ 3%)

ARTICLE

Consensus Statement: Chromosomal Microarray
Is a First-Tier Clinical Diagnostic Test for Individuals
with Developmental Disabilities or Congenital Anomalies

David T. Miller,1.* Margaret P. Adam,23 Swaroop Aradhya,* Leslie G. Biesecker,5 Arthur R. Brothman,®
Nigel P. Carter,” Deanna M. Church,® John A. Crolla,® Evan E. Eichler,'© Charles ]J. Epstein,!!

W. Andrew Faucett,? Lars Feuk,'2 Jan M. Friedman,!?* Ada Hamosh,14 Laird Jackson,!5

Erin B. Kaminsky,? Klaas Kok, ¢ Ian D. Krantz17 Robert M. Kuhn,!8 Charles Lee,1° James M. Ostell 8
Carla Rosenberg,?® Stephen W. Scherer,?! Nancy B. Spinner,'” Dimitri J. Stavropoulos,??

James H. Tepperberg,?® Erik C. Thorland,?* Joris R. Vermeesch,?® Darrel J. Waggoner,2¢

Michael S. Watson,2? Christa Lese Martin,2 and David H. LedbetterZ*




Microarray analysis in patients with developmental disability
Hochstenbach et al. 2011

Patient cohort ~ Median probe spacing Number of studies Number of patients A‘;::: ©
studied
selected 0.5-1.5 Mb 16¥ 1,749 13.7%
selected 30-70 kb 9 1,223 12.4%}
selected 6-12 kb 8 598 l?.?':hf.
unselected targeted 9 16,143 ‘5-?9‘{'
unselected 30-70 kb 3 1,703 10.0%
unselected 8-12kb 2 416 13.9%




Beispiel: Junge Schwangere mit 2 geistig behinderten Briidern

Coffin-Lowry Syndrom (CLS)

&

Brider in der Kindheit
Diagnose Coffin-Lowry
Syndrom (CLS)

CLS: Geschlechtsgebundene
Erkrankung, fir Schwester
bestiinde ein Risiko von 50%,
Ubertragerin zu sein, Halfte
ihrer Jungen waren betroffen

Microarray-Analyse zeigt
Microduplication 16p13.3

->Risiko fir schwangere
Schwester sehr klein,
betroffene Kinder zu haben



Beispiel Junge mit Entwicklungsretrdierung

Anamnese

5-jahriger Junge mit deutlichem
Entwicklungsriickstand (1Q 55)

Freundlich, lebhaft
2 gesunde jingere Schwestern

Grenzwertige Mikrozephalie, keine anderen
Fehlbildungen

Dysmorphologischer Status unauffallig

Eltern wiinschen Diagnose, “um eine Antwort zu
haben”

Microarray-Analyse

Heterozygote Deletion 17p13.2-p131, umfasst 5 Mb
de novo, erklart Entwicklungsriickstand

Deletion umfasst TP53-Gen
TP53-Gen: Tumorsuppressor-Gen

Mutationen: Nebennierenkarzinome, Osteosarkome,
Hirntumore, konnen bereits im Kindesalter auftreten

Konsequenzen

Tumorvorsorgeuntersuchungen
Starke Beunruhigung der Eltern



Beispiel Madchen mit Epilepsie

Anamnese

Unauffallige Schwangerschaft, Geburt

und Neonatalperiode
3-Monate: West Syndrom

Gutes Ansprechen auf medikamentose

Therapie

Entwicklung in allen Bereichen knapp

altersentsprechend

Wiederholungsrisiko?

Befund Microarray

Mikrodeletion 15913.3, pat
Vater mit sozialer Phobie

Vaterlicher Onkel mit Autismus und

Epilepsie



Reduzierte Penetranz und variable Expressivitat von
Mikrodeletionen / -duplikationen

Variable Expression Syndromic

I D/DD

I B Autism —

B Epilepsy

B Schizophrenia
Bipolar

Percent of Cases

0.5
0.4
0.3
0.24
0.14

Controls

H.I T

Del  Dup | Del 'Dup Del Dup Del De
16p11.2 15q13.3 1921.1 3gq29 7911.23 1Tq21 31



Next Generation Sequencing (NGS)
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Next generation sequencing (NGS)

Human genome Short reads Alignment of reads to
the reference genome
......... and SNP calling
GGTCTGGATGC
CGGTCTGGATGC SNP:A>
GCGGTCTGGATG A=G
GCGGTCTGGAT GTCTIBGATGCT TCTATGCGGGCCCCT
GGCGGTCTGGAT GGTCTGGATGC TCTATGCGGGCCCC
GGCGGTCTGGA CGGTC TGC ATCTATGCGGGCC
TCTATGCGGGCCCCT é GCGGTCT TG TATCTATGCGGGC
TCTATGCGGGCCCC GCGGTC T TTATCTATGCGGG
ATCTATGCGGGCC GCGGTCT T CTTATCTATGCGGG
TATCTATGCGGGC GGCGGTCTHGAT CTTATCTATGCGG
TTATCTATGCGGG GGCGGTCT CTTATCTATGCGG
CTTATCTATGCGGG
- GGCGGTCTRAFATGCTTATCTATGCGGGCCCCT
Reference genome sequence




Next Generation Sequencing versus Sanger Sequenzierung

Next Generation Sequencing
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“random” sequencing, mapping of reads

Sanger Sequenzierung

Sequenzierung einer spezifischen Sequenz



Next generation sequencing (NGS)
Terminologie / Technologien

* Panel-Diagnostik
» «targeted exome analysis» TES, «targeted resequencing analysis (TRS),
«clinical exome sequencing» CES

* Analyse einer Gruppe von Genen (Ataxien, Myopathien, Retinopathien,
Skelettdysplasien....)

e Typischerweise 5-100 Gene

 Whole exome sequencing, WES
e Sequenzierung aller 20°000 Gene
e Sequenzierumfang: 45 Mb

* Whole genome sequencing, WGS
* Sequenzierung des gesamten Genoms (Exone und Introne)
» Sequenzierumfang: 3.2 Milliarden Basenpaare



Whole Genome sequencing (WGS), Whole Exome Sequencing (WES),
Targeted Sequenzing (Panel)

Whole genome sequencing Whole exome sequencing Targeted sequencing
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B Sequencingregion: B Sequencing region: /l Sequencing region: \
whole genome whole exome specific regions
B Sequencing Depth: B Sequencing Depth: (could be customized)
>30X >50X ~ 100X B Sequencing Depth:
B Coverseverything— B |dentify all kinds of >500X
can identify all kinds variantsincluding B |dentify all kinds of
of variantsincluding SNPs, INDELs and SV variantsincluding
SNPs, INDELs and SV. in coding region. SNPs, INDELs in
specific regions

o J

GenomixLab




Exome sequencing, proof of principle

ARTICLES

nature |
genetlcs

Exome sequencing identifies the cause of a mendelian
disorder

Sarah B Ng!'?, Kati ] Buckingham?!9, Choli Lee!, Abigail W Bigham?, Holly K Tabor?>?, Karin M Dent?,
Chad D Huff’, Paul T Shannon®, Ethylin Wang Jabs”%, Deborah A Nickerson!, Jay Shendure! &
Michael ] Bamshad!2?

VOLUME 42 | NUMBER 1 | JANUARY 2010 | NATURE GENETICS



Exome sequencing, proof of principle
Identification of gene for Miller syndrome

Kindreds 1+2 Kindreds 1+2+3
Dominant  Recessive Dominant Recessive
3,099 1,810 2,654 1,625
105 25 63 21
117 7 38 4
26 1* 8 1*
5 0 2 0

e 4 affected individuals in 3 unrelated
families

* 1 candidate gene: DHODH
* confirmed as the Miller syndrome gene




How to establish a diagnosis, “traditional approach”

Pattern recognition
combination of malformations/ dysmorphic features
clinical examination, history, family history, additional findings

(e.g. developmental assessment, X-rays, brain MRI, muscle
biopsy, biochemical testing,...)
*  Prerequisite: reliable clinical assessment

.

Establish differential diagnosis

-> experience, computer programs, colleagues

.

Targeted genetic testing, driven by hypothesis
-> diagnosis confirmed / not confirmed




How to establish a diagnosis in the
genomic era, “reverse phenotyping”

Genetic testing as a first step, “screening” approach

no or vague differential diagnosis / hypothesis

-Next generation sequencing approach (whole exome, whole genome
analysis )
hypothesis on inheritance pattern -> filtering steps

.

Interpretation of variants
-> Check back on phenotype

8

-> Diagnosis established / still no diagnosis




Example “reverse phenoyping”

 ——————

Patient with severe global delay, Homozygous frameshift
microcephaly, intractable epilepsy Exome sequencing variant in NSUN3-Gen

S — mﬁ%mw
o= =

c.465dupA
homozygous

MY

NSUN3-Gen:

Mitochondriopathie, bis jetzt erst ein Patient in der Fachliteratur beschrieben
Spielt wichtige Rolle bei der Methylierung der mt-tRNA

Ist nicht mit den Gblichen paraklinischen Befunden einer Mitochondriopathie
assoziiert



Detektionsrate genomische Testung in Abhangigkeit des
Krankheitsbildes

Disorders of structure Disorders of physiology
Sensory organs .
Men-syndremic Inherited retinal Behaviour
deafness 56% disease 56% Autism spectrum disorder 8.4%
PMID: 26226137 PMID: 28041643 PMID: 26325558
A k Y
Cognition
Intellectual disability 42%
PMID: 24896178 —
( NQu rotranzmission
Organogeneasis _/ Epileptic encephalopathy 70%
- . R - PMID: 23647072
Congenital disphragmatic hernia <12% ™ . .
PMID: 23303347 Motor function Sporadic infantile spasms 40%
Early-onset generalized dystonia 37% PMID: 26138355
PMID: 27666935 Metabolizm
Limb girdle muscular dystrophy 37% Neurometabolic disorders 68%
PMID: 28877744 PMID: 27276562
v Suspected inborn errors of metabolism 50%
PMID: 27391121
y
Endocrine
Congenital hyperinsulinism 40%
\ PMID: 23869231
Growth

Oncogenesis
Childhoed solid tumours 10%

PMID: 24970356

Severe short stature 36% (
S

Connective tizzsues -l PMID: 26822237
Osteogenesis imperfecta 100% Airway ..
PMID: 24501682 Ciliary dyskinesia 76% Haematopoiesis

PMID: 26139845 Inherited thrombocytopaenia 46%
PMID: 27479822

Cardiovascular Inherited bone marrow failure 27%
Syndromic congenital heart disease 9.7% PMID: 28102861

PMID: 27479907 Primary immunedeficiency 40%

PMID: 27577878

Renal
Nephrolithiasis and/or
nephrocalcinosis ~17%
PMID: 25893421

Wright et al., Nature Reviews Genetics 2018



Beste genomische Testmethode in Abhangigkeit vom Krankheitsbild

Non-specific Intellectual
disability

Hearing
loss

Optimal diagnostic testing strategy

. Single gene

(1-2 variants per person)

Blindness

Paediatric
phenotype Infantile epileptic
encephalopathy

Gene panel
(100s of variants per person)

Early-onset
extreme obesity

B WES and/or was
(20,000 coding variants or
4-5 million variants per person)

Cystic
Specific fibrosis

Low . . High
(single gene) Genetic heterogeneity (>500 genes)

Wright et al., Nature Reviews Genetics 2018



Detektionsrate in Abhangigkeit der
angewandten genomischen Testmethode

100 — A Diagnostic rate

Trio-based WGS
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Trio-based WES Proband-only WES

40% l 28% T ] Number of probands
5,000 10,000 15,000 >100,000 analysed

Gene panel NGS
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WGS : Whole Genome Sequencing
WES: Whole Exome Sequencing

Variable Variable

Wright et al., Nature Reviews Genetics 2018
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Canadian Study: Utility of whole-exome sequencing for those
near the end of the diagnostic odyssey
Sawyer et al., Clinical Genetics 2016

. Nation-wide effort to identify mutations for

28
Candidates childhood-onset disorders using whole

exome sequencing

. 362 families includes who had received

standard of care evaluation, end of diagnostic

odyssey

. Outcome: novel gene discovery, identification

of mutations in known disease genes

. Diagnostic yield ~29%

188 Families 174 Families
Solved Unsolved



Canadian Study: Utility of whole-exome sequencing for those
near the end of the diagnostic odyssey
Sawyer et al., Clinical Genetics 2016

Explanation for missed diagnosis:

Table 2. Explanations for families who received a molecular
diagnosis in FORGE using WES who had not been diagnosed
during standard-of-care clinical genetics evaluation

Explanation Number of families (N =105)
Genetic heterogeneity 49
Atypical presentation 26

Missed by another method

Gene identified while in the pipeline
Extremely rare condition

Conflation

Limited access to testing

LW = O o O

FORGE, Finding Of Rare Disease GEnes; WES, whole-exome
sequencing.



Recommendations for reporting of secondary findings in clinical exome and
genome sequencing: A policy statement of the American College of Medical
Genetics and Genomics (2016)

Minimum list includes 59 medically actionable genes

BRCAT or BRCA2
MSH6, PMS2, CHD1
LDLR

LMNAT, MYBPC3, DSG2,

MYH7, MYL2, MYL3,
PKP2, TNNI3, TNNT2
RYR1
KCNQT, SCNSA
RET
TP53
DSC2, DSP

ACMG gene total

Non-ACMG genes
SERPINAT
PROC
PROS
ATP7B
ENG, ACVRLT

FLCN

DMD

KCNET, KCNE2
SLC7A9

HMBS

PTCHI1

Breast/ovarian cancer
Gl cancer
Hypercholesterolemia
Cardiomyopathy

Malignant hyperthermia

Arrhythmia

Multiple endocrine neoplasia

Li-Fraumeni syndrome

Arrhythmogenic right
ventricular dysplasia

Lung disease

Protein C deficiency

Protein S deficiency

Wilson disease

Hereditary hemorrhagic
telangiectasia

Birt-Hogg-Dube

Cardiomyopathy

Arrhythmia

Cystinuria

Porphyria

Basal cell nevus syndrome



Relationship between human protein-coding genes and

Mendelian phenotypes
Chong et al. AJHG 2015

85%
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W 52%
M 30%

M 3%
o 15%

genes for which the impact
in humans is not yet determined

genes predicted to result in
embryonic lethality

643 genes for Mendelian conditions
mapped but not yet identified

2,937 genes identified that underlie
4,163 Mendelian phenotypes

~20,000 protein-coding genes are predicted to exist in the human genome
Only a minority are linked to a Mendelian phenotype
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* Die groBen technologische Fortschritte erlauben eine immer umfassendere und
schnellere genetische Diagnostik bei Kindern/Erwachsenen mit einer Behinderung

* Mittels genomischer Analysen (Microarray / Panel Analyse und Exom/Genom
Sequenzierung) gelingt es, bei ca. 50% der Patienten eine klare Diagnose zu stellen

* Eine korrekte Diagnose ist die Grundlage fiir die medizinische Betreuung von Menschen
mit einer Behinderung und die Stellung einer Diagnose kann u.U. weitreichende
Konsequenzen fur andere Familienmitglieder haben

* Genomische Analysen kdnnen unklare Befunde liefern (VOUS; Variants Of Unknown
Significance), welche zu grosser Verunsicherung und einer Flut von (unnoétigen?)
Abklarung fihren kdnnen

* Bei umfassenden genomischen Analysen besteht ein Risiko von bis zu 0.5%, einen
Zufallsbefund zu erheben, welcher Implikationen flir das medizinische Management
hat (,,actionable findings“)

e Parallel zum technischen Fortschritt steigt der Bedarf nach kompetenter genetischer
Beratung (Pratest und Posttest) und interdisziplindrer Zusammenarbeit, die ,,genetic
literacy” wird immer wichtiger



