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Abstract

Mental retardation (MR), with a prevalence of 1-3% in the industrialized countries, is
defined by an 1Q<70 with deficits in adaptive skills with onset in childhood before the age of
18. In addition to genetic factors, MR can be caused by environmental factors such as
prematurity, complications during delivery and infectious diseases. In more than half of the
cases, however, the causes remain unknown (13).

In the last ten years there has been an increase in the percentage of cases in which
an etiologic diagnosis can be established, due to the development of new techniques for
analysis of chromosome aberrations, for example array Comparative Genomic Hybridisation
(aCGH).This method has made it possible to detect chromosome deletions and duplications,
which may involve losses or gains of genes. Copy number variation, CNV, can be inherited
or de novo (new), and is an example of structural variation in the genome. Structural
variation is caused by genomic rearrangements and is now known to be a major source of
genetic variation among humans, estimated to involve approximately 13% of the human
genome (23).

De novo recurrent deletions and duplications are causes of genomic syndromes: An
example is Williams-Beurens syndrome, which is due to loss of 25 genes on chromosome
7911.23. The underlying reason for the recurrence rate is that segmental duplications, which
are long stretches of DNA, often up to several hundred kb long, with more than 90%
sequence identity, contribute to genomic instability. Genomic syndromes have a highly
variable penetrance and expressivity, and are estimated to account for 15% all cases of MR.

Sammendrag

Mental retardasjon har en prevalens pa 1-3 % i industrialiserte land iflg. WHO.
Arsakene til mental retardasjon er mange og kan variere fra prematuritet, asfyksi,
miljg/teratogene faktorer til genetiske avvik. Til tross for grundig utredning forblir arsaken
ukjent hos en stor del av tilfellene, spesielt hos individer med lett mental retardasjon.

Utviklingen av nye metoder for kromosomanalyse, blant annet komparativ genomisk
hybridisering ("array-based Comparative Genomic Hybridization”, aCGH) har medfart at
genomisk variasjon, spesielt mikrodelesjoner og —duplikasjoner av DNA-traden, i gkt grad
diagnostiseres som arsak til MR. Delesjonene og duplikasjonene gar ogsa under navnet
kopitallsvariasjon ("copy-number variation”, CNV), som defineres som endringer i antall
kopier av regioner av DNA-traden som varierer i stagrrelse fra ca. 1 kb til flere Mb.

En kopitallsvariant kan forarsake sykdom dersom den for eksempel endrer antall
kopier av et dosesensitivt gen, eller f.eks forarsaker forskyvning i leserammen for genet. En
variant som er stor, nyoppstatt (dvs ikke funnet hos foreldrene), samt tidligere vist a veere
assosiert med kjente syndromer (26) er med stor sannsynlighet patogen.

En del nyoppstatte, relativt hyppige delesjoner og duplikasjoner forarsaker



genomiske syndromer. Disse syndromene, som kan vise redusert penetrans og variabel
ekspressivitet, er i dag estimert til & utgjere 15 % av alle individer med mental retardasjon.
Syndromene oppstar fordi bestemte rearrangeringer, med samme starrelse, og med samme
bruddsteder, inntreffer med en viss gjentagelses-frekvens og resulterer i en gitt prevalens av
en fenotype. Arsaken til at disse hendelsene gjentar seg er at segmentduplikasjoner lengre
enn 10 kb og med mer enn 97 % sekvenslikhet forarsaker genomisk ustabilitet (21).

En del tilfeller av mental retardasjon er forarsaket av "private”, dvs sveert sjeldne
delesjoner og duplikasjoner som kun er funnet i et eneste individ eller innen én enkelt familie.
Hvor stor andel av populasjonen av mentalt retarderte disse sjeldne kopitallsvariantene
forarsaker, finnes det pr i dag ikke tall over.

Innledning

Normal kognitiv funksjon avhenger av at nevronene i hjernen klarer a danne
komplekse nettverk, samt av at disse nettverkene har evnen til & endre seg som respons pa
lzering og erfaring. A identifisere gener og molekyleere mekanismer som bidrar til normal
utvikling av hjernen er et stort satsningsomrade innenfor nevrobiologisk forskning idag. Ved a
studere genomet til individer med kognitiv dysfunksjon kan en fa innsikt i hvilke gen og
molekylaere signalveier som, dersom de endres eller brytes, kan fgre til unormal
hjerneutvikling og som dermed kan gi utslag i nevrokognitive tilstander som mental
retardasjon, autisme, schizofreni, bipolar sykdom og ADHD.

Formalet med denne litteraturstudien er a belyse hva strukturell variasjon i genomet
er, og hvordan genomisk variasjon, i dette tilfellet hovedsakelig kopitallsvariasjon, kan
forarsake mental retardasjon. Videre belyses arsaker til at mental retardasjon kan vise
redusert penetrans og variabel ekspressivitet, samt hvordan kopitallsvariasjon kan gi opphav
til komorbiditet mellom mental retardasjon og andre nevrokognitive tilstander. Hovedfokus er
pa kopitallsvariasjon, siden dette er den formen for strukturell variasjon det finnes mest
informasjon om.

Metode

Studien baserer seg pa bade strukturerte og ustrukturerte sgk i PubMed etter
publikasjoner om genetiske arsaker til mental retardasjon, fortrinnsvis oversiktsartikler.
Staerstedelen av artiklene ble publisert i ar 2009. MESH-termer som er brukt er mental
retardation (genetic), kombinert med fglgende sgkeord; structural variation, CNV, copy-
number variation, array CGH. Sgk er ogsa utfgrt med CNV, CNV AND autism, og CNV AND
schizoprenia som sgkeord.



Mental retardasjon

Definisjon, diagnose og kliniske kjennetegn

Mental retardasjon (MR) er en tilstand som gjennom tidene har gatt under mange
navn bade innenfor faglitteraturen og pa folkemunne, og benevnelsene har ofte har hatt
nedsettende betydning. Pa norsk har terminologien i Igpet av de siste tiarene endret seg fra
mental retardasjon via psykisk utviklingshemning til na kun utviklingshemning, men i de
medisinske fagmiljgene og i sgkebasene for medisinsk litteratur benyttes fortsatt
betegnelsen mental retardasjon. Pa engelsk brukes konsekvent termen “developmental
delay” om en person som er under 5 ar, mens “learning disability” og "intellectual disability”
er forbeholdt eldre bam og voksne, for hvem resultatene fra intelligenstester er vurdert som
palitelige (1). Pa norsk finnes ikke samme konsekvente sprakbruk, men termen global
utviklingsforsinkelse eller utviklingsavvik er til en viss grad i bruk.

Mental retardasjon er en betegnelse pa medfadt, eller tidlig ervervet kognitiv svikt.
Kognitiv svikt farer til at funksjoner som tenking, oppmerksomhet, hukommelse,
arbeidsminne, sprakforstaelse, leering og psykomotorisk tempo er redusert. Svikten kommer
gjerne til uttrykk i spedbarnsperioden eller barnealderen som forsinket utvikling i forhold til
normale utviklingsmilepaeler, eller som laerevansker pa skolen.

Kognitiv funksjon males med standardiserte aldersavhengige intelligenstester,
uttrykt som 1Q (intelligens kvotient). 1Q er et uttrykk for en persons kognitive funksjon i forhold
til gjennomsnittet i normalpopulasjonen. Gjennomsnittet er satt til 100, bade for tester som
maler 1Q direkte og for tester som maler 1Q avledet, d.v.s. omregnet via mental alder.
Eksempler pa tester (2);

1. Bayley-lll: Test for allsidig utviklingsvurdering av barn

2. WISC-III: (beregnet for barn 6-16 ar) Tester verbal-, utfgrings- og fullskala-IQ
ved hjelp av 13 deltester som omhandler: informasjon, bildeutfylling, koding,
likheter, tegneserier, regning, terningmegnster, ordforstaelse, puslespill,
resonnering, tallhukommelse, labyrinter og symbolleting.

3. Leiter eller Ravens matriser (4-11 ar) er eksempler pa ikke-verbale tester

Det finnes ogsa utgaver av WISC som er beregnet pa voksne med allerede
dokumenterte utviklingsavvik.

Diagnosen psykisk utviklingshemming stilles i flg ICD-10 pa bakgrunn av tre
kriterier: Redusert kognitiv funksjon, vesentlige avvik i adaptive ferdigheter (d.v.s.
tilpasningsferdigheter), og at tilstanden skal ha debutert for fylte 18 ar.

Redusert kognitiv funksjon innebaerer IQ under 70, d.v.s. to standardavvik under
gjennomsnittet for normalpopulasjonen.

Adaptive ferdigheter viser i hvilken grad en person klarer & tilpasse seg sitt miljg og
ivareta seg selv i dagliglivet, og kartlegges ofte med testen Vineland-II (3). Ved hjelp av
Vineland-ll vurderes fire sentrale omrader i en persons liv:



1. Motorisk utvikling (grovmotorikk, finmotorikk, forflytning og bevegelighet).
2.  Dagligdagse ferdigheter (husarbeid, pakledning, renslighet og matlaging)

3. Kommunikasjon (ekspressivt og reseptivt sprak, lese- og skriveferdigheter og
pengeforstaelse)

4.  Sosial kompetanse (etablering og vedlikehold av vennskap, interaksjon med
andre).

Ved vurdering av adaptive ferdigheter bar man alltid ta i betrakting alder,
sosiokulturell bakgrunn, fysiske og sensoriske handikap, sa vel som mentale sykdommer. |
tillegg til kriteriene over kreves at diagnosen baseres pa en samlet vurdering av intellektuelle
ferdigheter, bedgmt av en erfaren kliniker.

ICD-10 har 6 hovedkategorier for psykisk utviklingshemming. Fire av disse omfatter
en gradering av mestringsevne (3,4):

1. Lett psykisk utviklingshemning

IQ mellom 50 og 69 (mental alder fra 9 til under 12 ar), ferer
vanligvis til laerevansker i skolen og kan veere vanskelig a skille fra spesifikke
leerevansker eller atferdsproblemer. Mange vil kunne leere a lese, skrive og
kunne enkel regning, men oppgaver der en mengde faktorer spiller sammen
kan veere vanskelige a takle. Mange har problemer med abstrakte begreper
og med & sette seg inn i hvordan andre tenker. Full selvstendighet oppnas
som oftest nar det gjelder egenomsorg, praktiske og huslige gjgremal, og
mange er i stand til & utfgre manuelt arbeid. Fglelsesmessig og sosial
umodenhet gjor at evnen til & imgtekomme krav som fglger ekteskap og
barneoppdragelse kan vaere begrenset. Denne gruppen utgjar den stgrste
gruppen av psykisk utviklingshemmede (ca. 85 %).

2. Moderat psykisk utviklingshemning

IQ mellom 35 og 49 (mental alder fra 6 til under 9 ar). Oftest sent
utviklet sprakforstaelse og sprakbruk, og den endelige spraklige mestringen vil
vaere begrenset. Spesialundervisning kan bidra til mestring av de mest
grunnleggende ferdigheter som a lese, skrive og telle, men tolkning av
lesingen kan veere begrenset. Vansker med a generalisere, samt a forsta
tidsbegreper. Forstar sitt neermiljg ut fra egne erfaringer og konkrete
opplevelser. Evne til egenpleie og motoriske ferdigheter er hemmet, og de
fleste vil trenge varierende grad av stette for a kunne leve og arbeide ute i
samfunnet. Som voksne vil mennesker med moderat psykisk
utviklingshemming vanligvis kunne utfgre enkelt manuelt arbeid sa lenge
oppgavene er strukturert og under fagleert ledelse. Fullstendig uavhengighet i
voksen alder oppnas sjelden. Evne til mobilitet og fysisk aktivitet er likevel til
stede, og de fleste viser tegn til sosial utvikling i evnen til & etablere kontakt,
kommunisere og delta i enkle sosiale aktiviteter.



3. Alvorlig psykisk utviklingshemming
IQ anslagsvis mellom 20 og 34 (hos voksne, mental alder fra 3 til
under 6 ar), farer vanligvis til kontinuerlig omsorgsbehov.

4. Dyp psykisk utviklingshemming
IQ under 20 (hos voksne, mental alder under 3 ar), fgrer til
alvorlige begrensninger av egenomsorg, kommunikasjon og bevegelighet.
Inkontinens.

Inndelingen illustrerer at psykisk utviklingshemmede utgjer en sveaert heterogen
gruppe pasienter, hvor de kliniske funnene varierer fra kun nedsatt 1Q, altsd nonsyndromisk
mental retardasjon, til nedsatt IQ med multiple medfadte utviklingsavvik/dysmorfe trekk, altsa
syndromisk mental retardasjon. Medfgdte utviklingsavvik innebaerer varierende grad av
organmisdannelser, noe som kan resultere i f.eks. mikrocephali, dysplastiske lunger,
hjertefeil og agenese av nyrene. Med dysmorfe trekk menes ansiktstrekk og kroppsform som
er avvikende, for eksempel lavtsittende grer, sammenvokste gyenbryn, eller kun en bayefure
i handflaten. Funn av bestemte medfgdte utviklingsavvik/dysmorfe trekk kan gi mistanke om
et spesielt syndrom eller arsak til utviklingsavviket og kan ha betydning for valg av
diagnostiske tester i en klinisk utredning.

Prevalens og etiologi

Prevalensen av mental retardasjon anslas av WHO til 1-3 %, med en hgyere
insidens i u-land enn i den vestlige verden (8). Estimatet varierer fra 1-10 % i forskjellige
studier (5,6)

NAV oppga at antallet personer med diagnosen psykisk utviklingshemning,
barneautisme og Downs syndrom var 21052 i Norge i 2008 (7). Antallet omfatter de som er
mottakere av ufgrepensjon, tidsbegrenset ufgrepensjon, grunnstgnad og hjelpestgnad. Tallet
er basert pa hvor mange personer med utviklingshemning hver enkelt kommune rapporterer
inn til Helsedirektoratet. Dette tallet er trolig den beste indikatoren vi har over dem som i
praksis omtales som utviklingshemmede, og det utgjer 0,45 % av den norske befolkningen

(7).

| Norge har det veert gjiennomfeart to undersgkelser av prevalens av psykisk
utviklingshemming (7). Stramme fant at prevalensen av psykisk utviklingshemmede blant
barn i Akershus, fadt 1980-85, var 6,2 pr 1000 (9), mens Skjellum beregner en prevalens pa
0,3 % pa bakgrunn av kjente tilfeller i Akershus i 1995 (10). At prevalensen i Norge er mindre
enn prevalensen oppgitt av WHO, kan vaere forarsaket av underrapportering av tilfeller med
lett psykisk utviklingshemning i Norge.

Det er mange arsaker til mental retardasjon, og disse varierer fra prematuritet,
asfyksi, miljg/teratogene faktorer til genetiske avvik. Det er stor grad av diskrepans i
estimatene over den prosentvise andelen av tilfeller hvor det har veert mulig a fastsla en
etiologisk diagnose, og ogsa stor diskrepans i tall over hva de ulike arsakene utgjer i prosent
(11). Dette kan ha sammenheng med at ulike studier baserer seg pa ulike utvalg, og at nye
analysemetoder er tatt i bruk og forbedret i Igpet av en tiars periode. Prematuritet er anslatt a
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forarsake 2-10 % av tilfellene, og miljg/teratogene faktorer, som for eksempel infeksjon, 5-13
% (12). Genetiske avvik er den oftest identifiserte arsaken til mental retardasjon, og generelt
kan sies at jo mer alvorlig mental retardasjon og jo flere medfgdte misdannelser og dysmorfe
trekk en person har, med desto starre sannsynlighet finner man en genetisk arsak til
utviklingshemmingen (14). Genetiske faktorer anslas a forarsake 25-50% av tilfellene av
alvorlig utviklingshemming (57)

En stor andel av tilfellene forblir uten en etiologisk diagnose. Etter grundige
genetiske analyser er arsaken forsatt ukjent i 50-80 % av tilfellene med idiopatisk MR (13).
Idiopatisk MR betyr at arsaken til utviklingshemmingen er ukjent, d.v.s. at tradisjonell
karyotyping er negativ og at prenatale- og milja/teratogene arsaker er utelukket. Enkelte
studier hevder at ved alvorlig mental retardasjon klarer man & fastsla arsaken i 65 % av
tilfellene, men ved mild mental retardasjon forblir arsaken ukjent i 80% av tilfellene (5).

De genetiske arsakene til MR kan variere fra aneuploidier, for eksempel Downs
syndrom, til trinukleotidekspansjoner, mikrodelesjoner og -duplikasjoner, og
enkeltgenmutasjoner. Enkeltgenmutasjoner kan for eksempel forarsake metabolske
sykdommer.

Trisomi 21 (Downs syndrom) er den hyppigste enkelt-arsaken og utgjer ca 9 % av
totalpopulasjonen av mentalt retarderte (5). Tall fra det europeiske
fedselsregistersamarbeidet, EUROCAT (European Surveillance of Congenital Anomalities),
viser at den totale gjennomsnitlige insidensen av Downs syndrom i Europa er relativt stabil
fordi effekten av at kvinner idag far barn senere i livet enn tidligere blir oppveid av gkt bruk av
prenatal diagnostikk (56). Gjennomsnitlig prevalens av levendefadte med Downs syndrom i
2007 var 0,97 pr 1000 (56). Prevalensen av levendefgdte med Downs i de europeiske
landene varierer med en faktor pa fire; dette gjenspeiler de ulike landenes variasjon i
aldersprofiler ved fadsel, samt lovverk og praksis rundt fosterdiagnostikk og abort (56).

Fragilt X syndrom er en av over 100 X-kromosombundne tilstander som medfarer
MR. X-kromosombundne tilstander er en av arsakene til at det er en overvekt av menn blant
psykisk utviklingshemmede, med forholdstall 1,4-1,6 menn pr kvinne (12).

Pr i dag er mutasjoner i mer enn 400 gen assosiert med mental retardasjon. Av
disse er ca 35 assosiert med nonsyndromisk MR (15). Mutasjonene er bade enkeltbase- og
genomiske mutasjoner. Genomiske mutasjoner betyr at strukturelle endringer har oppstatt i
DNA-traden. De strukturelle endringene kan for eksempel veere tap eller ekspansjon av
spesielle sekvenser av DNA, ofte oppstatt som folge av rearrangeringer av DNA-traden
under meiosen eller mitosen. Mutasjonene kan deles inn i to hovedgrupper:

1. Mutasjoner som farer til misdannelse i hjernen. Dette er oftest mutasjoner i
gener som virker inn pa grunnleggende mekanismer bak nevrogenesen og
nevronmigrasjon under hjernens utvikling.

2. Mutasjoner i gener som har betydning for normal funksjon og plastisitet i
nevronenes synapser. Disse genene har betydning for intracelluleere
signalveier, fra synaptiske membranreseptorer til cellekjernen og til
cytoskjelettet. Signalveiene sikrer optimal respons til pre- og postsynaptiske
elementer og optimal remodellering av de nevronale nettverkene.



Utviklingen av nye metoder for kromosomanalyse har medfert at genomiske
mutasjoner i gkt grad diagnostiseres som arsak til idiopatisk MR. Genomisk variasjon kan
veere bade benign og patogen. Variasjon som resulterer i delesjons- og
duplikasjonssyndromer, er eksempel pa at strukturell variasjon i det humane genom kan
forarsake genomiske sykdommer.

Jeg vil na utdype hva genomisk variasjon er, og hvordan genomiske mutasjoner
oppstar. Men farst gir jeg en kort oppsummering vedrgrende genomets oppbygning.

Genom-anatomi

Det humane genomet bestar av ca. 3200 Megabaser(Mb) DNA som inneholder over
20.000 gener (OMIM pr. juni 2011), hvis lengde varierer fra under 1 til 2300 kb. Den
transkriberte og spleisede delen av genene, exonene, utgjer ca 1-2 % av genomet (16).

Resten av genomet bestar farst og fremst av ulike former for repetert DNA: Mikrosatellitter er
enheter pa 2-9 basepar repetert titalls ganger. Minisatellitter er 10-100 baser lange enheter
repetert hundre til mange tusen ganger flerfordige steder i genomet. En minisatelitt har hos
mennesker ofte en lengde 1-5 kb og finnes oftest i intron eller mellom gener (75).
Betegnelsen "Variable Number of Tandem-Repeats” (VNTRs) benyttes ogsd om denne
typen repetitivt DNA for & understreke at antallet repetisjoner varierer sveert mye individer
imellom. Satellit-DNA er korte sekvenser repetitivt DNA som det finnes svaert mye av neer
sentromerene og telomerene. Det hgye antall repetisjoner fgrer til at dette DNAet saeregne
base-sammensetning kan separeres som sakalte satellit-band ved sentrifugering av praver
av DNA.

Transposonlignende repeterte elementer ("Interspersed Repetitive Sequences”) er
kopier av mobile genetiske elementer, transposoner, som ofte er degenererte. Disse
repeterte elementene varierer i stgrrelse fra noen hundre til noen tusen basepar. Evnen til &
amplifisere seg selv har i lgpet av millioner ar fart til at de transposonliknende elementene
idag sammenlagt utgjer 45% av det humane genom (17). Idag er elementene hovedsakelig
ikke mobile lengre, men de fa som fortsatt er det betegnes ofte som "hoppende gener”. De
deles inn i to undergrupper; klasse | elementer (Retro-elementer; feks retrotransposoner,
retrovirus, "Long Interspersed Nucleotide Elements” (LINE) og "Short Interspersed
Nucleotide Elements”, (SINE)), som forflytter seg ved hjelp av revers transkribering av RNA,
og klasse Il elementer (DNA-transponerbare elementer) som transponerer direkte fra et sted
i DNA til et annet. SINE er sekvenser som er 75-500 basepar lange, mens LINE vanligvis er
6-7000 baser lange. Det vanligste transposonliknende elementet hos mennesker er Alu-
sekvensen. Dette er en SINE ca. 300 baser lang som er repetert mer enn en million ganger,
slik at den estimeres til & utgjere mer enn 10 % av genomet (18).

| tillegg finnes elementer som er repetert i et moderat antall; f.eks. finnes over tusen
forskjellige sma ribosomale RNA-gener, lokalisert i p-armene péa de akrosentriske
kromosomene, samt segmentduplikasjoner. Segmentduplikasjonene bestar av lange blokker
av DNA, ofte flere hundre kb lange, som ofte har mer enn 90 % sekvenslikhet (19).



Segmentduplikasjonene finnes spredt i genomet, men med gkt tetthet neer sentromerene og
telomerene (se fig.1). Sammenlagt utgjer segmentduplikasjoner 5 % av genomet.
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Fig. 1 a) Segment duplikasjoner. Segmentduplikasjoner er angitt nedenfor kromosomene i blatt (lengde >10 kb
og sekvenslikhet 95%). b) Segmentduplikasjoner vist som prosentandel av kromosomene. Dette omfatter bade
interkromosomale og intrakromosomale duplikasjoner med lengde >1 kb og sekvens identitet 90%. Figurene er
hentet fra The International Human Genome Sequencing Consortium, 2004 (20).
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Strukturell variasjon
Definisjon

Det humane genom viser betydelig variasjon mellom individer. Variasjonen kan
spenne fra enkeltbaseforskjeller til & omfatte hele kromosomer. Antall kopier av
repetisjonsenhetene i mikro- og minisattelitter varierer ogsa betydelig mellom individer og
dette benyttes bl.a. innenfor rettsmedisin til identifisering. Variasjonen kan vaere normal,
sannsynlig normal eller patogen interindividuell variasjon.

De siste 15 arene er man blitt klar over at strukturell variasjon forekommer i
genomet i mye stgrre omfang enn tidligere antatt.

Med strukturell variasjon menes rearrangeringer i kromosomstrukturen som
forarsaker at to genom skiller seg fra hverandere innen en art (21). Rearrangeringene kan
vaere duplikasjoner, delesjoner, inversjoner, translokasjoner eller komplekse endringer av
DNA-traden, og de kan veaere nedarvet eller nyoppstatte (de novo).

Duplikasjoner, triplikasjoner og delesjoner forarsaker en endring i antallet kopier av
en bestemt DNA-sekvens og dette har gitt opphav til betegnelsen kopitallsvariasjon ("copy-
number variation”, CNV). Kopitallsvariasjon defineres som endringer i DNA-traden som
varierer i starrelse fra 1 kb til flere Mb.

Kopitallsvariasjon kan involvere noen fa, mange eller ingen gener. Strukturelle
endringer som medfgrer tap eller gkning i mengden DNA kalles ubalanserte, mens
translokasjoner og inversjoner, som ikke innebaerer noen endring i DNA-mengden, kalles
balanserte. Gener som forarsaker sykdom nar antallet avviker fra to, kalles dosesensitive
gener.

En kopitallsvariant kan veere ngytral eller medfgre genomisk sykdom. Med en
polymorfisme mener man et locus med minst to alleler, hvor allelene er tilstede i mer enn 1%
av populasjonen. Ofte vet man ikke med sikkerhet om en bestemt kopitallsvariasjon er en
polymorfisme, fordi frekvensen av varianten i normalpopulasjonen ofte er ukjent, og dessuten
kan frekvensen variere mellom populasjoner. Benevnelsen kopitallspolymorfisme benyttes
derfor ikke i nevneverdig grad. | stedet benyttes betegnelsen "variant”, og det om bade
benign og patogen variasjon i kopitall.

En variant antas ofte & vaere benign dersom den er arvet fra et friskt foreldre og
derfor med overveiende sannsynlighet ikke er sykdomsframkallende. Derimot kan patogen
betegne en variant som er nyoppstatt, stor, og som tidligere er vist assosiert med kjente
syndromer (26). En variant med usikker patogenisitet kalles for VOUS (variants of uncertain
significance).
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Normal strukturell variasjon

Mange forskningsprosjekter har hatt som mal & kartlegge omfanget av strukturell
variasjon i genomet. | 2009 foretok Conrad et al. (23) analyser av genomet med sveert hagy
opplasning, og paviste nesten 8000 CNVer, som inneholdt over 1000 gener. De fant at to
friske individers genom er forskjellige p.g.a. gjiennomsnittlig ca. 1100 CNV (og indels). Andre
artikler bekrefter disse funnene (24,25). Conrad et al. fant at 95 % av CNVene de detekterte
var mindre enn 100 kb (median 2,9 kb). Tidligere studier har overestimert starrelsen pa de
fleste av kopitallsvariasjonene (46), og nye studier har vist at bare 1-2 % av alle CNVer i
normalpopulasjonen er stgrre enn 1 Mb (23,46).

| sum utgjer omradene i et individs DNA som er involvert i strukturell variasjon ca.
13 % av genomet (23)

Omfanget av strukturell variasjon kan ogsa belyses av at i "The Database of
Genomic variants", som er en database over normal strukturell variasjon, var det pr 25. mars
2010 meldt inn tilsammen 57 000 forskjellige kopitallsvarianter, fordelt pa 11.000 loci. Den
samlede mengden registrerte varianter i databasen dekker totalt 29 % av det humane
genomet (29).

| dag er det allment akseptert at strukturell variasjon i stor grad bidrar til fenotypisk
variasjon hos mennesker (27), samt disponerer for mange multifaktorielle folkesykdommer,
d.v.s. sykdom som har mange arsaksfaktorer, bade genetiske og miljgmessige, slik som
diabetes, kreft, astma og autoimmun sykdom. P& hvilken mate strukturell variasjon
forarsaker normal fenotypisk variasjon og vanlig sykdom, er ikke avklart (30).
Kopitallsvariasjon forekommer hyppig i omrader av genomet med gener som har med
sensorisk informasjon og miljgtilpasning a gjare; olfaktoriske reseptorer, immun- og
inflammasjonsresponsgener, signalveier og adhesjonsmolekyler, strukturelle proteiner og
ionekanaler. Dette tror man har veert funksjonelt betydningsfullt for menneskets evne til &
tilpasse seg et stadig skiftende milja i lapet av evolusjonen (31).

Metoder for analyse av kromosomer

Pavising av strukturell variasjon gar hand i hand med de siste 10 arenes tekniske
fremskritt.

Ved vanlig karyotyping, d.v.s. kromosomanalyse utfgrt med mikroskop, ser man
sjelden kromosomendringer som er mindre enn 5-10 Mb i starrelse (32). Med dagens DNA-
matrisebaserte metoder, bade komparativ genomisk hybridisering (array-based Comparative
Genomic Hybridization, aCGH) og singelnukleotidpolymorfisme(SNP-) genotyping, er det
mulig & pavise CNVer under 10 kb, d.v.s. endringer innenfor enkeltgener (26).

aCGH baserer seg pa en "omvendt” FISH (fluoresence in situ hybridisering)-teknikk
brukt i mikromatriseformat. Matrisen bestar oftest av en glass- eller silikonplate pa ca 1,5x1,5
cm, hvor prober som representerer kjente loci i genomet er fiksert. DNA-materiale fra en
testperson og referanse-DNA blir merket (gjort fluorescerende), blandet, denaturert og
hybridisert til matrisen. Deretter sammenlignes fluoresensintensiteten for hver probe, d.v.s.
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fluoresens fra testgenomet males mot fluoresens fra referansegenomet, og ved hjelp av
programvare blir resultatene normaliseret og gjengitt som et logaritmisk-ratio. @kning eller
minskning i signalratio mellom test og referansegenom indikerer gkt eller minsket antall
kopier av et DNA-segment, se eksempel; fig:

+4
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¥

%
%

4 2 4 0 +1

Fig. 2. Eksempel pa submikroskopisk kromosomaberrasjon oppdaget med aCGH men ikke med G-bands karyotyping: En 10.9
Mb delesjon, som inneholder mer enn 60 gener,resulterer i Williams-Beuren syndrome. Pilen peker pa delesjonsstedet, funnet

ved ny analyse av kromosomet etter at delesjonen var pavist med aCGH. Figuren er hentet fra Miller D T, et al. 2010 (26).

Matriser med SNP-genotyping er i prinsippet likt aCGH, men i tillegg til
intensitetsignal for en gitt SNP leser analysen ogsa av hvilke baser som er tilstede for hver
SNP.

Probene er i dag oftest oligonukleotidsekvenser pa 25-60 baser, designet for a vaere
identisk med deler av en kjent DNA-sekvens. Probene kan veere jevnt fordelt i genomet,
eller dekke omrader av spesiell interesse (target-arrays/ ROls, "specific regions of interests”).
Omrader av spesiell interesse kan vaere omrader flankert av segmentduplikasjoner, "hot-
spots”, hvor genomiske rearrangeringer gjentatte ganger inntreffer fordi sekvenslikheten i
segmentduplikasjonene forarsaker feil i kromosomenes rekombinasjon under meiosen.
Avstanden mellom probene bestemmer opplgsningen, og dagens matriser, som inneholder
opptil 2 millioner prober, innebaerer at avstanden mellom hver probe kan veere ned mot 1 kb,
alt etter hvordan probene fordeles over de 3,2 milliarder basene i genomet. De matrisene
som ofte benyttes i dag i diagnostikk er laget for & finne CNVer i stgrrelsesorden 20-50 kb i
"target’omrader, og 100-250 kb store endringer i analyser av genomet utenfor
“target’”omradene (26).

En opplasning pa 400 kb er tilstrekkelig for & oppdage kopitallsvariasjoner som
forarsaker kjente genomiske syndromer, samt andre avvik som man utfra stgrrelsen med stor
sikkerhet kan anta er patogene (26). De minste genomiske rearrangeringene som forarsaker
genomiske syndromer, for eksempel delesjon 17g21.31 (MIM 614439) og 16p11.2 (MIM
611913), er over 500 kb (26). Mindre endringer kan selvfglgelig veere patogene, men
empiriske data over stgrrelsesfordelingen til kopitallsvariasjon i det humane genom viser at
95 % av CNVer som er mindre enn 100 kb er benigne (23).

For direkte analyse av en spesiell genomisk region, med hgyere opplgsning enn det
som er mulig med bruk av CGH-teknologi, kan man benytte for eksempel "multiplex ligation-
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dependent probe amlification (MLPA).

Andre analyseverktgy med enda hgyere opplgsning enn CGH-teknikk er ogsa
utviklet (23). "Neste-generasjons-sekvenseringsteknikker” (NGS) gjer det mulig & analysere
bade hele genomet eller det komplette innholdet av RNA-transkripter i for eksempel et vev,
ned pa enkeltbaseniva. Dette skjer ved massiv parallell sekvensering av fragmenter med
DNA fra et genom som er “klippet opp” hvor pa sekvensen kan settes satt sammen med
metoder som gar ut pa a finne overlapp i fragmentenes baserekkefglge ved bruk av et
referanse genom. Disse metodene gjer det i prinsippet mulig a pavise bade
enkeltbasemutasjoner og strukturell variasjon i samme eksperiment (32).

Mikromatriseteknikken er dag fgrstehands diagnostisk verktgy ved utredning av
idiopatisk MR (30).Teknikken har den fordelen at en ikke trenger en spesifikk klinisk
diagnose fgr den diagnostiske testen utfgres, og den har fart til en endring i den diagnostiske
tankegangen fra "fenotype farst” til "genotype farst”.

En fordel med aCGH-teknikken er at den gjar det mulig a oppdage mosaikk, bl. a.
fordi en benytter DNA fra udyrkede celler. Mosaikk betyr at en strukturell variant er tilstede
kun i en andel av individets celler. Mosaikken ma veere tilstede i mer enn 30 % av cellene
som testes for & kunne pavises med aCGH (33).

Ulempen med aCGH er at teknikken ikke fanger opp balanserte
kromosomendringer. Det er uvisst hvor stor andel balanserte kromosomendringer utgjer av
arsakene til MR, men store balanserte endringer, som er synlige med vanlig lysmikroskopisk
karyotyping, er relativt sjeldne: En studie utfgrt med G-bandsanalyse, d.v.s. lysmikroskopisk
karyotyping, av store kohorter av individer med mental retardasjon viste at 1:500 har en
tilsynelatende balansert endring, og at kun 1:2000 av individene har en nyoppstatt
translokasjon (26) En nederlandsk studie anslo at bruk av aCGH, og ikke vanlig karyotyping,
medfgrte at balanserte translokasjoner og inversjoner forble udetekterte kun hos 0,78 % av
alle som var henvist for utredning av idiopatisk MR. (Familizere balanserte translokasjoner og
inversjoner utgjorde 0,48 %, de novo 0,23 %) (13).

Mutasjonsmekanismer

Strukturell variasjon kan oppsta pa mange mater, men mekanismen ikke-allelisk
rekombinasjon (Non-allelic homologous recombination, NAHR) er en viktig arsak til at
mikrodelesjons- og duplikasjonssyndromer opptrer med en relativt hgy prevalens i ulike
populasjoner, estimert til 1:10.000 i 2002 (19). Syndromene oppstar fordi bestemte
rearrangeringer, med samme stgrrelse, og med samme bruddsteder, inntreffer med en viss
gjentagelses-frekvens og resulterer i en gitt prevalens av en fenotype. Arsaken til at disse
hendelsene gjentar seg er at segmentduplikasjoner lengre enn 10 kb og med mer enn 97 %
sekvenslikhet forarsaker genomisk ustabilitet (21). Pga sekvenslikheten kan
segmentduplikasjoner, spesielt hvis de er mindre enn 10 Mb fra hverandre, forarsake paring
mellom ikke-homologe omrader i homologe kromosompar under meiosen, slik at det
overfgres ulike mengder DNA ved overkrysningene. NAHR mellom inverterte
segmentduplikasjoner vil fgre til en inversjon av DNA-segmentet mellom dem, mens NAHR
mellom segmentduplikasjoner med bade inverterte og direkte omrader vil fare til komplekse
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rearra ngeringer.

Mental retardasjon kan ogsa veere forarsaket av "private” mikrodelesjoner og -
duplikasjoner, eller komplekse kromosomrearrangeringer. Disse er sveert sjeldne (ofte kun
pavist i et eneste individ eller i en eneste familie, derav betegnelsen privat),
enkeltprevalensen deres er ofte ukjent, men samlet utgjer de majoriteten av patogene
kopitallsendringer (35). Typisk for disse er at de ikke finnes i tilkknytning til hot-spots, men
finnes spredt i hele genomet (35). Den underliggende arsaken til disse CNVene kan veere
mikrohomologi -baserte mekanismer, for eksempel "fork stalling and template switching”
(FoSTeS) (35) og "microhomologi-mediated break-indused replication” (MMBIR) (21), som
forarsaker replikasjonsfeil i mitosen. Mikrohomologi defineres som korte, dvs inntill 75 baser
lange, enheter av DNA med 100 % sekvenslikhet. (En studie fant at 2 til 75 bp
mikrohomologi mellom DNA strengene fantes i 79 % av bruddstedene (35)).

Kopitallsvariasjon kan ogsa oppsta der det ikke er sekvens-likhet mellom DNA
tradene, ved at brudd i dobbelt-tradet DNA blir upresist reparert ved ikke-homolog skjating av
trad-endene, sakalt "non-homologuos end-joining” (NHEJ) (21). Reparasjon av bruddet farer
da til tap eller tillegg av nukleotider.

| tillegg nevnes at det finnes andre mekanismer; retrotransposisjon og NAHR
mellom repeterte sekvenser som LINE og SINE elementer (59). | hvilken grad disse
mekanismene forarsaker at "private" patogene CNVer oppstar er fortsatt uklart (35,59).

Mutasjonsraten for de novo CNV.

Mutasjonsraten for de novo CNV fra en generasjon til den neste er beregnet a veere
hayere enn mutasjonsraten for enkeltnukleotidpolymorfismer, anslatt til 1,7 X 10 pr. lokus
pr. generasjon for CNVer, mot 1,8X 108 for punktmutasjoner (37,58). Andre artikler estimerer
mutasjonsraten for genomiske rearrangeringer til & veere mellom 10 0g 10 (21).
Kopitallsvariasjon kan derfor betraktes som en av de mest hyppigst forekommende formene
for genetisk variasjon nar en sammenligner en generasjon med den neste (37). Den hgye
mutasjonsraten kan forklare det evolusjonsgenetiske paradokset at prevalensen av mental
retardasjon, holder seg pa et jevnt (hayt) niva til tross for sveert redusert fitness.

Sma CNVer har en hgyere mutasjonsrate enn starre. Lupski estimerer at en ny
delesjon oppstar i 1 av 8 nyfgdte, mens en duplikasjon oppstar i 1 av 50 nyfadte, og at de
fleste av disse nye kopitallsendringene ma antas a vaere benigne (58). Til sammenligning vil
50 til 100 nye enkeltbasemutasjoner ha oppstatt hos en nyfadt, og disse resulterer i
gjennomsnitlig 0,86 nye aminosyreendinger (36).
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Mikrodelesjons-/duplikasjonssyndromer og patogen variasjon

Den store mengden strukturell variasjon i et individs genom representerer en stor
utfordring for kliniske genetikere med hensyn til & skille mellom patogene og benigne
varianter.

Genomisk sykdom kan oppsta f. eks hvis delesjoner eller duplikasjoner endrer antall
kopier av et dosesensitivt gen, forarsaker forskyvning i leserammen for genet, eller nar
bruddpunktene til inversjoner og translokasjoner gar gjennom gener slik at disse ikke lenger
blir uttrykt normalt. Genomisk variasjon kan ogsa forarsake sykdom ved a forstyrre
regulatoriske omrader og dermed pavirke genekspresjonen.

Ved nyoppstatte rearrangeringer pa flere megabaser er det ofte liten tvil om at en
hendelse er patogen. Dette er strukturendringer som er sa store at genomiske syndromer
oppstar, som oftest som fglge av gendose-effekter. For oversikt over en del genomiske
syndromer, se tabellen:

TABLE 1. Representative Recurrent Copy Number Variants (CNV)

CNV Locus | Size {kb) | Del/fDup | Classic Genomic Disorder? D Autism Symptoms | Schizophrenla | Epliepsy | OMIM Number®
19211 350 Jdel_ JMlid to moderate _[ves Yos [Yes 612474
;'_ 350 |dup Mild to moderate _fves ND IND 612475
29 500 ldel Iid to moderate  IND Yes ND 609425
463-1,760 ldup R Vild to moderate |ves ND ND 611936
7q11.23 2,284 |del Willlams-Beuren syndrome i | to sever severe  [No u_g ND 94050
2284 Jdup pilid to severe Yes ND Yes 809757
16911-913 d P rader WIIII syndrome Mild ta severe No ND Yas 76270
Ang d Mild to severe Yes ND Yes 05830
Mild to severe Yas ND Vas 508636
159133 Mild to severe [Yas Yes Yes 512001

ﬁlld tomoderate _[Yes Yos No

16p11.2 [*] Yos 611913
~ - o8 ND B11913
17p11.2 No Yes 182290
d ND D 610883
 FERTRM Veiosarcioracials ndrome Yes Yas Yos 188400
jNona to miid Yas D IND 608363
[Xa28 — IModerate to severelyes No o8 300260
IMECF2 duplication oderals 10 88 Bs No [Yes 300815

Tabell over kopitallsvariasjon som forarsaker mental retardasjon og samtidig er en medvirkende arsak
til autisme, schizofreni og epilepsi (ID; Intellectual Disability). (NB! Tabellen inneholder feil i kolonnen
til venstre for Prader-Willi og Angelman syndrom; Prader-Willi syndrom skyldes tap av paternelt

15911-g13, mens Angelman skyldes tap av maternelt 15q11-q13); Tabellen er hentet fra Morrow 2010
(37).

Genomiske syndromer kjennetegnes av fglgende: De skyldes en
mikrodelesjon/duplikasjon med bruddsteder flankert av segmentale duplikasjoner,
delesjonen/duplikasjonen er oftest nyoppstatt i det affiserte individet og ikke gjenfunnet i
kontrollutvalg, og individer med samme delesjon/duplikasjon har til en stor grad lik fenotype
(33). Syndromene har velkjente kliniske manifestasjoner, hvorav mental retardasjon ofte er
den hyppigste kjennetegnet, og de underliggende genomiske variasjonene er for de fleste
godt undersgkt. Et eksempel er Williams-Beurens syndrom, som er forarsaket av en
heterozygot delesjon av rundt 25 gener pa kromosom 7q11.23. Typiske trekk er
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leerevansker, MR, visuospatiale problemer, upassende hypersosial oppfarsel,
oppmerksomhetsproblemer, dysmorfe ansiktstrekk, samt kardiovaskulaere- og
bindevevsdefekter. Den kardiovaskulzere fenotypen, ofte supravalvulzer aortastenose, er
forarsaket av tap (haploinsuffisiens) av et elastin-gen (39)

Nar strukturendringen farer til gendose-endring i mange gen, og disse endringene
samlet bidrar til den patologiske fenotypen, kalles syndromene kontinuerlige gensyndromer.
Et eksempel pa dette er et tap av et omrade pa 3,7 Mb innen kromosom 17p11.2 som farer
til Smith Magenis syndrom.

Bade duplikasjon og delesjon av samme genomiske region kan medfgre mental
retardasjon, og begge disse strukturelle endringene er derfor eksempler pa at bade for mye
og for lite av et transkript kan resultere i patologi. Generelt er patogene duplikasjoner ikke sa
hyppig forkommende som delesjoner (med unntak av pa X-kromosomet) i kliniske studier av
mentalt retarderte (38). Duplikasjonene medfgrer oftest en mildere fenotype enn delesjoner,
flesteparten er nedarvet, og vanligvis ligger de dupliserte omradene tandem invertert etter
hverandre (orientert speilvendt etter hverandre) (38). Kliniske kan en del duplikasjons-
syndromer, samt deres resiproke delesjons-syndromer, ha felles fenotypiske trekk (33), (se
fig. 3, neste side).

En delesjon kan ogsa veere patogen fordi den avdekker et resessivt allel pa det
andre kromosomet. Et beskrevet eksempel er hemizygot tap av 4916 regionen i en pasient,
hvor tapet avdekket en mutasjon i WFS1 genet pa det andre strukturelt normale kromosom
4, og dette forarsaket en kompleks klinisk fenotype (bade Wolfram- og Wolf-Hirshhorns-
syndrom) (40).

Genomisk imprinting er en mekanisme for & fin-justere gendosen og dermed nivaet
av transkriptet fra genet (39). Genomisk imprinting er et fenomen hvor kun maternelle eller
paternelle kopier av bestemte gener er uttrykt som et resultat av ulik cytosinmetylering av
homologe regioner, alt etter som kromosomene er arvet fra mor eller far. Kromosomregionen
15q11-g13 er den mest studerte regionen for denne mekanismen, fordi gendose-endringer
p.g.a. uniparental disomi, imprinting-sentermutasjoner, eller hemizygote delesjoner resulterer
i to helt forskjellige syndromer: Angelmann syndrom (f.eks ved delesjon av maternelt
kromosom 15q11-g13), eller Prader-Willi syndrom (f.eks. ved tap av paternelt 15911-q13)
(51).

Den samlede mengden de-novo CNV i et individ kan ogsa ha betydning for
patogenisitet. | en CNV-assosiasjonsstudie over barn med autismespektum-tilstander fant
man en uforholdsmessig okt frekvens av de novo mutasjoner i forhold til kontrollgruppen
(41). En lignende studie over forekomst av sjeldne CNVer i hele genomet til schizofrene, (i
dette tilfelle CNVer som ikke fantes i "The Database of Genomic variants”), fant at
mikroduplikasoner/delesjoner var tilstede i 15 % av schizofreni-tilfellene, en frekvens som var
tre ganger hgyere enn i kontroligruppen (64). Et tredje eksempel er en liten studie over
psykometrisk intelligens hos alkoholikere, som fant at jo starre mengden av sjeldne
delesjoner var (d.v.s. det samlede tapet av baser) desto lavere var personens psykometriske
IQ (42). Trolig gjelder samme mekanisme ogsa for mental retardasjon, men dette har jeg ikke
funnet studier pa.
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Fig. 3. Duplikasjon eller delesjon av samme omrade forarsaker delvis overlappende fenotyper (resiproke
syndromer). Fenotyper forarsaket av delesjoner i gult. Fenotyper forarsaket av duplikasjoner i blatt. Felles
fenotyper i grent. Begge typer kopitallsendring forarsaker endring i nevronfunksjon som farer til mental
retardasjon eller autisme og adferdsvansker. WBS; Williams-Beuren syndrom, SMS; Smith-Magenis syndrom,
PLS; Potocki-Lupski syndrom, PWS; Prader Willi syndrom. Figuren er hentet fra (39).

Utredning av mental retardasjon og andre nevropsykiatriske tilstander med aCGH
teknikken har fort til at man har diagnostistert helt nye genomiske syndromer. Mefford
illustrerer dette ved a vise at fra 2005 til 2009 ble det oppdaget 18 nye "diagnoser”, hvorav
16 var assosiert med mental retardasjon (33). Et av de forste syndromene som ble
diagnostisert var kromosom 17g21.31 mikrodelesjonssyndrom og dette syndromet har vist
seg a veere en hyppig arsak til MR med en prevalens pa 1:16.000 (33). Pr. juni 2009 var 107
"hotspot”-regioner identifisert, og 31 % av disse var assosiert med et vidt spekter av
sykdommer (33). Den lange armen til kromosom 22 er spesielt rik pa segmentduplikasjoner
som forarsaker at genomiske rearrangeringer oppstar relativt hyppig under meiosen i denne
regionen. Sykdom som velocardiofacialtsyndrom, resiproke 22911 duplikasjoner og
kattayesyndrom er derfor relativt hyppige (33).

Bruk av mikromatrisebaserte metoder for DNA analyse gir en mye hgyere
deteksjonsrate (15-20%) for kromosomavvik hos individer med uforklarlig mental retardasjon,
autisme spektrum tilstander og multiple misdannelser, enn vanlig karyotyping (~3 % nar
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tilfeller med Downs syndrom og andre lett gjenkjennelige syndromer holdes utenfor), forutsatt
tilstrekkelig oppl@sning til & detektere endringer med starrelse 100 kb (26). Enkelte andre
meta-analyser oppgir en deteksjonsrate ved bruk av aCGH som varierer fra 10 % til 19 % alt
etter om utvalget bestar av individer med mental retardasjon og medfgdte misdannelser, eller
pasienter med idiopatisk mental retardasjon (43,44). Pa bakgrunn av disse tallene estimerer
Mefford at mikrodelesjoner og -duplikasjoner som forarsaker genomiske syndromer, er arsak
til >15 % av alle tilfeller av MR (33). Rauch (5) fant at ubalanserte kromosomendringer, bade
aneuploidier og patogene CNVer, er arsaken til 29 % av tilfeller av mental retardasjon,
hvorav halvparten av avvikene var detekterbare med G-bands-analyse, dvs de var stgrre enn
5Mb. Strukturell variasjon er derfor i stor grad assosiert med mental retardasjon.

Strukturell variasjon av ukjent betydning

Mikromatrisenes gkte opplgsning har fart til at en gkt mengde kopitallsvarianter med
usikker patogenisitet, VOUS ("Variant of Unknown Significance) har blitt pavist (40),

For klinisk utredning av pasienter med mental retardasjon er det utviklet mange
algoritmer og diagnostiske prosedyrer for & bate pa vanskelighetene med a avgjgre om en
bestemt variant er patogen eller ikke.

Generelt kan sies at en variant som er relativt stor, inneholder mange
proteinkodende gener, er sjelden (ingen polymorfisme) og nyoppstatt (d.v.s. pavises ikke ved
undersgkelse av foreldre) indikerer sterkt at denne er klinisk signifikant. Denne
kombinasjonen er ekstremt sjelden i normalpopulasjonen fordi den strukturelle
mutasjonsraten generelt er lav utenfor "hot-spot" regionene (28,58). Populasjonsstudier viser
dessuten at de fleste patogene endringer er nyoppstatte og stgrre enn 1M, mens de fleste
benigne varianter er under 500 kb. En arvet CNV er benign i 99 % av tilfellene (26), med
unntak av CNVer pa X-kromosomet.

Allikevel finnes det mange unntak fra denne tesen. For eksempel kan ett enkelt gen
i en liten kopitallsendring veere tilstrekkelig til & gi sykdom, mens store benigne
kopitallsendringer (>1Mb) slett ikke er sa sjeldne som tidligere antatt: | en studie med 2500
friske individer, fant Itsara et al. (46) at store CNVer ogsa kan veere del av normal variasjon.
De fant fenotypisk ngytrale varianter stgrre enn 500 kb hos 5-10 % av individene, og
varianter stgrre enn 1 Mb hos 1-2 % av individene (46).

Den kliniske tolkingen av mikroduplikasjoner med ukjent betydning kan vaere
spesielt vanskelig fordi virkningen av disse genomiske endringene er lite undersakt (38).
Spesielt vanskelig er det a tolke betydningen av en strukturell variant som inneholder flere
gener, eller kun en del av et gen (38).

En rekke databaser er opprettet for & lagre informasjon om paviste
kopitallsvarianter, bade baser med data over normal variasjon, for eksempel "The Database
of Genomic variants”, samt databaser som er laget for & dokumentere patogen variasjon, slik
som ECARUCA, DECIPHER, KEGG, OMIM og Genophepia/phenopedia.
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DECIPHER er laget med det for gyet & samle informasjon om fenotyper som kan
kobles med genotyper. En annen database, Copy Number Variation Project, dokumenterer
funksjonelt relevante CNVer for assosiasjonsstudier. Disse basene kan fungere som
hjelpeverktgy for klinikere, og konsulteres for & fa en indikasjon om hvorvidt en pavist CNVs
er patogen eller ikke.

Hvorvidt prevalensen av en bestemt CNV registert i en "normal variasjons”-database
er gyldig, kan veere uvisst, og om varianten er klinisk relevant kan ogsa veere uklart.
Usikkerheten rundt validiteten til databasene skyldes at de inneholder anonyme
oppsumeringer av store populasjonsbaserte studier hvor DNA giverne er antatt a veere friske,
men hvor det kan tenkes at giverne ikke er blitt grundig nok undersgkt (fenotypet) (24). |
tillegg har DNA-et i disse studiene i mange tilfeller blitt isolert fra Epstein-Barr-virus
transformerte lymfoblastcellekloner, som i seg selv kan gi opphav til transformasjons-
induserte genomiske rearrangeringer (24). For agvrig kan grensene for forskjellige CNVer (i
for eksempel "The Database of Genomic variants”) ikke sammenlignes fordi dataene fra de
forskjellige studiene baserer seg pa analysemetoder med ulik opplasning, noe som gjer det
vanskelig & si om en bestemt CNV pavist i en pasient med én opplasning overlapper med en
CNV pavist med en annen opplgsning (47).

For & avgjere om en CNV er sykdomsgivende eller benign kan man ogsa vektlegge
det genomiske innholdet i CNVen og den genomiske plasseringen. Benigne CNVer har ofte
hayt innhold av repeterte sekvenser som LINE og segmentale duplikasjoner, mens CNVer
assosiert med MR ofte har et hgyt innhold av gener (48). 40 % av arvede CNVer finnes i
regioner av genomet med fa gener, og de er oftest lokalisert utenfor ultrakonserverte
omrader av genomet. Denne informasjon brukes ogsa i utviklingen av algoritmer for
evaluering av en VOUS, d.v.s. en variant med ukjent patogenisitet.

Redusert penetrans og variabel ekspressivitet.

Penetrans er et statistisk begrep og kan defineres som fraksjonen av heterozygote
individer som uttrykker en assosiert sykdom. Penetransen av en sykdomsgivende mutasjon
er altsa andelen av beerere av mutasjonen som viser kliniske symptomer pa sykdommen.

Ekspressivitet beskriver variasjon i fenotype blant individer med en bestemt
genotype.

Etterhvert som opplgsningen til matrisebaserte analysemetoder som aCGH er
forbedret er det registrert et gkt antall genomiske loci assosiert med redusert penetrans (48).
Eksempler pa slike loci er 1921.1 (66, 67), 15q13.3 (68,69), samt 16p13.11(76). Hannus et al
fant at del16p13.11 oftest er nyoppstatt, men i noen fa tilfeller ogsa arvet fra et normalt
foreldre (76). Tilsvarende kan dup22q11.2, hos de fa tilfellene som er pavist, vise redusert
penetrans ved at fenotypen varierer fra alvorlig mental retardasjon til helt mentalt frisk, samt
at enkelte mentalt retarderte med duplikasjonen har arvet denne fra et tilsynelatende friskt
forelder (76,77).
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Delesjons og duplikasjonssyndromene tilhgrende 1921.1 og 15q13.3 viser i tillegg til
redusert penetrans ogsa variabel ekspressivitet (33). Pasientene med funnene representert i
fig. 4a har samme delesjon innen 1g21.1, men de har forskjellige fenotypiske trekk; én har
alvorlig MR, dysmorfe ansiktstrekk, hjertefeil og gra steer, en annen kun medfgdt steer og
normalt intellekt, og den tredje har schizofreni. Fig. 4b viser at delesjon av 15q13.3 i to
forskjellige individer medfarer helt forskjellige fenotypiske trekk; den ene har MR, noen
dysmorfe trekk, autistimesymtomer, men har ikke epileptiske anfall, mens den andre har
juvenil myoklon epilpsi og normal intellektuell funksjon.

En er ogsa blitt klar over at en del arvede CNVer forarsaker sykdom, men viser
redusert penetrans. Disse arvede CNVene kan veere tilstede med lav frekvens hos friske
individer, og en spar seg hva det er som forarsaker patogenesen. Et eksempel er en 520 kb
delesjon ved lokuset 16p12.1. Denne delesjonen finnes med gkt hyppighet hos barn med
mental retardasjon, men er ofte arvet fra et uaffisert foreldre (49). Barna hadde samtidig
hyppig en stor CNV et annet sted i genomet, noe som har fatt forskerne til a tro at MR har
oppstatt som en fglge av en "second hit” (49). Den farste delesjonen kan derfor forstds som
et risikoallel, mens delesjon nr. to er den utlgsende faktoren (eventuelt kan disse ha oppsta
samtidig).

Redusert penetrans og variabel ekspressivitet kan ogsa vaere forarsaket av andre
mekanismer (50):

1. Et av foreldrene kan vaere mosaikk, med mutasjonen tilstede i kjgnnsceller,
men ikke i de undersgkte lymfocyttene. Dette kan komplisere vurderingen
av hvilken arvegang som forligger.

2. En CNV (delesjon) kan avdekke at individet er heterozygot for en mutasjon
pa det homologe kromosomet.

3. Imprinting kan pavirke uttrykk av gener i visse loci.

Penetrans og ekspessivitet kan trolig ogsa pavirkes av molekylaere mekanismer som
kompenserer for et unormalt hgy eller lavt genuttrykk av dosesensitive gener (50,62):

1. Allel-eksklusjon, d.v.s. at genekspresjonen av dosesensitive gener pa et
bestemt lokus varierer.

2. Mulig transveksjon, d.v.s. at interaksjon mellom allel pa homologe
kromosom farer til at genekspresjonen reguleres ”in trans”.

De ovenfor nevnte mekanismene baserer seg hovedsaklig pa antakelsen om at
fenotypen er resultatet av summen av effekten til de enkelte gendoseendringene.

En helt annen forklaringsmodell er at fenotypisk variabilitet skyldes totaleffekten av
at nettverk av gener reguleres med homeostase som mal. En ubalanse i mengden
dosesensitive gener vil, avhengig av den samlede dosen av, og interaksjon med, andre
gener i nettverket, fare til at homeostasen forskyves (39,50), med varierende grad av
sykdom som resultat.
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Fig. 4. Variabel ekspresjon illustrert ved at ulike fenotyper er forarsaket av identiske delesjoner:

(a) Tre forskjellige individer med delesjon av kromosom 1g21.1

(b) To individer med delesjon av kromosom 15g13.3.

X-aksen viser genomiske loci; Y-aksen viser fluoriseringsintensiteten med log2-ratio mindre enn 1,5 standard
avvik fra giennomsnittet (r@de streker). Segmentduplikasjoner vises som gra seyler (>99 % sekvenslikhet).
Figuren er hentet fra Mefford et al. 2009 (33).
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Komorbiditet

Den hgye graden av komorbiditet mellom mental retardasjon og autisme,
schizofreni, ADHD, samt epilepsi forundrer forskere (52). 80 % av pasienter med autisme har
ogsa varierende grad av mental retardasjon, og autisme forekommer ofte hos pasienter med
mental retardasjon (53). Dette er velkjent blant klinikere.

Komorbiditet kan veere assosiert med variabel ekspressivitet: Kromosom 22q11.2
delesjonssyndrom er et annet eksempel pa en delesjon som er assosiert med betydelig
fenotypisk variasjon, hele 180 kliniske trekk er registrert (61). Deler av disse utgjer de
fenotypiske konstellasjonene som er typiske for DiGeorge syndrom, velokardiofacialt
syndrom, og Sprintzen syndrome (kun sprakvansker (76)). Mikrodelesjoner pa kromosom
22911.2 forekommer hos 1 av 4000 nyfgdte, og dette medfarer at kromosom 22g11.2
delesjonssyndrom er det hyppigst forekomne mikrodelesjonssyndromet hos mennesker (60).
De fleste av delesjonene (90 %) er 3 Mb store og innholder 60 gener, 8 % av delesjonene er
1,5 Mb og inneholder 28 gener, mens resten er atypiske delesjoner (74). Mange av de
deleterte genene har viktige roller i nevronutvikling og transmisjon av signal over synapser.
Somatiske konsekvenser av delesjonen er ofte hareskar, hjertefeil, ganespalte, thymus
aplasi og gjentatte infeksjoner, i tillegg til et bredt spekter av kognitive symptomer, for
eksempel MR, autisme, laerevansker, ADHD og psykose (37,39). Delesjonen pa kromosom
22q11.2 er den sterkeste kjente genetiske risikofaktoren for schizofreni (63), og medfarer at
individer med velokardiofacialt syndrom har 30 % sannsynlighet for & utvikle psykose, som i
80 % av tilfellene manifesterer seg som schizofreni (70). Delesjonen er arsak til 1-2 % av alle
tilfeller av sporadisk schizofreni (73).

Utgangspunktet for at komorbiditet og variabel ekspresjon forekommer er at gener
som er involvert i MR ogsa er uttrykt i vev utenfor hjernen og disse genene kan derfor ha
innflytelse pa et vidt spekter av biologiske funksjoner.

Pleiotropi refererer til situasjoner med to eller flere hovedfenotyper, hvor genotypen
er felles (Fig. 5). Pleiotropi anses som den mest sannsynlige forklaringen til komorbiditet
mellom nevrokognitive tilstander, samt epilepsi. Pleiotropi innebzerer at hver av sykdommene
ma ha en delvis felles etiologi, men at pavirkning fra andre genetiske, miljgmessige, eller helt
stokastiske faktorer, er bestemmende for fenotypen, se figur 5 (54).

Den kliniske heterogeniteten som er assosiert med enkelte strukturelle varianter har
fart til at enkelte har begynt 4 stille spgrsmal ved validiteten av det klassiske kliniske
klassifikasjonssystemet for nevrokognitiv sykdom (54). Ankepunktet er at mange diagnoser
settes utelukkende pa grunnlag av kliniske symptomer, uten a vurdere biologiske relevante
risikofaktorer som for eksempel strukturell variasjon (54).

23



NAHR at a
genomic hotspot

High new
mutation rate
Dosage sensitized

O—ms——- Highly penetrant

Germline Modifiers
transmission - Genetic
[ Epigenetic
Environmental
v

Phenotype  Phenotype Phenotype

A B C
(0.3%) (0.2%) (1.1%)
S~ . ——
Occasional vertical f Strong purifying
transmission | selection
v

Fig 5. Figuren beskriver pleiotropi; i dette tilfellet hvordan NAHR (non-allelisk homolog rekombinasjon) av DNA
traden under meiosen, resulterer i en delesjon, hvorpa ulike genetiske, miljgmessige eller epigenetiske hendelser
farer til at fenotypisk variasjon oppstar. Figuren er hentet fra Mefford et al. 2009 (33).

Vanlige alleler med liten effekt, og sjeldne alleler med moderat eller stor
effekt.

Debatten om hvorvidt det er vanlige alleler med liten effekt eller sjeldne alleler med
moderat eller stor effekt som forarsaker vare vanligste folkesykdommer er gammel (55).
Kjernen i diskusjonen er om det er genetiske varianter med lav penetrans, men som er
relativt vanlige i den generelle populasjonen, eller om det er mange sjeldne genetiske
varianter, hver med hgy penetrans, som bidrar til gkt risiko for hgyt blodtrykk, diabetes, kreft,
eller andre vanlige sykdommer.

Relativt vanlig innebeerer at varianten finnes i mer enn 1 % av totalpopulasjonen
(ogsa betegnet "minor allel frequency", MAF, >1 %), mens sjelden impliserer at varianten
finnes hos under 1 % (MAF< 1 %). Shork et al, hevder i en artikkel om temaet at begge de
ovenfornevte synspunktene i starre eller mindre grad kan forsvares idag (55). Synspunktene
har utgangspunkt i ulike strategier for a identifisere genetisk variasjon som disponerer for
sykdom, og spgrsmalet burde ikke veere enten-eller, men heller i hvilken grad bade vanlige
og sjeldne allel disponerer for en bestemt patogen fenotype.

Shork el al viser til at flere studier har dokumentert at individer med autisme (71),
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schizofreni (64) eller bipolar sykdom statistisk har en gkt mengde kopitallsvariasjon, spesielt
delesjoner. Konklusjonen til mange av disse studiene er at det ikke er spesifikke
kopitallsvariasjoner man finner i genomene til disse individene, men heller et stort antall lav-
frekvente CNVer (55). Det er mulig dette kan overfgres til tilfeller med mental retardasjon.

Mange argumenter taler for at det er sveert sjeldne varianter med stor effekt, somi
storst grad forarsaker mental retardasjon:

Store assosiasjonsstudier, hvis mal er a identifisere relativt vanlige alleler som
disponerer for sykdom, har til en viss grad klart finne bestemte genetiske varianter som
statistisk er forbundet med en bestemt sykdom. Problemet er at variantene, som hver har lav
penetrans, samlet ikke kan forklare mer enn 5-10 % av sykdommens arvelighet (55).
Resultatene i assosiasjonsstudier er dessuten ofte vanskelig a reprodusere i kontrollstudier.
Dette innebaerer at frekvente varianter trolig ikke forklarer hele prevalensen av mental
retardasjon, men at sjeldne CNVer i tillegg har et viktig bidrag.

Relativt frekvente varianter er stort sett arvede, mens sjeldne varianter kan vaere
bade nye og arvede. Shork et al (55) viser derfor til hypoteser om at de arvede variantene
over tid har veert utsatt for seleksjon, som virker inn pa frekvensen av sykdomsfremkallende
varianter og medfgrt at disse variantene sannsynligvis er tilstede i en hgyere frekvens enn de
patogene. Sjeldne varianter er pa en annen side enten nye og har da ikke veert utsatt for
negativ seleksjon, eller de er sjeldne fordi de er sdeleggende for individet, dvs er forbundet
med nedsatt fitness. Dette innebaerer at sjeldne varianter har stgrre effekt enn de mer
vanlige (72).

De mange tilfellene av mental retardasjon hvor den etiologiske diagnosen ikke blir
stilt, indikerer at man skal veere forsiktig med & konkludere angaende arsaksfaktorene til
mental retardasjon. Utfra den kunnskapen man har idag vet man at relativt sjeldne allel, dvs.
CNVer og SNPer assosiert med syndromer, bidrar med & forklare etiologien bak minst 15 %
av tilfellene (33), mens sveert sjeldne allel, dvs "private" CNVer og SNV, trolig i minst like stor
grad bidrar til & forarsake mental retardasjon.

Noen fa prosent av tilfellene av mental retardasjon kan forklares ene og alene med
miljg- og teratogen eksponering. Det kan allikevel tenkes at miljgfaktorer i stor grad er en
medvirkende arsak til mental retardasjon, spesielt hos den store andelen av mental
retarderte som til tross for omfattende undersgkelser, bade genetiske og andre, forblir uten
en arsaksforklaring. Den multifaktorielle forklaringsmodellen for mental retardasjon har hittil
veert at genetiske og miljgmessige faktorer kan adderes inntil en "terskel" er nadd, deretter vil
hjerneutviklingen ikke lenger kunne fglge det normale utviklingsmeansteret. Nyere forskning
legger ikke like stor vekt pa akkumulering av miljg-og genetiske faktorer til terskelverdi, men
heller at det er en interaksjon mellom genetiske faktorer og miljgeksponering, slik at
eksponering for spesifikke miljgfaktorer kun er teratogent i naervaer av spesifikke
predisponerende genetiske faktorer (56). Dette innebaerer at en ikke kan utelukke at sveert
sjeldne alleler i stor grad bidrar til mental retardasjon.
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