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Samandrag

Innleiing

Dei siste 15 ara har det vore stor utvikling av nye teknologiar for DNA-sekvensering. Dette har opna
opp for mange nye bruksomrade av desse teknologiane. Utviklinga av neste generasjons
sekvensering (NGS) har fgrt til nye metodar for a8 undersgka den genetiske arsaka til monogene
sjukdommar. Dette kan blant anna gjerast ved hjelp av heileksomsekvensering (WES), noko som ofte
er fgremalstenleg da om lag 85% av sjukdomsframkallande variantar ligg i eksomet.

Moyamoyasjukdom (MMD) er ein cerebrovaskulaer sjukdom karakterisert av stenose eller okklusjon
som senker blodtilfgringa til hjernen, som leder til kollaterale arterienettverk over
stenosen/okklusjonen. MMD er ein svaert sjeldan sjukdom blant kaukasiske pasientar, men er mindre
sjeldan i asiatiske land. MMD kjem oftast til uttrykk som hjerneinfarkt eller hjerneblgding. Det er
antatt at genetiske faktorar spelar ei rolle i utviklinga av MMD, men desse faktorane er enda ikkje
fullstendig identifisert.

Formalet med denne studien var a kartlegga MMD-pasientar med skandinavisk opphav, bade klinisk
og genetisk karakterisering.

Pasientar og metodar

| denne studien blei seks skandinaviske pasientar med MMD rekruttert. Pasientane blei delt inn i
familizere (n=3) og sporadiske (n=3) pasientar. To friske foreldre til ein av dei sporadiske pasientane
blei ogsa inkludert i studien. Fra blodprgvar tatt av pasientane blei DNA isolert, fgr eksomet blei
isolert og opprika. Eksomet blei deretter sekvensert. Det blei gjort analysar av dei genetiske
sekvensane i FILTUS for a identifisera kandidatgen for utviklinga av MMD. Desse analysane inkluderte
familiebasert analyse av familiaere pasientar, de novo-analyse av ein sporadiske pasient og friske
foreldre og undersgking av tidlegare identifiserte kandidatgen hos alle pasientane. Me identifiserte
da variantar i fleire interessante kandidatgen.

Resultat

Pasientane i denne studien hadde eit klinisk bilete som var foreinleg med andre studiar pa kaukasiske
pasientar. Me identifiserte atte kandidatgen; NR4A3, PDZRN3, TNFAIP2, AGXT2, NOS3, ITGAV, FGFR3
og GBR?7. Sjglv om det ikkje blei identifisert ein felles variant eller eit felles gen hos alle pasientane,
blei det identifisert interessante samanhengar mellom fleire av gena. Proteina koda av NOS3, ITGAV,
NR4A3, AGXT2 og GBR7 er alle involvert i produksjon av nitrogenmonooksid (NO) i cellene, som er
viktig for angiogenese. Alle pasientane hadde minst ein variant i minst eit av desse fem gena.

Konklusjon

| denne studien blei det ikkje identifisert éin felles monogen arsak hos alle pasientane, men det blei
observert fleire interessante variantar i ulike gen. Resultata fra denne studien og nokre tidlegare
studiar tydar pa at endringar i NO-produksjon er viktig for utviklinga av MMD i kaukasiske pasientar.
Det er imidlertid ikkje mogleg a gi nokre sikre svar ut fra denne studien, da variantane blei observert i
fa pasientar, og det trengs difor meir forsking pa omradet.



Abstract

Introduction

In the past 15 years, there has been a great development of new technologies for DNA sequencing.
The development of next generation sequencing (NGS) has led to new methods for investigating the
genetic cause of monogenic diseases. This can be done by means of whole exome sequencing (WES),
which often is advantageous since about 85% of pathogenic variants lie in the exome.

Moyamoya disease (MMD) is a cerebrovascular disease characterized by stenosis or occlusion that
lowers blood flow to the brain which leads to new collateral artery networks over this
stenosis/occlusion. MMD is rarely seen among Caucasian patients, but is more commonly seen in
Asian patients. The initial manifestations of MMD are usually ischemic stroke or intracranial
hemorrhage. It is believed that genetic factors play a role in the development of MMD, but these
factors are not yet fully identified.

The purpose of this study was to characterize MMD patients with Scandinavian origin, both clinically
and genetically.

Patients and methods

In this study, six Scandinavian patients with MMD were enrolled. The patients were familial (n=3) and
sporadic (n=3) patients. Two healthy parents of one of the sporadic patients were also included in
the study. From blood samples drawn from the patients, DNA was isolated before the exome was
captured and enriched. The exome was then sequenced. Analyzes were performed in FILTUS to
identify candidate genes for the development of MMD. These analyzes included family-based
analysis of familial patients, de novo analysis of one sporadic patient and healthy parents, and
examination of previously identified candidate genes in all patients. Based on a set of criteria, we
evaluated identified variants in candidate genes.

Results

The patients in this study had clinical characteristics compatible with other studies of Caucasian
patients. Eight genes of interest were identified in this study; NR4A3, PDZRN3, TNFAIP2, AGXT2,
NOS3, ITGAV, FGFR3 and GBR?7. Although there was not identified any shared variant or candidate
variants in a single shared gene, the proteins encoded by several of the genes we identified, NOS3,
ITGAV, NR4A3, AGXT2 and GBR7, were found to be involved in production of nitric oxide (NO) in the
cells, which is important for angiogenesis. All patients had at least one variant in at least one of these
five genes.

Conclusion

In this study, no single monogenic cause was identified for all the patients, but candidate variants
and genes were identified. These genes encoded proteins involved in the NO production in the cells,
and we believe this is an important clue for the pathogenesis of MMD in Caucasian patients. This
hypothesis needs to be further tested and replicated in further research.
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1.  Innleiing

1.1. Genetiske sjukdommar

Gregor Mendel beskreiv korleis eigenskapar blir arva fra ein generasjon til den neste i 1865.1 Det tok
over 30 ar fra han publiserte resultata sine til andre forskarar anerkjente og bekrefta resultata hans,
men da dette endeleg skjedde pa starten av 1900-talet la dei grunnlaget for korleis me i dag forstar
arv.2 Ut frd resultata til Mendel er det utvikla tre prinsipp for arv; 1) Prinsippet om dominans, 2)
Prinsippet om segregering, og 3) Prinsippet om uavhengig fordeling. Desse prinsippa er framleis i
bruk nar det gjeld arv av monogene eigenskapar, det vil seie der berre eitt gen er involvert,® men
som det vil bli tydeleg seinare er det sjeldan sa enkelt nar ein ser pa meir genetisk komplekse
sjukdommar hos menneske.

1.1.1. Arvemgnster

Den enklaste forma for arv er monogen arv, som vil seia at ein sjukdom er forarsaka av ein variant i
eit enkelt gen.? Nar ein skal undersgka genetisk arsak til ein ny sjukdom er dette den enklaste
antakinga ein kan jobba utifra. Det er derimot mange komplikasjonar til denne enkle antakinga.?
Forst og fremst er det svaert vanleg at sjukdommar med varierande fenotypar er forarsaka av
variantar i fleire gen.? Ved sjukdommar forarsaka av fleire gen kan ein skilje mellom oligogen arv og
polygen arv.2 Oligogene sjukdommar er sjukdommar som er forarsaka av nokre fa gen.2 Om ein
sjukdom til dgmes er bestemt av to gen er det ngdvendig med sjukdomsframkallande variantar i
begge gena for at sjukdommen skal komma til uttrykk.>

Polygene sjukdommar er forarsaka av variantar i mange gen, og om ein tar med paverkinga av
miljgfaktorar blir desse sjukdommane ofte kalla multifaktorielle sjukdommar eller genetisk
komplekse sjukdommar.®* Ved slike multifaktorielle sjukdommar er det gjerne fleire genetiske
risikofaktorar som saman med risikofaktorar fra miljget og livsstilen som forarsakar sjukdommen.?
Det kan likevel vera vanskeleg a setja ei skiljelinje mellom enkle monogene sjukdommar og
multifaktorielle sjukdommar,® noko som oligogene sjukdommar er eit dpme pa. Alle genetiske
sjukdommar ligg pa ein skala mellom monogen og polygen, og det er viktig a veta omtrent kor pa
denne skalaen sjukdommen ein er interessert i ligg.® | tillegg til polygen arv er det andre fenomen
som kompliserer monogen arv, og desse vil bli kort beskrive under.

1.1.2. Penetrans og variabel ekspressivitet

Eit fenomen som kompliserer monogen arv er redusert penetrans. Penetrans er definert som
sannsynet for & fa ein sjukdom gitt ein spesifikk genotype.? Om sannsynet er 1 har ein fullstendig
penetrans, og alle med den gitte genotypen vil f& sjukdommen.® Om sannsynet derimot er mindre
enn 1 vil det finnast personar med genotypen som aldri utviklar sjukdommen.? Det sistnemnte er
tilfellet for mange sjukdommar,® ® og ogsa antatt for nokre sjukdommar der arvemgnsteret framleis
er under diskusjon, inkludert for moyamoyasjukdom,’ som vil bli beskrive seinare.

Redusert penetrans kan vera med pa & forklara korleis eit barn med friske foreldre kan fa ein arveleg
sjukdom.® Utbreiinga av redusert penetrans er blitt betre kjend etter at neste generasjons
sekvensering blei introdusert. Redusert penetrans kan gjera det vanskelegare a skilja mellom
monogen og polygen arv,’ da dette gjer at sjukdommen ikkje ngdvendigvis segregerer med



variantane som forarsakar den. Eit omgrep som ikkje ma forvekslast med penetrans er variabel
ekspressivitet, der dei som far sjukdommen har forskjell i graden av sjukdomsmanifestasjon.3

Ein kategori av redusert penetrans er aldersavhengig penetrans. Ved aldersavhengig penetrans har
alderen noko 3 seia for risikoen for a fa sjukdom, og dette er spesielt viktig & ta omsyn til nar
sjukdomen ein studerer har ulik insidens i ulike aldergrupper.® Debutalders-distribusjonen er eit
viktig verktgy for a fa kunnskap om dette, og det er viktig a inkludera denne i dei genetiske
analysane.® Til dgmes, nér penetransen for ein genotype aukar med alderen kan ein ikkje veta om
«friske» unge personar faktisk er friske eller om dei berre ikkje har utvikla sjukdommen enda. Det er
viktig a ta omsyn til dette slik at ein brukar rett genetisk modell for analysen.

1.1.3. Imprinting

Imprinting er eit anna fenomen som kompliserer monogen arv, og dette er framleis ikkje fullstendig
forstatt.® Imprinting er eit fenomen der uttrykket av eit allel er bestemt av kven av foreldra allelet er
arva fra.2 Maternell imprinting vil seia at allelet arva frd mor er inaktivert og allelet arva fra far blir
uttrykt, medan paternell imprinting er det motsette.? Dette vil igjen seie at ved maternell imprinting
vil ein person berre bli sjuk om den har arva sjukdomsallelet fra far, og motsett.? Dette gjer at om ein
person er heterozygot for eit slikt allel er det vesentleg kven dei ulike allela er arva fra. Det er difor
viktig a ta omsyn til dette i analysane viss det er kan tenkast at imprinting spelar ei rolle for
sjukdommen.?

1.1.4. Genetisk heterogenitet

Viss ulike variantar forarsakar den same fenotypen blir det kalla genetisk heterogenitet.? Det blir skilt
mellom to typar genetisk heterogenitet; allelisk heterogenitet og locus-heterogenitet.® Locus-
heterogenitet er at sjukdommen kan vera forarsaka av sjukdomsframkallande variantar i ulike gen.?
Allelisk heterogenitet er at det er fleire sjukdomsframkallande variantar i eit gen.? Allelisk
heterogenitet gjer at kunnskap om variasjon bade i sjuke og friske er viktig for a tolka om ein gitt
variant er arsak til sjukdom eller ikkje. Det er ogsa viktig at forskingsresultat blir reproduserte, sidan
ein variant som er identifisert som sjukdomsframkallande i eit individ ikkje ngdvendigvis forarsakar
sjukdommen i alle individ med same sjukdom.

1.1.5. De novo-variantar

Alle individ har i teorien arva halve genomet sitt fra mor og det andre halve fra far, men i tillegg til
dette har kvart individ nokre nyoppstatte variantar som verken mor eller far har, og desse blir kalla
de novo-variantar.® Dei fleste de novo-variantane er enkeltnukleotidvariantar (SNVs),® og for desse er
raten i kimceller 1,0-1,8x10°® per nukleotid per generasjon.® Dette vil seie at kvart individ i
gjennomsnitt har mellom 44 og 82 de novo SNVs i genomet sitt. Blant desse SNVs vil om lag 1-2
variantar pdverka den proteinkodande sekvensen.® Det er vist at om lag 80% av SNVs oppstatt i
kimcellene kjem fra far og at hggare alder hos far aukar talet pa de novo-variantar hos barnet.®?
Dette skyldast at produksjonen av saedceller og eggceller er ulik og det skjer mange fleire
celledelingar under produksjon av saedceller.® D3 det er under DNA-replikasjon at dei fleste de novo-
variantane oppstar vil auka tal pa celledelingar ogsa auka talet pa de novo-variantar.®

De novo-variantar har vist seg a spela ei viktig rolle for menneskelege sjukdommar, spesielt alvorlege
genetiske sjukdommar som oppstar sporadisk i ung alder.® De novo-variantar er ein viktig grunn til at
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sjukdommar som gjer at dei affiserte ikkje kan fa barn, ikkje forsvinn ut av populasjonen.®® Det at de
novo-variantar oppstar fra ein generasjon til neste gjer at dei i mykje mindre grad er gjenstand for
seleksjon, noko som igjen gjer at desse variantane er av saerdeles stor interesse som kandidatar til a
forarsaka sjukdom.®

1.1.6. Ulike mekanismar for sjukdomsframkalling

Nar ein har funne ein kandidatvariant som kan vera sjukdomsframkallande, er det viktig a ta stilling
til kva mekanisme varianten forarsakar sjukdom med. Det blir hovudsakleg skilt mellom to typar
mekanismar; loss-of-function (LoF) og gain-of-function (GoF).? LoF-variantar kan gjera at proteinet
mistar funksjonen sin.2 Det er mange variantar som kan gjere at eit protein kan mista funksjonen sin
og det er difor mange ulike variantar som kan fgra til den same fenotypen ved denne mekanismen.?
Ved recessive sjukdommar er det ngdvendig med sjukdomsframkallande variantar i begge allela.
Dette kan forarsakast enten ved same variant i begge allela, eller ved ulike variantar i dei to allela,
kalla kombinert heterozygositet (compound heterozygosity).> Dominante negative variantar har ein
mekanisme som fgrer til LoF sjglv om det berre er ein variant i eit allel, og dette skjer ved at allelet
med sjukdomsvarianten bade mister funksjonen sin og inhiberer normal proteinaktivitet.? Variantar
med ein LoF-mekanisme er dei enklaste a gjera funksjonelle studiar pa, da det er tilstrekkeleg a fjerne
genet med den sjukdomsframkallande varianten.

Variantar med ein GoF-mekanisme vil derimot gjere at proteinet blir meir aktivt eller far ein heilt ny
funksjon.? Dette gjer at ein spesifikk variant kan gi ein heilt unik fenotype,? som ingen andre variantar
gir. Dette gjer at ein ved funksjonelle studiar er avhengig av a tilfgra ngyaktig den varianten som er
sjukdomskandidaten for a undersgka mekanismen. GoF-variantar er i tillegg ofte dominante slik at
det er nok med varianten i eit allel for & f& sjukdomsfenotypen.? Dette gjer at funksjonelle studiar av
GoF-mekanismar ma vera meir malretta enn funksjonelle studiar av LoF-variantar.

1.1.7.  Som é finna ndla i haystakken

Nar ein leiter etter den genetiske arsaka til ein sjukdom leiter ein gjerne etter ein
sjukdomsframkallande variant i eit gen. Dette kan vera ei veldig vanskeleg oppgave og det er grunna
to problem.? Det fgrste problemet er at det humane genomet er stort og inneheld ein utruleg stor
mengde variasjon.? Mellom eit individ og referansegenomet, eit standardiserte humant genom (hg)
basert pa fleire individ, er det faktisk forskjellar ved s& mykje som 3 millionar stadar pa genomet.?
Det andre problemet er at ingen sekvenseringsmetodar er 100% riktige eller klarar a sekvensera
100% av genomet.? Desse problema kan til ein viss grad Igysast ved & gjenta sekvenseringa og ved &
filtrera sekvensdataa pa spesifikke matar for a luke ut tekniske feil og for a finna sjeldne og
gydeleggande variantar.? Desse metodane vil bli beskrive i neste del.
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1.2. Genetiske analysar

Etter at Hershey og Chase viste at DNA-molekylet var arvestoffet i cellene i 1952° og Watson og Crick
beskreiv strukturen til DNA i 1953,! blei det rask stor interesse for & finna teknikkar for bestemma
baserekkefglga til ulike DNA-molekyl.!2 A bestemma baserekkefglga var som a lesa eit sprak ingen
kunne, og det tok over 20 &r for den fgrste gode teknikken for & bestemma baserekkefglga til DNA,*?
den sakalla Sanger-sekvenseringa,'®> kom. Denne sekvenseringsteknikken var den rddande i mange
ar.1* Dei siste 15 &ra har det vore stor utvikling av nye teknologiar for DNA-sekvensering?? og dette
har gitt forskarar mange nye moglegheiter og bruksomrade for sekvensering.

1.2.1. Sanger-sekvensering

P& slutten av 1970-talet utvikla Sanger og kollegaer®® ein metode for sekvensering av DNA kalla
Sanger-sekvensering.® Metoden er ogsa kjend som dideoksy-sekvensering og kjedeterminerings-
sekvensering,® som er meir informative namn enn oppkallinga etter Sanger. Det er nemleg slik at
Sanger-sekvensering baserer seg pa terminering av den voksande DNA-kjeda ved hjelp av
dideoksynukleotid (ddNTP)-trifosfat,® som er eit nukleotid der 3’-posisjonen ikkje er reaktiv.?

| den originale prosedyren til Sanger var det ngdvendig med fire separate reaksjonar, der kvar av dei
inneheldt ein blanding av alle deoksynukleotida (dNTP) og eit av ddNTPa med eit radioaktivt
merke.'> 13 | kvar av desse reaksjonane blei nukleotid inkorporerte i den voksande DNA-kjeda heilt til
eit ddNTP blei inkorporert og terminerte DNA-kjeda.'? Dette gjorde at det blei danna DNA-fragment
med ulike lengder, og nar desse blei analysert pa ein gel var det mogleg a identifisera baserekkefglga
ut fra lengda p& fragmenta.'? Det var ngdvendig med fire separate reaksjonar fordi alle nukleotida
gav same signal, nemleg ein mgrk strek pa gelen.?

| dag er framleis hovudprinsippa fra Sanger sin metode i bruk, men prosedyren er blitt automatisert
(figur 1.1).2% No blir ddNTPa merka med fluorescerande fargestoff, noko som gjer det mogleg & merka
dei med ulike fargar og dermed kgyra alle fire reaksjonane i same tube.!? Deretter blir fragmenta
separert ved hjelp av elektroforese og baserekkefglga blir identifisert ved hjelp av ein laser som
detekterer fluorescens-signala (figur 1.1).12 Ein av dei store ulempene med Sanger-sekvensering er
den avgrensa kapasiteten.® Dei beste elektroforesemaskinane som blir brukt kan berre kgyra 96
reaksjonar parallelt, og i kvar reaksjon kan det vera DNA-fragment pd 500-1000 basepar (bp).'> Dette
gjer at denne metoden i dag er mest brukt for malretta sekvensering av enkelt-variantar eller enkelt-
gen, der det er tilstrekkeleg med sekvensering av sma DNA-fragment.®
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Figur 1.1: Stega i automatisert Sanger-sekvensering. 1) Reaksjonsmiksen, som inneheld
dideoksynukleotid (ddNTP) merka med fluorescerande fargestoff, 2) DNA-fragmentet blir syntetisert
til det blir terminert av eit ddNTP, 3) DNA-fragmenta blir separert i ein kapillaergel og ein laser
detekterer fluorescens-signala, og 4) produktet av Sanger-sekvenseringa er ein chromatograf som
viser baserekkefglga i DNA-fragmentet. (Reprodusert fra Estevezj
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sanger-sequencing.svg), «Sanger-sequencing»,
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/legalcode)

1.2.2. Neste generasjons sekvensering

Sanger-sekvensering var lenge den dominerande teknologien for DNA-sekvensering, og det var
denne teknologien som blei brukt for & sekvensera det humane genomet for fgrste gong.'* Den
forste sekvenseringa av det humane genomet, kalla «tHuman Genome Project», tok heile 13 ar'* og er
estimert til & ha kosta 70 millionar dollar.'®> D& det humane genomet var ferdig sekvensert i 2001 var
det difor klart at det var ngdvendig med meir effektive og billigare teknologiar om ein skulle kunna
bruka heilgenomsekvensering (WGS) rutinemessig.'* 1° Dette fgrte til utviklinga av nye
sekvenseringsteknikkar.'® Det blei sett som eit mal at kostnaden for & sekvensera eit heilt genom
skulle nd US$1000 innan 2016,% noko som i 2001 virka helt utenkjeleg. Dette mélet blei nddd (figur
1.2),%? og dei nye teknikkane har fgrt til at DNA-sekvensering har blitt brukt i stgrre skala i klinikken

og no er eit dominerande verktgy bade innan forsking og diagnostikk.® '’
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Figur 1.2: Kostnadsutviklinga for a sekvensera eitt humant genom, fra 2001 til 2017. (Reprodusert fra
Originally Ben Moore, rewritten by grendel|khan. [Public domain],
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Historic cost of sequencing a_human genome.svg)

Dei nye teknikkane er kjent undre fleire namn som blir brukte om kvarandre, men som alle er
samleomgrep for dei same sekvensringsteknikkane. Namnet neste generasjons sekvensering (NGS)
blir brukt, da introduksjonen av dei nye teknikkane var sa revolusjonerande at det opna for at WGS
blei tilgjengeleg for mange fleire forskarar.!? Namnet «high throughput»-sekvensering (HTS, storskala
sekvenseringsteknikkar) blir brukt grunna den store kapasiteten samanlikna med Sanger-
sekvensering og at denne type sekvensering produserer store mengder data p& kort tid.'® Det tredje
namnet som blir brukt er «massively parallel»-sekvensering og dette namnet beskriv at store
mengder DNA blir sekvensert parallelt i ein reaksjon.®

Det er utvikla fleire ulike NGS-teknologiar dei siste ara.'® Felles for mange av teknologiane er at dei
fragmenterer DNA-et, festar adapterer til endane og amplifiserer desse fragmenta.? Deretter blir
fragmenta sekvenserte parallelt og mappa (kartlagt) til eit referansegenom.? Denne parallelliseringa
er ein av dei store fordelane med NGS,? og noko av det som gjer at NGS har ein mykje stgrre
kapasitet enn tradisjonell Sanger-sekvensering.!® Det er likevel ogsa nokre ulemper med NGS; NGS gir
ein hpgare feil-rate og generelt kortare leselengde (read lengths) enn Sanger-sekvensering,® og
dette, saman med den store mengda data som blir produsert,® gjer at det trengs hgg kompetanse
for @ analysera resultata.

Ein av NGS-teknologiane er sekvensering ved hjelp av syntese (sequencing by synthesis, SBS), og
denne teknologien liknar péa tradisjonell Sanger-sekvensering.® lllumina har utvikla ein SBS-teknologi
kalla syklisk reversibel terminering.'® Denne reaksjonen gar i syklusar, men fgr syklusane startar blir
det fragmenterte DNA-biblioteket amplifisert pa ei flytcelle (flow cell) slik at det blir danna kluster
med replikert DNA rundt kvart av dei originale fragmenta (figur 1.3).12 Deretter startar syklusane og
for kvar syklus blir ein blanding av alle dNTPa tilfgrt, og eit dNTP blir inkorporert til DNA-trdden.'? Alle
dNTPa har ein blokkert 3’-posisjon og er merka med ulike fluorescerande fargestoff.'2 Ubrukte dNTP
blir vaska bort, og overflata blir avbilda for @ bestemma kva dNTP som er blitt inkorporert ved kvart
kluster (figur 1.3).12 Deretter blir blokkeringa og dei fluorescerande fargestoffa fjerna, og prosessen
blir gjentatt.!?
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Figur 1.3: Prinsippa for syklisk reversibel terminering. DNA-fragmenta blir fgrst hybridisert og
amplifisert i kluster, for sa a bli sekvensert. Sjglve sekvenseringa gar fgre seg ved at korrekt
deoksynukleotid blir inkorporert til DNA-traden. Deretter blir ubrukte deoksynukleotid vaska bort, og
overflata blir avbilda for a bestemma kva deoksynukleotid som er blitt inkorporert ved kvart kluster.
(Reprodusert med tillating fra Voelkerding, K. V., Dames, S. A. & Durtschi, J. D. (2009). Next-
generation sequencing: from basic research to diagnostics. Clin Chem, 55 (4): 641-58. doi:
10.1373/clinchem.2008.112789.18)

To omgrep som er viktige nar det er tale om NGS er sekvenseringsdjupne (sequencing depth) og
sekvenseringsdekning (sequencing coverage),'® og desse ma ikkje forvekslast. Sekvenseringsdjupne
beskriv kor mange gangar eit gitt nukleotid er sekvensert under eksperimentet, mens
sekvenseringsdekning beskriv kor stor del av den gnska sekvensen som er sekvensert.*?

NGS har mange bruksomrade innan medisinsk forsking og diagnostisering.?> & 20 WGS er eit av dei
stgrste bruksomrada for NGS,* og grunna den store reduksjonen i pris for sekvensering vil WGS bli
enda meir brukt i framtida.’® For tida er framleis heileksomsekvensering (WES) eller malretta
sekvensering ofte meir kostnadseffektiv og ein kan da sekvensera fleire individ med stgrre
sekvenseringsdjupne. ® WES blir mykje brukt i forsking pa genetiske sjukdommar, d&
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sjukdomsframkallande variantar ofte ligger i kodande omrade av DNA,? og vil bli beskrive i meir detalj
i neste kapittel. Andre bruksomréade for NGS er til dpmes deteksjon av mosaikkmutasjonar,?
karakterisering av patogene mikroorganismar,?’ sekvensering av cellefritt DNA'® og karakterisering av
genetiske og epigenetiske trekk ved sjukdommar.t> 16

1.2.3. Heileksomsekvensering

Eksomet er den delen av genomet som kodar for protein, og av dei om lag 3 milliardar basepara det
humane genomet bestar av er eksomet berre 1-2% av dette.?! Det er no estimert at eksomet bestar
av 23 000 protein-kodande gen,'? og det er estimert at om lag 85% av dei sjukdomsframkallande
variantane i genomet ligg i eksomet.?! Ved & undersgke variantar som ligg i eksomet kan ein i tillegg
forsta direkte korleis dei endrar aminosyrerekkefglga til proteinet.? Dette, saman med det faktum at
WES framleis er billigare enn WGS, gjer at WES i mange tilfelle kan vere ein tilfredsstillande metode
for undersgking av genetisk arsak for sjukdommar. WES gir ein god dekking av genomet og hgve til
relativt handterleg tolking av resultata med tanke pa pris.?* WES har likevel nokre ulemper
samanlikna med WGS; WES krev ein stgrre sekvenseringsdjupne for a oppna den same
sekvenseringsdekninga som WGS, og WES har fleire falske-positive enn WGS.2> 23 WES har vist seg &
vera effektivt for & identifisera sjukdomsgen for sjeldne monogene sjukdommar,? 2> mens forsking
pa multifaktorielle sjukdommar ikkje har hatt like stor nytte av denne nye metoden.??

Ved WES er det ngdvendig a lage eit bibliotek av DNA-fragment som berre kjem fra eksomet fgr
sekvensering (figur 1.4).%! Dette kan gjerast pa ulike matar, men felles for dei fleste er at DNA-et fgrst
blir fragmentert.?! Deretter blir adapterer festa til endane pa DNA-fragmenta, og til slutt blir eksona
malretta opprika for & danna biblioteket (figur 1.4).2! Dei opprika fragmenta blir s hybridiserte til
magnetiske kuler og amplifisert fgr dei blir sekvensert ved hjelp av NGS-teknologi.?! Etter at eksomet
er sekvensert blir det gjort variantbestemming («variant calling») for a identifisera alle variantar som
skil seg fra det humane referansegenomet (figur 1.4).2! Til slutt blir dei identifiserte variantane
annotert, noko som vil seie at det blir innhenta informasjon om variantane for seinare analysar og
tolking.%!

WES produserer store mengder data (figur 1.4).2 Det er ein stor mengde bakgrunnstgy i dessa
dataa,?! bdde med tanke pa den store variasjonen mellom individ,> men ogsa med tanke p& det
faktum at eit humant genom i gjennomsnitt inneheld 100 LoF-variantar, som saman inaktiverer om
lag 20 gen.?® Dette gjer det ngdvendig med effektiv filtrering for & finna den eine varianten som er
sjukdomsframkallande blant alle variantane i eksomet.?! Filtreringa er blant anna basert pa predikert
paverking pa proteinet, frekvens hos den friske befolkninga og tidlegare identifiserte kandidatgen.!
Desse og fleire andre filtreringsstrategiar vil bli beskrive i meir detalj under.

Den fgrste filtreringa som ofte blir gjort er kvalitetskontroll.?! Det er svaert viktig at variantane som
skal analyserast har tilstrekkeleg sekvenseringsdjupne for a oppna ein tilfredsstillande sensitivitet og
spesifisitet.2! Under kvalitetskontrollen vil ein ogsa ekskludera falske positive, og dette kan blant
anna gjerast ved a sja pa darleg sekvenssamanstilling (alignment) rundt pseudogen og ulikskap
mellom dei komplementaere DNA-trddane.?! Ein annan viktig filtreringsstrategi tidleg i prosessen er &
fierna synonyme variantar, altsa variantar som ikkje endrar aminosyrene i proteinet, da det er lite
sannsynleg at slike variantar er sjukdomsframkallande.? Ein tredje strategi er & fjerna vanlege
variantar, da det er lite sannsynleg at vanlege variantar forarsakar sjeldne sjukdommar.?! Dette blir
gjort ved a bruke databasar over genetisk variasjon fra antekne friske menneske med allelfrekvensar
fra den aktuelle populasjonen.?! Deretter blir sjeldne variantar definert som variantar med minor
allele frequency (MAF) under ein viss grenseverd, ofte <0,01.%
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I tillegg til filtreringsstrategiane som er beskrive over er det ngdvendig med nokre fleire strategiar for
a redusera mengda aktuelle variantar tilstrekkeleg, til eit tal som er mogleg & undersgka vidare.?! Eit
nyttig verktoy er & predikera kva effekt ein variant vil har pa proteinet.?! Ved slike prediksjonar har
leserammeendring-, nonsense- og spleisestadvariantar oftast stgrst paverknad pa proteinet, da desse
kan gjere at store delar av proteinet blir translatert feil eller ikkje translatert.? Filtrering basert pa
segregasjon i familiar kan ogsa redusera talet pa variantar, men dette krev sekvensering av fleire
familiemedlemmer og utfyllande sjukdomshistorie for desse,?! og dette er ikkje alltid tilgjengeleg.
Om sjukdommen allereie er beskrive og det finst kandidatgen for sjukdommen, vil det vera nyttig og
av stor interesse & undersgke variantar i desse gena ngye.?! Undersgkingar av tidlegare beskrive
kandidatgen kan, om ein er heldig, fgra til rask identifisering av sjukdomsframkallande variantar.
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Figur 1.4: Prinsippa for heileksomsekvensering, der A viser stega fram til sekvensering og B viser
stega etter sekvensering. A) Blodprgve blir tatt (1) og DNA-et blir ekstrahert og fragmentert (2).
Deretter blir eksomet isolert og henta ut (3-4) for til slutt a bli sekvensert (5).

B) Sekvensane blir mappa til eit referansegenom (1), variasjonen blir identifisert (2) og variantane blir
til slutt analysert for a finna kandidatgen (3). (Reprodusert med tillating fra Paria, N., Copley, L. A,
Herring, J. A., Kim, H. K., Richards, B. S., Sucato, D. J., Wise, C. A. & Rios, J. J. (2013). Whole-exome
sequencing: discovering genetic causes of orthopaedic disorders. J Bone Joint Surg Am, 95 (23):
€1851-8. doi: 10.2106/jbjs.L.01620.%")

1.2.4.  Samanlikning av WES med andre genetiske analysar

WES er ein relativt ny metode for & finna genetisk arsak for sjukdommar.?? Det finst mange andre
metodar som har vore mykje brukt tidlegare, og mange av desse er framleis i bruk i dag. For a forsta
tidlegare forsking og forsking fra andre forskingsgrupper er det difor viktig a ha ei forstaing for nokre
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av dei andre genetiske analysane som er i bruk. Alle metodane har sine fordelar og ulemper, og det
gjeld ogsa WES. Det vil no bli presentert eit utval analysemetodar som er av spesiell interesse for
forsking pa moyamoyasjukdom, som er sjukdommen som blir undersgkt i denne oppgava.

Koplingsanalyse (linkage analysis) er basert pa genetisk kopling, som vil seie at gen som ligg naer
kvarandre pa same kromosom ikkje fglger Mendels lov om uavhengig fordeling.? Genetisk kopling blir
brukt ved at plasseringa til eit sjukdomsgen blir bestemt basert pa kopling til ein genetisk markgr
med ein kjent plassering.? Koplingsanalyse er ein god metode for & identifisera plassering til sjeldne
variantar med stor effekt pa sjukdommen, men omrade som blir identifisert er ofte store og det er
ein fordel med familiar med fleire affiserte individ for & identifisera omrada.?® Koplingsanalyse gir ein
god statistisk stgtte til at omradet som er identifisert er involvert i sjukdommen, noko WES aleine
ikkje kan gjere,® men det er vanskeleg & identifisera sekvensvarianten, dd omréada ofte er store.?® |
nyare tid er det imidlertid gjort familiebaserte analysar der WES-data er brukt i koplingsanalysar, og
desse har vist seg & ha fordelar fra begge analysemetodane.®

Fgr det var kostnadsmessig mogleg a sekvensera heile genom/eksom til mange individ blei det ofte
gjort malretta sekvensering av kandidatgen.?® Dette blei gjort som forsgk pa & identifisera
sjukdomsframkallande variantar i gen kanskje involvert i sjukdommen. Malretta sekvensering har
fleire ulemper. Det er ngdvendig med tidlegare analysar som identifiserer eit omrade der
sjukdomsgenet kan vere eller andre metodar for & identifisera moglege kandidatgen.? Ofte blei
koplingsanalysar brukt til & identifisera slike omréde.?® Desse omrada var ofte store, slik at det ikkje
var mogleg a sekvensera heile omrade, og det gjorde det ngdvendig med ein utveljingsprosess av
kandidatgen.?® Dette gjer det sannsynleg at det faktiske sjukdomsgenet blir ekskludert, noko ein
unngar om WES blir bruk. Nar ein har identifisert sjukdomsgenet kan malretta sekvensering vera ein
god metode a bruka for diagnostisering i klinikken og til a replikera tidlegare resultat, da det framleis
er billigare enn WES.*®

Genomvide assosiasjonsstudiar (GWAS) har blitt sveert populzere dei siste ara.® GWAS blir brukt til 8
undersgka om det er genetiske risikofaktorar i multifaktorielle sjukdommar.® | GWAS blir mange
enkeltnukleotidpolymorfismer (SNPs) undersgkt og naervaeret av SNPs blir samanlikna mellom to
grupper, ei gruppe med pasientar med sjukdommen av interesse og ei gruppe med friske kontrollar.!
Om det er ein signifikant forskjell i frekvensen av ein SNP mellom gruppene blir denne definert som
signifikant assosiert med sjukdommen.? Ved GWAS er det dermed ikkje ngdvendig & anta kva gen
som kan vera involvert pa forehand,*? noko GWAS har til felles med WES. Der er likevel framleis
ngdvendig med finmapping av omrada identifisert av GWAS i etterkant for a identifisera
sjukdomsvarianten.'> GWAS gir likevel ofte mindre omrader og finare mapping enn koplingsanalysar.
Det har vist seg at GWAS er betre til a identifisera vanlege variantar med liten effekt enn sjeldne
variantar med stor effekt,® noko som gjer GWAS meir passande til & undersgka multifaktorielle
sjukdommar enn enkle monogene sjukdommar. Difor krev GWAS eit st@rre tal pa pasientar og
kontrollar enn WES for & fa eit statistisk signifikant resultat.?

2

6

1.2.5. Statistiske analysar innanfor genetikk

Statistikk er ein stor del av genetikken. Ei oppfatning som nokre genetikarar deler er at WES/WGS er
hypotesefrie strategiar for & finna &rsaka til ein sjukdom,” men dette kan diskuterast. N&r ein leiter
etter arsak ved hjelp av WES/WGS leiter ein etter genetisk arsak, altsa har ein ein hypotese om at
arsaka til sjukdommen er genetisk. Nar WES blir brukt er det i tillegg ngdvendig & anta at
sjukdomsvarianten ligg i eksomet, noko som ikkje alltid er tilfelle.?! Det har lenge vore vanskeleg &
sekvensera lange strekker av DNA, ' noko som har gjort det vanskeleg & detektera store
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innsettingar/delesjonar (indels) og genomiske omorganiseringar ved bruk av WES/WGS.?® Dette gjer
at ein i prinsippet ogsa ma anta at sjukdommen er forarsaka av ein variant som er sekvensbasert,
altsa ein substitusjon eller ein liten indel.

Nar ein arbeider med den store datamengda som genetikarar gjer i dag er det viktig & ha statistiske
metodar for 3 gi statistisk styrke til resultata sine. To viktige omgrep som vil bli beskrive er log of the
odds score (LOD score)? og odds ratio (OR).3° LOD score blir brukt til & bestemme om ein har
tilstrekkeleg data til 8 konkludera med at ein genetisk markgr er genetisk kopla til eit sjukdomsgen.?
LOD score blir rekna ut fra forholdet mellom sannsynet for resultata gitt at dei to loci er kopla og
sannsynet for resultata gitt at dei ikkje er kopla.? ® Ved rimelege antakingar, er det vist at LOD score
> 3,3 korresponderer til p-verdi i storleiksorden 5*107°, og gir eit genomvidt signifikansniva i
storleiksorden 5%.% 3! Litt enklare forklart vil ein LOD score pa 3 seie at det er 1000 gongar meir
sannsynleg at loci er kopla enn at dei ikkje er det.? 3! Sidan LOD score er ein logaritme kan ein
summera LOD score fra ulike uavhengige slektstre med same sjukdom til ein har nok data til a
konkludera at loci er kopla.?

OR er forholdet mellom oddsen for a ei hending gitt ein risikofaktor og den same hendinga utan
risikofaktoren.3? | genetikken er hendinga ein sjukdom og risikofaktoren ein variant i genomet. OR blir
ofte brukt i case-control-studiar, der ein undersgker individ med ein bestemt sjukdom og friske
kontrollar, og gir informasjon om effekten av risikofaktoren.3° Ein OR p4 1 vil seie at det ikkje er noko
forskjell mellom gruppene,® altsd at varianten under undersgking ikkje har noko & seie for
sjukdommen. Ein OR > 1 vil seie at varianten aukar risikoen for a fa sjukdommen, medan med ein

OR < 1 vil varianten minske risikoen for sjukdommen.3° Det er viktig & sj& OR i samanheng med
absolutt risiko, som er sannsynet for & f& sjukdommen i populasjonen, uavhengig av risikofaktorar.3°
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1.3.  Moyamoyasjukdom

Moyamoyasjukdom (MMD, fra engelsk moyamoya disease) er ein cerebrovaskulzer sjukdom som
ogsa vert kalla «spontaneous occlusion of the circle of Willis».32 MMD blei fgrst beskrive i Japan av
Takeuchi og Shimziu i 19573 og seinare namngitt av Suzuki og Takaku i 1969.3* MMD er karakterisert
av stenose (forsnevring) eller okklusjon (tilstopping) av terminal del av den indre halsarterien (ICA)
og/eller proksimale del av fremre hjernepulsare (ACA) og midtre hjernepulsére (MCA) (figur 1.5A).3%
35 Over denne stenosen/okklusjonen vil det danne seg nye kollaterale arterienettverk som kan minna
om «ei sky av rgyk» pa angiografi (figur 1.5B), difor namnet «moyamoya» som er eit uttrykk for noko
disig, som ei sky av rgyk drivande i lufta, pa japansk.3*

Figur 1.5: Angiografi av hjernen til ein person med moyamoyasjukdom. A) Den raude pila viser kor
stenosen er. B) Den raude pila indikerer omradet kor det er blitt danna nye kollaterale
arterienettverk (moyamoya-blodarer), som liknar ei sky av rgyk.

1.3.1. Epidemiologi

MMD er ein sjeldan sjukdom. Den er sveert sjeldan i vestlege land, men er noko mindre sjeldan i
Aust-Asia, spesielt i Japan og Korea.3® Dette gjer epidemiologiske studiar krevjande, og gjev ulike tal
pa insidensen og prevalensen, sjglv i same land til omtrent same tid (tabell 1..1). Pasientane i
studiane er rekrutterte pa ulike matar og det gjer det vanskeleg & samanlikna studiane direkte.3?

| Japan er insidensen og prevalensen rapportert til 3 vera hgvesvis 0,54 nye tilfelle per 100 000
innbyggjar per ar og 6,03 tilfelle per 100 000 innbyggjar i ein studie®” og 0,94 per 100 000 innbyggjar
per &r og 10,5 per 100 000 innbyggjar i ein anna studie (tabell 1.1).3 | Korea viser studiar at bade
insidensen og prevalensen er noko hggare enn i Japan, hgvesvis 1,7-2,3 per 100 000 innbyggjar per ar
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og 16,1 per 100 000 innbyggjar (tabell 1.1).3° Det er ogsa vist at insidensen og prevalensen har auka i
Aust-Asia dei siste ara, men det kan skyldast betre diagnostisering og overleving.?”-3° Kina har ein
l&gare prevalens enn dei andre aust-asiatiske landa; 3,92 per 100 000 innbyggjar (tabell 1.1).%°

Sidan MMD er sa sjeldan i vestleg land finst det fa epidemiologiske studiar med kaukasiske pasientar.
Ein studie fra USA anslo insidensen i den amerikanske befolkninga til & vera 0,086 per 100 000
innbyggjar per ar (tabell 1.1).% | denne studien blei det ogsa vist at insidensen var hggare blant
personar med asiatisk etnisitet.*? | ein studie fr& Danmark var insidensen i den danske befolkninga
0,047 per 100 000 innbyggjar per &r (Tabell 1.1), men i denne studien var det ikkje oppgitt etnisitet.*?
Dette gjer det vanskeleg a seia noko om den faktiske insidensen blant den kaukasiske delen av den
danske befolkninga.

Tabell 1.1: Insidens og prevalens av MMD i ulike land

Insidens (per Prevalens
100 000 (per 100 000
Forfattarar Ar Land innbyggjar per ar) innbyggjar)
Birkeland and Lauritsen #*  1994-2015 Danmark 0,047
Ahn et al. ¥ 2007-2011 Korea 1,7-2,3 16,1
Miao et al. ° 2000-2007 Kina, Nanjing 0,43 3,92
Kuriyama et al. ¥’ 1988-2003 Japan 0,54 6,03
Babaetal. 3 2002-2006 Japan 0,94 10,5
Uchino et al. #* 1987-1998 USA 0,086

MMD er omtrent dobbelt sd vanleg hos kvinner enn hos menn i alle undersgkte populasjonar,3’-3%4%

2 bortsett fra i Kina, der om lag like mange kvinner som menn har MMD (Tabell 1.2).%° MMD finst
som bade familizere tilfelle, der fleire i familien har sjukdommen, og sporadiske tilfelle, der berre ein i
familien har sjukdommen. Om lag 12-15% av tilfella i Japan er familizere,?” 3 medan berre 1,48% av
tilfella er familizere i Kina (Tabell 1.2).%°

MMD har ein distinkt aldersdistribusjon med to alderstoppar for symptomstart; ein topp i
barndommen og ein topp i vaksen alder (figur 1.6).32 Alder for toppane varierer litt mellom ulike
studiar. Alderstoppen i barndommen er for det meste vist 8 vera om lag mellom fem og ni ar (Tabell
1.2).3%42 Alderstoppen i vaksen alder varierer meir, og det er blant anna vist at den er 30-39 &r*% %2 og
45-54 3r (Tabell 1.2).3% 3 Ein studie fra Japan skil seg fra dei andre ved at den gjev opp ulike
alderstoppar for kvinner og menn.3” Utifrd denne studien har menn sin fgrste alderstopp mellom 10
og 14 ar, mens kvinner sin fgrste alderstopp er mellom 20 og 24 &r.3” Den andre alderstoppen er 35-
39 &r for menn og 50-54 &r for kvinner, og i tillegg har menn ein tredje alderstopp ved 55-59 &r.%’

Tabell 1.2: Epidemiologiske data for MMD

Familizere  Kjgnns-ratio Alderstoppar

Forfattarar Land tilfelle (K:M) Barn Vaksne
Birkeland and Lauritsen **  Danmark 7,10% 2,1:1 0-10 ar 30-39 ar
Ahn et al. 3 Korea 1,8:1 5-14 ar 45-54 3r
Miao et al. *° Kina, Nanjing 1,48% 0,9:1 5-9 ar 35-39 3r
Kuriyama et al. ¥’ Japan 12,1% 1,8:1 10-24 &r*  35-59 ar*
Babaetal. 3 Japan 15,4% 2,2:1 5-9 ar 45-49 §r
Uchino et al. #* USA 2,2:1 5-9 ar 55-59 &r

* Studien skil mellom kvinner og menn nar det gjeld alderstoppane, her er begge kjgnna samla i ein
kategori.
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Figur 1.6: Aldersdistribusjon av insidensen av moyamoyasjukdom i Korea. Denne viser tydeleg ein
spiss og h@g topp pad 5-14 ar og ein lagare og breiare topp pa 45-54 ar. Den viser ogsa at det er fleire
kvinner enn menn som far moyamoyasjukdom, spesielt i den eldste gruppa. (Reprodusert med
tillating fra Ahn, I. M., Park, D. H., Hann, H. J., Kim, K. H., Kim, H. J. & Ahn, H. S. (2014). Incidence,
prevalence, and survival of moyamoya disease in Korea: a nationwide, population-based study.
Stroke, 45 (4): 1090-5. doi: 10.1161/strokeaha.113.004273.%°)

1.3.2. Arsak og patogenese

Arsaka til MMD er framleis ukjent, og patogenesen er uklar.3®* Nokre patologiske endringar og
prosessar er likevel karakteristiske for MMD, og gjer at MMD skil seg fra andre steno-okklusive
sjukdommar. Blant anna er det ikkje observert arteriosklerotiske eller inflammatoriske endringar i
blodarene.* Den ytre diameteren av blodarene som er affisert av stenosen/okklusjonen er
redusert.” Intima, det indre laget av blodara, er tjukkare,*® og dette skyldast akkumulering av
nekrotiske cellekomponentar i bindevevet,*” formeiring av vaskulaere glatte muskelceller®” og
uregelmessig bplging av den elastiske membranen i blodara.*® Den siste endringa er at media, det
midtarste laget av blodara, er tynnare og svakare*® grunna degenerering av glatte muskelceller.*”

Moyamoya-blodarene, dei nye kollaterale arterienettverka, har ogsa spesifikke patologiske
kjenneteikn. Desse inkluderer fibrin i blodareveggen, svekka media og fragmentert elastisk
membran.*® | tillegg kan det dannast mikroaneurismer,*® som er utposingar i blodareveggen.* Desse
mikroaneurismane kan seinare sprekka og dermed forarsaka hjerneblgdning.*

Det er observert at nivaet av visse vekstfaktorar, transkripsjonsfaktorar, og enzym er auka hos
pasientar med MMD, til dgmes TGFB1 (transforming growth factor beta 1) og FGF2 (fibroblast
growth factor 2).** %’ Genetiske faktorar er antatt & spela ei rolle i utviklinga av MMD.*#

1.3.3.  Symptom og klinisk presentasjon

MMD kjem oftast til utrykk som hjerneslag, og det kan skiljast mellom to ulike typar hjerneslag;
hjerneinfarkt (iskemisk hjerneslag) og hjerneblgding (hemorragisk hjerneslag). Hjerneinfarktet
skyldast stenosen/okklusjonen, medan hjerneblgdinga skyldast sprokne moyamoya-blodéarer eller
sprokne aneurismer.** MMD kan ogsd oppdagast i forbindelse med utgreiing for hovudpine, men
dette er mindre vanleg.”’
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Det er forskjell pa startsymptomet for barnepasientar og vaksne pasientar.*® Blant barnepasientane
er det i all hovudsak hjerneinfarkt eller forbigdande iskemisk episode (transient ischemic attack, TIA)
som er fgrste symptom.* Hjerneinfarktet skjer som oftast pd same side, men kan ogs3 skifte mellom
hggre og venstre.*” Desse hendingane kan bli forarsaka av hyperventilering, til dgmes ved fysisk
aktivitet, feber og grining.*’ Dei kan gi relaterte symptom som; hovudpine, nedsett muskelkraft,
bevisstheitsforstyrring, sensorisk svekking og/eller utydeleg tale.3>#

Blant vaksne pasientar, derimot, er det om lag like vanleg a ha hjerneblgding og hjerneinfarkt/TIA
som fgrste symptom.*® Hjerneblgdingane er ofte plutselege, og hovudpine, nedsett muskelkraft,
bevisstheitsforstyrring og/eller utydeleg tale er ogsa relaterte symptom for vaksne pasientar.*’ Kva
symptom pasienten far er avhengig av kor i hjernen blgdinga skjer.*” B&de hjerneinfarkta og
hjerneblgdingane kan gi varige nevrologiske skader og mental endring.*’

| tillegg til startsymptoma er det fleire kroniske, og gjerne mindre vanleg, symptom som er beskrive i
samanheng med MMD. Eit av dei vanlegaste kroniske symptoma er migrene-liknande hovudpine, og
dette symptomet er til stades hos opp til 63% av pasientane.** Hos barn med MMD er det ogsa
rapportert epilepsi og redusert kognitiv funksjon.3

1.3.4. Diagnostisering

Dei generelle diagnosekriteria for MMD er 1) stenose eller okklusjon av terminal del av den indre
halsarterien eller proksimale del av fremre og/eller midtre hjernepulsare, 2) unormale vaskulaere
nettverk i naerleiken av stenosen/okklusjonen i arteriefasen og 3) 1 og 2 er funne bilateralt.*’ | tillegg
ma visse sjukdommar som kan gi moyamoya-syndrom utelukkast.** Moyamoya-syndrom er nér
moyamoya-blodarene i hjernen er ein sekundzer tilstand.*® Dgmes pé slike sjukdommar er;
autoimmun sjukdom, hjernehinnebetennelse, sigdcelleanemi, aterosklerose og Down’s syndrom.*’
Det er mogleg & bli diagnostisert med definitiv MMD eller sannsynleg MMD.*#

Ved definitiv MMD hos vaksne pasientar ma alle tre kriterium vera oppfylte.” Hos barnepasientar,
derimot, er det ikkje ngdvendig at kriterium 3 er oppfylt. Det er nok med kriterium 1 og 2 pa ei side
og stenose rundt terminal del av den indre halsarterien pa den andre sida for a setje diagnosen
definitiv MMD.*” Ved sannsynleg MMD er det berre kriterium 1 og 2 som ma oppfyllast,*’ altsd er det
nok med unilateral involvering for a fa denne diagnosen. Det er vist at unilateral involvering ofte
utviklar seg til bilateral involvering.*> 4’

MMD blir vanlegvis diagnostisert ved hjelp av konvensjonell cerebral angiografi.** Konvensjonell
angiografi er ein type biletediagnostikk der eit kontrastmiddel blir sprgyta direkte inn i blodarene pa
halsen fgr det deretter blir tatt bilete av omradet av interesse.*® Magnetresonans-angiografi (MRA)
blir alltid forsgkt fgrst, da dette ikkje er ein invasiv metode, og MRA kan ofte gi ein sikker diagnose.>*
Om MRA viser teikn til MMD gar ein vidare med utredning, og da blir ofte cerebral angiografi, som er
ein invasiv prosedyre brukt.*’” Cerebral angiografi er framleis gullstandard for diagnose,*’ og er kravd
om pasienten har unilateral MMD og nar diagnose ikkje kan stillast ved hjelp av MRA.3®

Sjukdomsprogresjonen blir klassifisert ved hjelp av Suzuki-stadia,?* som er seks stadium basert pa
angiografiske undersgkingar (

Tabell 1.3, figur 1.7).*’ Desse stadia blei fgrst beskrive av Suzuki og Takaku3* i 1969, og er framleis i
bruk.*” Denne klassifiseringa baserer seg pa tilstedvaeringa av stenose/okklusjon og utsjdnaden til
moyamoya-blodarene (figur 1.7).3* Dei typiske moyamoya-blodarene kan bli sett i stadia ll-V (
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Tabell 1.3).** MMD er ein progressiv sjukdom, og difor kan sjukdomsstadiet til pasientar endre seg
gjennom sjukdomsforlaupet.®

Tabell 1.3: Suzuki-stadia3**’
Stadium | Definisjon

| | innsnevring av den indre halsarterien

Il | initiering av moyamoya-blodarer (kollaterale arterienettverk)
Il | intensivering av moyamoya-blodarene

IV | minimalisering av moyamoya-blodarene
V | redusering av moyamoya-blodarene

VI | moyamoya-blodarene forsvinn

Figur 1.7: Progresjonen av sjukdommen basert pa Suzuki-stadia. a) Suzuki-stadium I; innsnevring av
den indre halsarterien, b) Suzuki-stadium Il; initiering av moyamoya-blodarer (kollaterale
arterienettverk), c) Suzuki-stadium lll; intensivering av moyamoya-blodarene, d) Suzuki-stadium IV;
minimalisering av moyamoya-blodarene, e) Suzuki-stadium V; redusering av moyamoya-blodarene, f)
Suzuki-stadium VI; moyamoya-blodarene forsvinn. (Reprodusert med tillating fra Shang, S., Zhou, D.,
Ya, J, Li, S., Yang, Q., Ding, Y., Ji, X. & Meng, R. (2018). Progress in moyamoya disease. Neurosurg Rev.
doi: 10.1007/s10143-018-0994-5.%¢)

1.3.5. Behandling og prognose

Det finst ingen behandling som reverserer utviklinga av MMD.** Behandlinga gér difor ut pa &
redusera risikoen for hjerneslag, og dette blir oftast gjort ved hjelp av kirurgisk revaskularisering som
aukar blodtilstrgyminga til hjernen.** For pasientar med mild MMD eller der operasjon blir sett pa
som svaert risikofylt blir platehemmarar brukt, men effekten er ikkje godt dokumentert.*’

Kirurgisk revaskularisering blir generelt delt inn i tre grupper: direkte bypass-operasjon, indirekte

bypass-operasjon og kombinert bypass-operasjon.*® Ein bypass-operasjon er ein operasjon som gir
blodstraumen ein ny veg forbi stenosen/okklusjonen.>! Ved direkte bypass-operasjon blir ei ekstern
blodare operert inn pa ei overflatisk hjerneblodare, slik at den forsyner det omradet den stenotiske
blodara ikkje lenger forsyner med blod.** Denne operasjonen gjenoppretter blodstraumen med ein
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gong, men prosedyren er teknisk utfordrande og pasientane treng ngye oppfglging etter
operasjonen.*

Ved indirekte bypass-operasjon blir ei ekstern blodare operert inn under skallen, slik at den kjem i
direkte kontakt med hjernen.>? Deretter vil spontan angiogenese skje.*® Dette er ein naturleg prosess
der nye blodkar vil vokse inn i den underliggande hjernen.*® Denne typen operasjon er ein enklare
prosedyre enn direkte bypass-operasjon, men grunna angiogenesen tar det nokre manadar fgr
blodstraumen er tilfredsstillande.* Kombinert bypass-operasjon er ein kombinasjon av direkte og
indirekte bypass-operasjon og har dermed fordelar frd begge prosedyrane.*?

Det naturlege sjukdomsforlaupet til MMD er lite studert og dermed darleg forstatt.*® Utfallet er
generelt avhengig av den nevrologiske statusen ved behandling,* og pasientar som ikkje far kirurgisk
behandling har generelt eit darleg utfall med nedsett intellektuell kapasitet hos barn og gjentatte
hjerneslag hos bade barn og vaksne.** 4”->3 Etter operasjon blir talet pa hjerneinfarkt redusert hos
bade barn og vaksne.** 3354 Hos barn blir ogsa hyppigheita av hovudpine redusert.*” Hos vaksne med
hjerneblgding har ein studie vist at bypass-operasjon har ein effekt og reduserer risikoen for nye
blgdingar, men denne effekten var berre akkurat signifikant.*” >

1.3.6. Forskjellar mellom asiatisk og europeisk moyamoya sjukdom

MMD er som nemnt ein sveert sjeldan sjukdom i Europa, og det er difor fa studiar som ser pa
europeisk MMD. Dei studiane som undersgker europeisk og amerikansk MMD finn ofte forskjellar
mellom asiatisk og vestleg MMD, samtidig som europeisk og amerikansk MMD har mange
fellestrekk.>662

Ein viktig forskjell mellom asiatisk og vestleg MMD er alder ved symptomstart. Det er godt etablert at
MMD har ein binomial (to-toppa) aldersdistribusjon.3? Dette er derimot ikkje alltid tilfellet for vestleg
MMD, der alderstoppen i barndommen har vore fraverande i fleire studiar.>®%° | desse studiane var
gjennomsnittsalderen for symptomstart mellom 31 og 33 &r.>>®! Andre studiar har vist at vestleg
MMD har ein seinare start hos barn,*”- 62 der ein studie har rapportert den fgrste alderstoppen til
vera mellom 11 og 18 &r.*>’

Ein anna viktig forskjell er at det blant vestlege pasientar er faerre vaksne pasientar som far
hjerneblgdning.>® 52 Det er foreslatt at vestlege pasientar har eit betre utvikla kollateralt
arterienettverk, og dette kan vera forklaringa pa at feerre pasientar far hjerneblgding.>® Denne
utviklinga skjer grunna eit mildare sjukdomsbilete hos vestlege pasientar, der ein ser saktare
progresjon av sjukdommen og faerre barn med sjukdommen.>’

Blant vestlege MMD-pasientar er det ein stgrre andel kvinner enn det er for asiatisk MMD.>¢%* For
asiatiske pasientar er det omtrent dobbelt s mange kvinner som menn,*” mens det for vestlege
pasientar er blitt rapportert ein kvinne-mann ratio pa 2,8:1°® og 4,25:1.>° Det er ogsa funne lagare
andel av familietilfelle i vestlege populasjonar, men dette kan skyldast tilfeldigheitar grunna svaert fa
studieobjekt.>® %7 | ein nyare studie med 200 kaukasiske pasientar er det funne 5,7% familizere
tilfelle.®* Grunna feerre familietilfelle i vestlege land er det foreslatt at genetiske faktorar er viktige for
forskjellane mellom asiatisk og vestleg MMD.>’

1.3.7. Genetiske faktorar identifisert i asiatiske pasientar
Det er antatt at genetiske faktorar spelar ei viktig rolle i utviklinga av MMD.** Dette er grunna den
store forskjellen i prevalens mellom ulike etnisitetar og at over 10% av pasientane har
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familiemedlemmar med MMD.? Blant japanske familiar med MMD er det vist at sjukdommen blir
nedarva dominant med redusert penetrans.” | dette studiet var alle typar medarving tilstades (mor-
dotter, mor-son, far-dotter, far-son), men det var fleire kvinner enn menn med MMD.’ Dei foreslo
difor at genomisk imprinting kunne vera assosiert med sjukdommen.” Sjglv om MMD kan vera
arveleg er det ogsa ein stor andel sporadiske tilfelle. Dette gjer at det ogsa kan tenkast at
underliggande genetisk disposisjon i kombinasjon med miljgfaktorar forarsakar MMD.**#” Det er
gjort mange genetiske studiar pa asiatisk MMD og figur 1.8 viser ei oversikt over kva omrade pa det
humane genomet som har blitt identifisert i ulike studiar.
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Figur 1.8: Oversikt over kor i genomet det er funne kandidatgen for moyamoyasjukdom hos asiatar.
Raude og mgrkebla strekar viser omrade som er identifisert i genetiske studiar pa asiatisk
moyamoyasjukdom. Raude strekar svarar til assosiasjonsstudiar og mgrkebla strekar svarar til
koplingsstudiar. Genet RNF213 som no har vist seg a vera sterkast assosiert med moyamoyasjukdom
ligg ved i kromosomomradet 17¢25.3. (Laga ved hjelp av «Genome Decoration Page»,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp/.53)

Dei fgrste genetiske studiane pa MMD blei utfgrt fgr ar 2000 og tidleg pa 2000-talet og omhandla
HLA (figur 1.8).3>%%%8 Alle desse studiane fann assosiasjon mellom MMD og ein eller fleire HLA-
markgrar, og det blei funne bade negativ assosiasjon®” og positiv assosiasjon.®>%® Det var ingen av
studiane som fann assosiasjon med dei same markgrane, og «relative risk»(RR)/OR var 13g.5>%¢ To
nyare studiar, ein koreansk frd 2009%° og ein kaukasisk fr& 20127°, fann begge assosiasjon med HLA-
DRB1.

Tidleg pa 2000-talet blei koplingsanalysar (linkage analysis) meir tilgjengelege, og fleire
koplingsanalyse-studiar om MMD blei utfgrt.”*7* Ikeda et al. ”* utfgrte ein genomvid analyse og fann
signifikant kopling mellom MMD og ein markgr pd kromosomomrade 3p24.2-p26 (figur 1.8).”* Inoue
et al. 72 gjorde ein malretta koplingsanalyse av omradet p& kromosom 6 der HLA-gena ligg og fann
kopling mellom MMD og kromosomomrade 6q25 (figur 1.8).”> Yamauchi et al. 73 gjorde ogsa ein
malretta koplingsanalyse, men av kromosomomrade 1725, og dei fann kopling mellom MMD og
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17925 (LOD score = 4,58) (figur 1.8).73 1 2004 gjorde Sakurai et al. ”* ein gemonvid koplingsanalyse og
fann signifikant kopling mellom MMD og kromosomomrade 8g23 (LOD score = 3,6) (figur 1.8) og
antyding til kopling mellom MMD og kromosomomré&de 12p12 (LOD score = 2,3).”* Av desse funna er
det berre funnet til Yamauchi et al. > med kopling til kromosomomrade 17925 som har blitt
reprodusert i seinare studiar.

Etter desse fgrste koplingsanalysane blei det interesse for a undersgka moglege sjukdomsgen pa
kromosoma som var kopla til MMD. Nanba et al. ”> sekvenserte 9 utvalde kandidatgen blant 65 gen
pé kromosomomrade 1725, men fann ingen variantar relatert til MMD.”® Kang et al. ’® sekvenserte
eit gen pa kromosomomrade 3p24.2-p26 og eit pa 17925, og fann assosiasjon til ein variant i TIMP2
pa kromosomomréde 17925 (OR = 10,50, 95% konfidensintervall (Cl): 2,02-54,55) (figur 1.8).7® Dette
er imidlertid eit av gena Nanba et al. > undersgkte utan & finna noko assosiasjon, men dette kan
skyldast at Nanba et al. ® berre undersgkte ein familie med 4 affiserte individ. | &ra etter blei det
utfgrt to genomvide koplingsanalysar som begge fann kopling til kromosomomrade 17g25.3, men
utan at dei klatre & identifisera eit kandidatgen.”” 7

| 2011 blei RNF213 (ring finger protein 213) pa kromosomomrade 17g25.3 identifisert som det fgrste
kandidatgenet for MMD i to studiar (figur 1.8).”% 8 Begge studiane fann at varianten p.R4810K
(NM_001256071.2: ¢.14429G>A (rs112735431))%* var assosiert med MMD, med OR p& 190,8 (95% Cl:
71,7-507,9) ° og 111,8 (95% Cl: 64-195) & asiatiske populasjonar. Liu et al. & viste at p.R4810K
hadde ein sterkare assosiasjon med MMD i japanske pasientar (OR = 338,9, 95% Cl: 148-777) enn i
koreanske (OR = 135,6, 95% Cl: 43-428) og kinesiske (OR = 14,7, 95% Cl: 3-71) pasientar, og at
varianten var heilt frdverande i kaukasiske pasientar.? | tillegg viste dei at varianten var til stades i
2,4% av dei asiatiske kontrollane.®® Assosiasjonen mellom p.R4810K og asiatisk MMD har seinare blitt
bekrefta gjentatte gongar.818°

Blant japanske og koreanske MMD-pasientar er p.R4810K den vanlegaste varianten i RNF213
assosiert med MMD,®” 88 men varianten er ikkje detektert hos alle pasientane®’ 82 og den er ogsa til
stades med |3g frekvens i den friske populasjonen.®® | kinesiske populasjonar er p.R4810K berre funne
i 31,4% av MMD-pasientane,®® og den har ogsa ein lagare frekvens i den friske populasjonen.® Blant
kinesiske pasientar er der derimot funne assosiasjon til andre variantar i RNF213,2% og ogsa andre
gen.?* | ein stor studie, med 1492 pasientar og 5084 kontrollar, fra 2018 er likevel p.R4810K den
sterkaste risikofaktoren for MMD i kinesiske pasientar (OR = 54,06).2* Varianten p.R4810K er ikkje
funne i ikkje-asiatiske MMD-pasientar.%°2

Varianten p.R4810K i RNF213 er vanlegare i pasientar med familizer MMD enn i pasientar med
sporadisk MMD bade hos japanske®® og koreanske® pasientar. Det er ogsa vist at pasientar som er
homozygote for p.R4810K har ein meir alvorleg sjukdom og far sjukdommen tidlegare enn pasientar
som er heterozygote for varianten.®> 8 Duan et al. # gjorde nyleg ei stor assosiasjonsstudie (1492
pasientar og 5084 kontrollar) og fann at ein anna risikovariant i RNF213 (rs9916351) var sterkare
assosiert med tidleg start med MMD enn sein start med MMD. Dette tyder pa at variantari RNF213
kan paverka ved kva alder MMD kjem til uttrykk.3

1.3.8. Genetiske faktorar identifisert i kaukasiske pasientar

Den genetiske forskinga pa kaukasisk MMD har heile tida kome litt etter asiatisk MMD, mykje grunna
det lage talet pa kaukasiske MMD-pasientar. Fleire moglege gen har tidlegare blitt undersgkt (figur
1.9). Guo et al. % fann ein kopling mellom ACTA2 og MMD, men nokre ar seinare undersgkte Roder
et al. * same gen og fann ingen assosiasjon mellom ACTA2 og MMD. Roder et al. * fann i ein anna
studie, med sporadiske pasientar, ein assosiasjon mellom MMD og PDGFRB (OR = 1,81, 95% Cl: 1,03-
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3,17) og TGFB1 (OR = 7,65, 95% Cl: 0,97-59,95), men desse resultata har ikkje blitt reprodusert.®® Ein
studie har funne at homozygote variantar i genet GUCY1A3 fgrer til moyamoya-fenomen assosiert
med akalasi i tre familiar.%® Seinare er det ogsa vist at endringar i dette genet kan fgra til MMD og
hypertensjon.®’ Dette blei imidlertid berre funne i to av 96 pasientar, og er dermed ein sjeldan arsak
til MMD.%”

Varianten p.R4810K i RNF213 er ikkje funne i kaukasiske pasientar, og lenge fann ein heller ikkje
andre variantar av RNF213 hos desse pasientane.’® 992 | dei seinare dra har det blitt funne sjeldne
variantar i RNF213 i kaukasiske pasientar, men desse har ikkje nddd eit signifikant niva.%® % Guey et
al. 1% fann ein signifikant assosiasjon mellom sjeldne RNF213-variantar og moyamoya-angiopati,
noko som inkluderer pasientar med moyamoya-fenomen som sekundzer tilstand, og det er difor
vanskeleg a seie noko om MMD-pasientar ut fra denne studien.
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Figur 1.9: Oversikt over kor i genomet det er funne kandidatgen for moyamoyasjukdom hos
kaukasiar. Raude, mgrkebla og gule strekar viser omrade som er identifisert i genetiske studiar pa
kaukasisk moyamoyasjukdom (MMD). Raude strekar svarar til assosiasjonsstudiar, mgrkebla strekar
svarar til koplingsstudiar og gule strekar svarer til studiar der nyoppstatte variantar er identifisert.
Det er identifisert faerre omrader for kaukasisk MMD enn for asiatisk MMD. (Laga ved hjelp av
«Genome Decoration Page», https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp/.%)

1.4. Hypotese og malsetting

Forsking tyder pa at genetikken til MMD-pasientar med ikkje-asiatisk opphav er annleis enn for
pasientar med asiatisk opphav. | denne studien er hypotesen at MMD har ein monogen, autosomal
dominant arv. Viss dette er tilfelle er det er forventa a finne ein felles sjukdomsframkallande variant
hos dei tre pasientane i familien, og at dei sporadiske pasientane har ein de novo-variant som er
sjukdoms-framkallande. Det vil styrka resultata om fleire av pasientane har same variant eller ulike
variantar i same gen.

Det overordna malet er a kartlegga MMD-pasientar med skandinavisk opphav. Det overordna malet
kan delast inn i to delmal; klinisk karakterisering og genetisk karakterisering av pasientane.
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2. Material og metode

Figur 2.1 viser den overordna gangen i prosjektet.

Segka etisk komite om proskjektet

Skriva prosjektbeskriving Skriva REK-spknad

Laga protokoll

Spgrjeskjema Analysestrategi Kandidatgenliste

A 4

Rekruttera pasientar

Samtale med pasient Genetisk rettleiing

A 4

Laboratoriearbeid
Eksom-prep

A 4

Bioinformatisk handtering
Analyse i FILTUS

Vurdering av resultat og skriving av oppgava

Figur 2.1: Oversikt over framdrifta i prosjektet. Grgn farge tyder at eg har vore med pa a utfgra
punktet og bla farge tyder at eg ikkje har vore med pa a utfgra punktet.
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2.1.  Utarbeiding av spgrjeskjema (CRF)

Spgrjeskjemaet (case report form, CRF) er utarbeida i samarbeid med behandlande lege og genetikar,
og er vedlagt i appendiks 1. Det blei gjort litteratursgk i PubMed etter artiklar om kliniske og
genetiske studiar av moyamoya. Eit utval artiklar publisert pa engelsk blei undersgkt for kva kliniske
karakteristikk dei rapporterte, og CRF bli utarbeida basert pa desse artiklane.

Sparsmal om generelle epidemiologiske data, etnisitet og familiens sjukehistorie blei tatt med i
CRF.# 101106 Fgrste symptom og andre og/eller kroniske symptom blei ogsa tatt med.*3 57102103 pet
blei tatt med spgrsmal om sjukdomshistorie og livsstilval, spesielt dei som aukar risikoen for slag.3> %%
103,105,107111 pet finst mange underliggande sjukdommar som kan forérsaka moyamoya syndrom,*°
der moyamoya-effekten har ein kjent arsak, og det blei tatt med spgrsmal om desse var utelukka.

Kva diagnostiske undersgkingar som var gjort blei tatt med i CRF.#”">° | samband med diagnostisering
blei blant anna spgrsmal om karakteristikken til stenosen og blodtilfgringa til hjernen undersgkt.®% 10>
106,110 Sy zuki stage blei brukt for & gradera sjukdomsutviklinga.?* 1°2 Kva behandling pasienten fekk
blei spurt om®? og modifisert Rankinskala blei brukt for & beskriva kor stort utbytte pasienten har hatt
av behandlinga.5% 103,105,110

2.2. Rekruttering av pasientar, samtale med pasient og kirurg og blodprgvetaking

| denne studien blei seks skandinaviske pasientar (figur 2.2) med MMD rekruttert fra Oslo
universitetssjukehus (OUS) eller giennom familiemedlem behandla ved OUS. Rekrutteringa skjedde i
tidsrommet oktober 2018 til januar 2019. Pasientane blei diagnostisert etter kriteria beskrive i
«Guidelines for diagnosis and treatment of moyamoya disease (spontaneous occlusion of the circle
of Willis)».#” Pasientar utan familiehistorie med MMD blei definert som sporadiske pasientar, medan
pasientar med ein familiehistorie med MMD blei definert som familicere pasientar. | tillegg blei
foreldra til den eine sporadiske pasienten inkludert som friske kontrollar (figur 2.2). Alle pasientane
gav skriftleg samtykke om a vera med i studien, og dei fekk genetisk rettleiing f@r dei samtykkja til
vera med i studien. Den regionale komitéen for medisinsk og helsefagleg forskingsetikk har godkjent
prosjektet.

MMD-2-3

MMD-1-1 MMD-3-1

MMD-2-1 MMD-2-2 MMD-4-1

Figur 2.2: Oversikt over pasientane med pasientnummer. Sirkel markerer kvinne og kvadrat markerer
mann. Farga figur markerer affisert av moyamoyasjukdom, ufarga figur markerer ikkje affisert av
moyamoyasjukdom. Alle pasientane var av skandinavisk opphav.

Dei sporadiske pasientane og ein av dei familizere pasientane blei rekrutterte gjennom Markus K. H.
Wiedmann, som er behandlande lege for pasientane. Dei resterande familizere pasientane blei
rekrutterte gijennom den allereie rekrutterte familiemedlemmen. Pasientinformasjon og
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sjukdomshistorie blei henta inn ved hjelp av samtale med pasient og lege. Utgangspunktet for
samtalen var CRF-en beskrive i kapittel 2.1 og vedlagt i appendiks 1.

Det blei tatt to blodprgvar av kvar pasient ved inkludering, ein EDTA-blodprgve for DNA-analysar og
ein i PAX-rgyr for eventuelle framtidige mRNA-analysar. DNA-ekstraksjon blei gjort ved Enhet for
preanalytisk virksomhet ved Avdeling for medisinsk genetikk, OUS. PAX-rgyra blei lagra ved -20°C for
eventuell seinare RNA-ekstraksjon og analyse.

2.3. Generelle laboratorieteknikar
Dette kapittelet beskriv generelle metodar brukt gjentatte gongar gjennom heile eksom-prepareringa
i kapittel 2.4.

2.3.1. Madling av DNA-konsentrasjon

Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen) er eit instrument som bestemm konsentrasjonen til DNA, RNA
og protein basert pa fluorosens.'*? Fluoriserande fargestoff vert tilsett til prgven og bind seg spesifikt
til dsDNA (double stranded DNA/dobblettradig DNA). Desse gir berre ut fluorosens nar dei er bunde
til dsDNA, og ved & mala fluorescensen kan ein dermed bestemma konsentrasjonen til dsDNA.?
Denne metoden er sveert spesifikk og minimerer effekten av forureining av t.d. salt, frie nukleotid,
Ipysemiddel, vaskemiddel og protein.!** Kit for Qubit (DNA HS assay (ThermoFisher Scientific, cat.no.
Q32851)) blei brukt, og prosedyren beskrive under er basert pa protokollen «QUICK REFERENCE
Qubit™ Assays».114

Det blei laga arbeidslgysing for prgver og for to standardar med 199 uL buffer og 1 pL fluoriserande
farge for kvar prgve og standard. Deretter blei det tilsett 190 uL arbeidslgysing og 10 uL standard i
kvart sitt Qubit-rgyr og 198 L arbeidslgysing og 2 uL preve i kvart sitt Qubit-rgyr. Blandinga blei
inkubert i 2 minutt i romtemperatur. Til slutt blei det laga standardkurve ved hjelp av standarane pa
Qubit® Flourometer, og prgvane blei deretter lest av.

2.3.2.  Kvalitetskontroll av fragmentstorleik

TapeStation 2200 (Agilent) er et instrument for automatisert elektroforese.!'> Det blir brukt til
kvalitetskontroll av DNA- og RNA-prgvar, og kan analysera storleiken, konsentrasjonen og kvaliteten
til prgvane.'® Instrumentet tar seg av lastinga og separeringa av prgvane og analyserer og
presenterer resultata.!!® Dette gjer prosedyren rask, enkel og paliteleg!'®> og minimerer hands-on
preparering av prgvane.!'® Kit for TapeStation D1000 (Agilent Technologies, #5067-5582 og #5067-
5583) blei brukt, og prosedyren beskrive under er basert pa protokollen «Agilent D1000 ScreenTape
System Quick Guide».'?’

Det blei tilsett 3 puL «D1000 Sample Buffer» og 1 uL «D1000 Ladder» til eit r@yr og 3 uL «D1000
Sample Buffer» og 1 uL DNA-prgve til kvart sitt rgyr. Prgvane blei vortexa i 1 minutt ved 2000 rmp og
spunne ned. Til slutt blei prgvane analyser i TapeStation-instrumentet.

2.3.3.  Reinsing av DNA ved hjelp av magnetiske kuler

Reinsing av DNA blei gjort ved hjelp av AMPure XP (Agencourt, Beckman Coulter, #A63880), og
denne baserer seg pa at DNA bind seg til magnetiske kuler i visse lgysningar.'®* AMPure XP bind DNA-
molekyl > 100 bp, og kan effektivt skilja DNA fra overflgdige primerar, nukleotid, salt og enzym utan
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bruk av sentrifuge eller vakuumfiltrasjon.!® Storleiken p& bundne DNA-molekyl avhenger av
volumforholdet mellom AMpureXP og prgve, og dette gjer det mogleg med presis seleksjon pa
storleik.'*® Prosedyren beskrive under er basert pa protokollen «SureSelect*” Target Enrichment
System for lllumina Paired-End Multiplexed Sequencing Library Protocol».*

Det blei tilsett romtempererte AMPure XP kuler til kvar prgve og blanda. Prgvane blei inkubert i 5
minutt i romtemperatur, fgr dei blei sett pa ein magnetisk separator for fjerning av supernatanten.
Deretter blei dei vaska to gonga ved a tilsette 200 pL 70% etanol til prgvergyra, vente i 1 minutt og
fierne og kaste etanolen. Etter siste vask blei prgvergyra fjerna fra magneten og pelleten blei tgrka i
romtemperatur. Til slutt blei prgvane eluert i nukleasefritt vatn ved a tilsetta vatn til prgvergyra,
blanda godt og inkubera i 2 minutt i romtemperatur, fgr dei blei sett pa magnet og supernatanten
blei behalden.

2.4. Eksom-preparering

Prinsippa for WES er beskrive i kapittel 1.2.3. Det vil her bli gjort greie for prosessen for a fgrebu
DNA-prgvar til sekvensering. Ein oversikt over dei ulike stega er skissert i figur 2.3. Formalet med
denne fgrebuinga er a isolera og opprika eksona, slik at berre dei proteinkodande omrada av
genomet blir sekvensert.

[ m— Fragmenter Lag DNA- PCR-
DNA-prave DNA bibliotek amplifiser
Hybridiser Capture av PCR-
til exon hybrid vha Captured amplifier
capture- magnetiske bibliatek vha indeks-
bibliotek kuler primerar

Figur 2.3: Oversikt over dei ulike stega i fgrebuinga av prgvane til eksomsekvensering.

| dette kapittelet blei reagensane og kitta beskrive i tabell 2.1 brukt. Prosedyren beskrive i kapittelet
er basert pa protokollen «SureSelect*” Target Enrichment System for lllumina Paired-End Multiplexed
Sequencing Library Protocol».'*®

Tabell 2.1: Reagensar og kit brukt i kapittel 2.4. Eksom-preparering

Kit eller reagens Produsent Artikkelnummer
SureSelectXT Human All Exon V5 Agilent Technologies 5190-6208
SureSelectXT Reagent Kit Agilent Technologies G9611A
Herculase Il Fusion DNA Polymerases Agilent Technologies 600677
Dynabeads MyOne Streptavidin T1 ThermoFisher Scientific 65601

32



2.4.1. Laging av DNA-bibliotek

For & kunna sekvensera eksomet ma det fgrst lagast eit genomisk bibliotek av DNA-fragment.!!®
Dette blir gjort ved a fgrst fragmentera DNA ved hjelp av Covaris LE220 (Covaris, Inc). Covaris er ein
maskin som fragmenterer DNA ved hjelp av hggfokuserte akustiske sjokkbglgjer.??° Sidan prosessen
blir utfgrt i eit isotermalt og ikkje-kontakt-miljg vil berre akustisk energi ga inn i prgvebehaldaren og
DNA-et blir fragmentert sveert presist.??° Deretter blir endane reparert ved & fjerna 3’-endeoverheng
og fylla 5’-endeoverheng.'? Etter reperasjonen blir det sett pd adenin pa 3’-enden til fragmenta for
at adapterar skal kunna ligera til fragmenta.?! S3 blir det ligert adapterar til fragmenta, for at desse
skal kunna kgyrast med «paired end»-sekvensering.!*® Til slutt i biblioteklaginga blir dei
adapterligerte DNA-fragmenta amplifisert ved hjelp av polymerasekjedereaksjon (PCR).1°

For prosedyren starta blei konsentrasjonen malt som beskrive i kapittel 2.3.1. DNA blei fragmentert
ved hjelp av Covaris til ein giennomsnittslengde pa 250 bp. Dette blei gjort ved a fgrst fortynna 3 ug
DNA i 1X Low TE Buffer til eit totalt volum pa 130 pL, for sa a overfgra prgven til ei «Covaris 96
microTubex»-plate og setta plata inn i Covaris-maskinen. Maskinen blei kgyrd med innstillingane: peak
power: 450,0, duty factor: 30,0 og cycles/burst: 200. Nar kgyringa var ferdig, blei det fragmenterte
DNA-et overfgrt til nye rgyr. Prgvane blei deretter reinsa som beskrive i kapittel 2.3.3. med 180 ulL av
AMPure XP kuler og eluert i 50 uL nukleasefritt vatn og fragmentstorleiken blei kontrollert som
beskrive i kapittel 2.3.2.

Endane blei reparert ved a laga mastermiks som beskrive i tabell 2.2 og blanda 52 pL av
mastermiksen med kvar av DNA-prgvane. Dei blei inkubert i ein PCR-maskin i 30 minutt ved 20°C.
Prgvane blei deretter reinsa som beskrive i kapittel 2.3.3. med 180 uL av AMPure XP kuler og eluert i
32 uL nukleasefritt vatn.

Tabell 2.2: Mastermiks for reperasjon av endane

Reagens Volum per reaksjon (L)
Nukleasefritt vatn 35,2

10x End Repair Buffer 10

dNTP Mix 1,6

T4 DNA Polymerase 1

Klenow DNA Polymerase 2

T4 Polynukleotid Kinase 2,2

Totalt 52

3’-endane pa DNA-fragmenta blei adenylert ved a laga mastermiks som beskrive i tabell 2.3 og
blanda 20 pL av mastermiksen med kvar av DNA-prgvane. Dei blei inkubert i ein PCR-maskin i 30
minutt ved 37°C. Prgvane blei deretter reinsa som beskrive i kapittel 2.3.3. med 90 pL av AMPure XP
kuler og eluert i 15 pL nukleasefritt vatn.

Tabell 2.3: Mastermiks for adenylering av 3’-endane pa DNA-fragmenta

Reagens Volum per reaksjon (pL)
Nukleasefritt vatn 11

10x Klenow Polymerase Buffer 5

dATP 1

Exo(-) Klenow

Totalt 20
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Adapter-ligering blei gjort ved a laga mastermiks som beskrive i tabell 2.4 og blanda 37 pL av
mastermiksen med kvar av DNA-prgvane. Dei blei inkubert i ein PCR-maskin i 15 minutt ved 20°C.
Prgvane blei deretter reinsa som beskrive i kapittel 2.3.3. med 90 uL av AMPure XP kuler og eluert i
32 plL nukleasefritt vatn.

Tabell 2.4: Mastermiks for adapter-ligering

Reagens Volum per reaksjon (pL)
Nukleasefritt vatn 15,5

5x T4 DNA Ligase Buffer 10

SureSelect Adapter Oligo Mix 10

T4 DNA Ligase 1,5

Totalt 37

Adapter-ligert DNA blei amplifisert ved a laga mastermiks som beskrive i tabell 2.5 og blanda 35 uL av
mastermiksen og 15 uL av DNA-prgvane i kvart sitt prgvergyr. PCR-programmet som er beskrive i
tabell 2.6 blei kgyrd. Prgvane blei deretter reinsa som beskrive i kapittel 2.3.3. med 90 pL av AMPure
XP kuler og eluert i 30 pL nukleasefritt vatn. Til slutt blei fragmentstorleiken kontrollert som beskrive
i kapittel 2.3.2. og konsentrasjonen blei malt som beskrive i kapittel 2.3.1.

Tabell 2.5: Mastermiks for amplifisering av adapter-ligert DNA

Reagens Volum per reaksjon (pL)
Nukleasefritt vatn 21

SureSelect Primer 1,25

SureSelect Indexing Pre Capture PCR Reverse Primer | 1,25

5X Herculase Il Rxn Buffer 10

100 mM dNTP Mix 0,5

Herculase Il Fusion DNA Polymerase 1

Totalt 35

Tabell 2.6: PCR-program for amplifisering av adapter-ligert DNA

Steg Tal pa syklusar Temperatur Tid

1 1 98°C 2 minutt

2 6 eller 10 98°C 30 sekund
65°C 30 sekund
72°C 1 minutt

3 1 72°C 10 minutt

4 1 4°C For alltid

2.4.2. Hybridisering og capture

Etter at det er laga eit genomisk DNA-bibliotek blir DNA-et hybridisert til eit Capture-bibliotek, som i
dette tilfellet representerer heile eksomet til menneske.!® Etter hybridiseringa blir eksomet fanga
opp ved hjelp av magnetiske kuler.'*® Denne fanginga blei gjort ved hjelp av streptavidin-biotin-
bindingar,'?? der dei magnetiske kulene var streptavidin-dekka og Capture-biblioteket var merka med
biotin.

Amplifisert DNA blei alikvotert til hybridisering ved a fgrst ta ut 750 ng DNA av kvar prgve i kvar sin
brgnn i ei PCR-plate. Prgvane blei vakuumsentrifugert pa 40°C til det ikkje var vaeske igjen, ca. 15-20
minutt, fgr dei blei tilsett vatn til eit totalt volum pa 3,4 puL.
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Deretter blei DNA-prgvane hybridisert til Capture-biblioteket. Det blei fgrst laga SureSelect Block Mix
som beskrive i tabell 2.7 og 5,6 L av SureSelect Block Mix blei blanda med kvar DNA-prgve. Dei blei
inkubert i PCR-maskin i 5 minutt ved 95°C og deretter minst 5 minutt ved 65°C. Det blei deretter laga
hybridiseringbuffer som beskrive i tabell 2.8. Den blei varma til 65°C i 5 minutt og sto deretter i
romtemperatur til den skulle brukast. Det blei ogsa laga 2 pL 1:3-fortynning av SureSelect RNase
Block per reaksjon. Nar inkuberinga av SureSelect Block Mix og DNA var ferdig, blei Capture
Hybridiseringsmix laga som beskrive i tabell 2.8 og 20 uL av Capture Hybridiseringsmix blei blanda
med kvar DNA-prgve mens dei framleis var pa 65°C. Prgvane sto deretter pa 65°C i 16-24 timar.

Tabell 2.7: SureSelect Block Mix

Reagens Volum per reaksjon (uL)
SureSelect Indexing Block # 1 2,5
SureSelect Block # 2 2,5
SureSelect ILM Indexing Block # 3 0,6
Totalt 5,6

Tabell 2.8: Capture Hybridiseringsmix

Reagens Volum per reaksjon (pL)
Hybridiseringbuffer 13,0
SureSelect Hyb # 1 6,63
SureSelect Hyb # 2 0,27
SureSelect Hyb # 3 2,65
SureSelect Hyb # 4 3,45
Fortynning av RNase Block (1:3) 2,0
SureSelect Human All Exon RNA Library 5,0
(50Mb)
Totalt 20

Resuspanderte streptavidin-dekka magnetiske kuler (50 uL for kvar prgve) blei vaska tre gongar ved a
resuspandere kulene 200 pL SureSelect Binding Buffer og sette rgyra pa magnet for fjerning av
supernatanten. Etter siste vask blei kulene resuspandert i 200 pL SureSelect Binding Buffer. Kulene
blei sa brukt til «capture» av hybridisert DNA. Prgvane blei tilsett kulene og inkubert i ein plateristar
(1400-1800 rpm) ved romtemperatur i 30 minutt. Prgvane blei sett pa magnet for fjerning av
supernatanten. Deretter blei kulene resuspandert i 200 L SureSelect vaskebuffer 1 og inkubert ved
romtemperatur i 15 minutt, fgr dei blei sett pd magnet for fjerning av supernatanten. Kulene blei sa
vaska tre gongar ved a resuspandera kulene i 200 pL SureSelect vaskebuffer 2 (forvarma til 65°C),
inkubera prgvane ved 65°C i 10 minutt og setta prgvane pa magnet for fjerning av supernatanten.
Etter siste vask blei det tilsett 30 uL nukleasefritt vatn til kvar prgve.

2.4.3. Indeksing av prgvane

Etter at eksomet er skild ut fra resten av genomet far kvar prgve ein individuell indeks slik at prgvane
kan sekvenserast saman, men framleis kunna skiljast for analyse.!® Dei utskilde eksombiblioteka far
indeksar medan dei blir amplifisert.°

«Captured» bibliotek blei amplifisert med indeks-primarar ved a laga mastermiks som beskrive i
tabell 2.9 pa is og tilsette 31 pL av mastermiksen, 5 pL av ulike indeks-primarar og 14 uL DNA-prgve
til kvar sitt nye PCR-rgyr. Prgvane blei kgyrd pa PCR-programmet beskrive i tabell 2.10. Prgvane blei
deretter reinsa som beskrive i kapittel 2.3.3. med 90 puL av AMPure XP kuler og eluert i 15 pL
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nukleasefritt vatn. Til slutt blei fragmentstorleiken kontrollert som beskrive i kapittel 2.3.2. og
konsentrasjonen blei malt som beskrive i kapittel 2.3.1.

Tabell 2.9: Mastermiks for post-capture PCR

Reagens Volum per reaksjon (uL)
Nukleasefritt vatn 18,5

5X Herculase Il Rxn Buffer 10

100 mM dNTP Mix 0,5

Herculase Il Fusion DNA Polymerase 1

SureSelect ILM Indexing Post Capture PCR (Forward) Primer | 1

Totalt 31

Tabell 2.10: PCR-program for amplifisering av «captured» bibliotek med indeks-primarar

Steg Tal pa syklusar Temperatur Tid

1 1 98°C 2 minutt

2 10 98°C 30 sekund
57°C 30 sekund
72°C 1 minutt

3 1 72°C 10 minutt

4 1 4°C For alltid

For nokre av prgvane matte amplifisering av adapter-ligert DNA og amplifisering av «captured»
bibliotek med indeks-primarar gjentakast med eit hggare tal pa syklusar for a oppna tilfredsstillande
DNA-konsentrasjon.

2.5.  Sekvensering, variantbestemming og annotering

2.5.1. Sekvensering av prgvane

Sekvenseringstenesta blei levert av Norsk sekvenseringssenter (www.sequencing.uio.no), ei nasjonal
teknologiplattform ved OUS og Universitetet i Oslo, finansiert av Noregs forskingsrad og Helse Sgr-
@st. Dei utfgrte ogsa kvalitetskontroll og konsentrasjonsmaling av prgvane. Kvalitetskontrollen blei
gjort ved hjelp av kvantitativ PCR (qPCR). Deretter blei prgvane blanda saman og normaliserte for
multiplexed sekvensering. Prgvane blei sekvensert ved hjelp av lllumina HiSeq3000-teknologi. Det
blei utfgrt «paired end»-sekvensering med leselengde pa 150 bp. Prinsippa for sekvenseringa er
beskrive i kapittel 1.2.2.

2.5.2.  Variantbestemming og annotering

Sekvensane blei mappa til det humane referansegenomet (hg19) ved bruk av bwa mem (v0.7.12).13
Sekvenssamanstillingane blei deretter raffinert ved hjelp av Genome Analysis Toolkit (GATK, Version
3.3)1241% og PCR-duplikat blei merka av Picard (v1.124).1%® Variantbestemminga blei gjort med
HaplotypeCaller by GATK (Version 3.3).22% 12 For dei prgvane der familiemedlem var tilgjengeleg blei
det gjort felles variantbestemming. Variantane blei deretter annotert ved hjelp av annovar
(v2017Jul16).12” Resultatet av dette er variantfiler, organisert slik at kvar rad inneheld éin variant, og
kvar kolonne gir ein bestemt opplysning om varianten, til dgmes kromosom, posisjon, gentilhgyrsle,
allelfrekvensar, osv.
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2.6. Genetiske analysar
Figur 2.4 viser oversikt over pasientar og analysestrategiar. Analysane og filtreringa blei gjort i
FILTUS (versjon 1.0.5).128

O
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Figur 2.4: Oversikt over pasientar og analysestrategiar. Sirkel markerer kvinne og kvadrat markerer
mann.

2.6.1. Filtrering

Fgr kvar av analysane blei variantane filtrert basert pa ulike kriterium. Kva annoteringakolonner som
blei brukt i kvar analyse er beskrive i kapitla som omhandlar dei ulike analysane. Dette kapittelet
beskriv kort kva kvar av annoteringskolonnane betyr.

Annoteringskolonnen «FILTER» samanfattar bevis for at det er observert ein variant i den gitte
posisjonen. Om kolonnen ikkje har verdien «PASS» er dette eit teikn pa at det ikkje er ein sann
variant, og dette kan blant anna skyldast lag sekvenseringsdjupne eller skeiv allelfordeling. Kolonnen
«genomicSuperDups» markerer omrader som kan vera genomiske duplikasjonar. Desse omrada er
problematiske i sekvenssamanstillinga, og gir ofte falske positive variantar. Kolonnen «DP» gir
sekvenseringsdjupna ved posisjonen til den gitte varianten. Variantar med lag «DP» er ofte falske, og
blir difor fjerna. «Func.refGene» fortel kva del av eksomet varianten ligg i, til dgmes om den er
eksonisk, intronisk eller intergenisk. Denne kolonnen kan brukast til a berre inkludera visse variantar
(t.d. eksoniske og spleisevariantar) og/eller ekskludera visse variantar (t.d. ikkje-kodande RNA og
intergeniske variantar).
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Det blei brukt tre offentlege databasar for a filtrera pa populasjonsfrekvens. Desse databasane var
Genome Aggregation Database!?® (gnomAD) for eksom (gnomAD_exome) og genom
(gnomAD_genome) og Greater Middle East (GME) Variome.**® gnomAD inneheld 125 748 eksom og
15 708 genom av hgg kvalitet fra personar som ikkje er i slekt,'*®* medan GME inneheld 2 497
eksom.3? Alle databasane er delt inn i ulike etnisitetar, noko som gjer at ein kan velja mellom & bruka
gjiennomsnittet av alle etnisitetar, ein spesifikk etnisitet eller den etnisiteten med hggast frekvens for
ein gitt variant. | denne studien blei bade den etnisiteten med hggast frekvens for ein gitt variant
(kalla «popmax») og gijennomsnittet av alle etnisitetar brukt i ulike analysar.

2.6.2. Familiebasert analyse

| tilfellet der fleire fra same familie var affisert var den genetiske modellen familiebasert. Modellen
var dominant og undersgkte kva variantar dei affiserte familiemedlemmane hadde felles. | denne
analysen blei fglgande filter brukt: FILTER=PASS; ekson/spleise; DP>5; allelfrekvens<0,0001; ikkje
genomicSuperDups.

2.6.3. De novo-analyse

For den sporadiske pasienten der foreldra var tilgjengeleg blei det gjort de novo-analyse. Dette er ein
genetisk analyse der ein ser kva nyoppstatte mutasjonar eit barn har. Dette er mogleg nar ein kan
samanlikna det affiserte barnet sine variantar med dei friske foreldra sine variantar. Variantar som
finnes hos barnet, men ikkje hos foreldra, er av interesse. Analysen rekna ut eit sannsyn for at
variantar er de novo basert pa genotypesannsynet og prosenten av alternative allel hos barn og
foreldre.'?® Mutasjonsraten blei sett til 108, | denne analysen blei fglgande filter brukt: FILTER=PASS;
ikkje intergenisk; DP>9; allelfrekvens<0,01; ikkje genomicSuperDups.

2.6.4. Analyse basert pd kandidatgenlister

For alle pasientane blei det undersgkt om dei hadde variantar i aktuelle kandidatgen. Det blei
undersgkt kaukasiske kandidatgen fra litteratur (tabell 2.11, appendiks 2), asiatiske kandidatgen fra
litteratur (appendiks 2) og gen som har ein funksjon i angiogenese (appendiks 3).23! Lista over gen
involvert i angiogenese blei henta frad QIAGEN.3! Desse gena er av interesse da angiogenese er viktig
for blodareutvikling. Kandidatgena fra litteraturen var henta fra artiklar som undersgkte genetikken
til MMD, og tabell 2.11 viser ei oversikt over desse gena med beskriving av kvifor dei er aktuelle gen.
Desse kandidatgena var RNF213, GUCY1A3, ACTA2, PDGFRB, TGFB1, ZXDC, OBSCN og CLB (tabell
2.11).

| denne analysen blei det brukt liberale filter for a fa med alle interessante variantar da desse gena
tidlegare er vist a vera assosierte med MMD og/eller angiogenese. Modellen var dominant og dei
affisert pasientane var definert som «cases», medan dei friske foreldra var definert som «controls». |
denne analysen blei fglgande filter brukt: ikkje intergenisk; DP>5; allelfrekvens<0,01; ikkje
genomicSuperDups.
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Tabell 2.11: Tidlegare identifiserte kandidatgen for kaukasiske pasientar med moyamoyasjukdom

(MMD)
Kandidatgen
RNF213% 100

GUCY1A3% %7

ACTA2%:%

PDGFRB%

TGFB1%

ZXDC**

OBSCN**

CBL132

Bakgrunn for inkludering

Ein variant assosiert med asiatisk
MMD, andre variantar funnei
kaukasisk MMD.

Homozygote variantar fgrer til
moyamoya-fenomen assosiert med
akalasi. Det er ogsa vist at variantar
kan fgra til MMD og hypertensjon.
Nokre studiar har funne variantar i
dette i MMD-pasientar, men ein
studie fann ingen av dei tidlegare
beskrive variantane.

Ein SNP i promoterregionen
assosiert med MMD i ein studie.

Ein SNP i fgrste ekson assosiert
med MMD i ein studie.

Ein variant tilstades i 10 av 68
kaukasiske MMD-pasientar i ein
studie, men har ein frekvens pa 4%
i kaukasiske populasjonar.
«Collapsing variant methodology»
rangerte OBSCN som mest opprika
i kaukasisk populasjon i ein studie.

De novo-variant identifisert i ein
kaukasisk trio og ein ikkje-
kaukasisk trio med MMA.

2.6.5. Analyse av autozygote variantar
Det blei undersgkt om pasientane hadde autozygote omrade i eksomet, det vil seie omrade begge
foreldra har arva fra ein felles forfader. Denne analysen blei gjort sjglv om det ikkje var mistanke om
at pasientane hadde autozygote omrade, da dette er ein analyse som blir gjort rutinemessig i alle
prosjekt. Analysen blei gjort ved hjelp av AutEx-algoritmen i FILTUS.'?® For pasientar som hadde slike
omrade blei det gjort ein analyse pa desse omrada. Modellen var recessive homozygot, og fglgande
filter blei brukt: FILTER=PASS; ekson/spleise; DP>5; allelfrekvens<0,015; ikkje genomicSuperDups.

2.6.6. Analyse basert pa allereie identifiserte gen
Dei gena som blei sett pa som interessante i ein av analysane blei i tillegg undersgkt i dei resterande

Kva funksjon har genet

Assosiasjon med MMD tyder pa at genet
spelar ei rolle i utviklinga av blodarer,
involvert i angiogenese. Ein studie har vist
at RNF213 er involvert i blodareutvikling
ved a hemme Wnt-signalvegen og fremme
«vessel regression».

Subeining i hovudreseptoren for
nitrogenmonooksid. Viktig i reguleringa av
avslapping av glatt muskelceller og
blodplatefunksjon.

Viktig for samantrekking av glatte
muskelceller som blant anna ligg i
blodareveggane til arteriane. Det er viktig
for at arteriane skal behalda forma si.
Involvert i cellesignalisering, i celler av
mesenchymalt opphav. Viktig for normal
utvikling av det kardiovaskulzere systemet.
Er involvert i danninga av blodarer,
utvikling av muskelvev og inflammatoriske
prosessar i.

Fremmer (saman med CI/ITA) transkripsjon
av MHC klasse 1- og MHC klasse 2-gen.

Kan vera involvert i danninga av
muskelfibriler i muskelceller. Ein variant
assosiert med hypertrophic
cardiomyopathy.

Fungerer som negativ regulator for mange
signalveger, blant anna PDGFRB. Deltar i
signaltransduksjonen i hematopoietiske
celler.

pasientane med liberale filter. Dette blei gjort for a8 oppdaga alle interessante variantar hos alle
pasientane i desse gena. Denne analysen gjorde ogsa at det blei oppdaga om fleire pasientar hadde
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like variantar eller variantar i dei same gena. Modellen var dominant og dei affisert pasientane var
definert som «cases», medan dei friske foreldra var definert som «controls». | denne analysen blei
felgande filter brukt: ikkje intergenisk; DP>5; allelfrekvens<0,01; ikkje genomicSuperDups.

2.7. Vurdering av variantar identifisert i genetiske analysar

Variantane som blei identifisert i dei ulike analysane beskrive i kapittel 2.6. blei vidare vurdert basert
pa ulike kriterium. Dei blei vurdert basert pa populasjonsfrekvens, varianttype, prediksjon av korleis
variantane paverkar proteinet og eksisterande kunnskap om dei aktuelle gena sin funksjon.

2.7.1. Vurdering basert pa populasjonsfrekvens

Variantane blei vurdert basert pa populasjonsfrekvens, og ved denne vurderinga var variantar som
var sveert sjeldne eller variantar som ikkje var observert fgr mest interessante. Ved denne vurderinga
blei databasane gnomAD og inHouse-databasen til OUS brukt. inHouse-databasen til OUS er ein
database over alle personar som er blitt sekvensert pa OUS, og denne gir eit bilete pa kva variantar
som er vanlege i den norske populasjonen. inHouse-databasen til OUS gir eit godt tilskudd til
gnomAD (som ogsa blei brukt i filtreringa).

2.7.2. Vurdering basert pd varianttype

Variantar som endrar proteinet er oftast meir alvorlege enn variantar som ikkje endrar proteinet.
Under vurderinga var difor desse variantane av stgrre interesse enn variantar som ikkje endrar
proteinet. Denne vurderinga blei gjort ved a sja pa kva konsekvens varianten har for proteinet. Dette
inneber at variantar som er eksoniske eller som er i spleisesete, blei gitt stgrt interesse. Deretter blei
ikkje-synonyme variantar, nonsense-variantar og insersjonar og delesjonar (indels) som gir
leserammeendring (frameshift) sett pa som mest interessante, medan synonyme variantar og indels
som ikkje gir leserammeendring (nonframeshift) var mindre interessante.

2.7.3. Vurdering basert pa prediksjonsverktagy

Ikkje alle variantar som endrar aminosyresekvensen til proteinet vil endra strukturen og/eller
funksjonen til proteinet. Difor blei variantane vurdert basert pa prediksjon av kor skadelege dei er.
Det er mange faktorar som paverkar om ein variant er skadeleg eller ikkje.'** Desse inkluderer blant
anna evolusjonar konservering av nukleotidet eller aminosyra, plasseringa i proteinet og biokjemiske
konsekvensar.!33

Strategiane prediksjonsverktgya brukar kan delast i tre kategoriar, sekvensbasert, strukturbasert og
annoteringsbasert, og kvar av verktgya i tabell 2.12 bruker ein eller fleire av desse strategiane.!3
Sekvensbaserte strategiar baserer seg pa blant anna pa biokjemiske og fysiokjemiske eigenskapar,
sekvensinformasjon og evolusjonaer informasjon.'3* Strukturbaserte strategiar baserer seg blant anna
pa proteinet sin sekundzere og tertizere struktur og eigenskapane til overflata til proteinet.3*
Annoteringsbaserte strategiar baserer seg i hovudsak pa annotering fra SWISS-PROT og/eller
prediksjonspoeng fra andre prediksjonsverktgy.!3

Under vurderinga blei i hovudsak Combined Annotation—Dependent Depletion!3* (CADD) brukt, mens
dei andre verktgya blei brukt til supplementerande prediksjon. Ein CADD-verdi pa 220 vil seie at
varianten er predikert til & vera blant dei 1% mest skadeleg variantane som finst, mens ein CADD-
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verdi pa 230 vil seie at varianten er predikert til 3 vera blant dei 0,1% mest skadeleg variantane som

finst, osv.13% 136

Tabell 2.12: Predikasjonsverktgy'33 134

Namn
CADD

GERP

SIFT

PolyPhen-2

LRT
MutationTaster
MutationAssessor
FATHMM
PROVEAN

Strategi og basis

Kontrasterer annotering av fikserte/nesten fikserte avleidde allel hos
menneske med simulerte variantar

Sekvensbasert, genomisk evolusjonzaer rate profilering
Evolusjonzer konservering

Proteinstruktur/funksjon og evolusjonaer konservering
Sekvensbasert

Proteinstruktur/funksjon og evolusjonzr konservering
Evolusjonaer konservering

Evolusjonaer konservering

Samanstilling og maling av likskapar mellom variantsekvens- og
proteinsekvens-homologar

2.7.4. Vurdering basert pa proteinet sin funksjon

Variantane blei vurdert basert pa eksisterande kunnskap om genet sin funksjon. Dette blei gjort ved
hjelp av litteratursgk og sgk i databasar over kjente sjukdomsframkallande gen. | denne vurderinga
blei gen som hadde ein funksjon i angiogenese, blodareutvikling, vaskuleer remodellering og/eller
andre funksjonar relatert til blodarer sett pa som interessante. Gen som var kjent for a gi
sjukdommar som likna pa MMD var ogsa av interesse.
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3. Resultat

3.1. Karakterisering av pasientane

Det blei totalt inkludert seks pasientar (tabell 3.1) og to friske foreldre i studien. Av pasientane var
tre i same familie og tre var sporadiske. Alle pasientane var av skandinavisk opphav. Pasientgruppa
bestod av fem kvinner og ein mann. Gjennomsnittsalderen var 33 ar ved inkludering, 25 ar ved
symptomstart og 30 ar ved diagnose. Det fgrste symptomet var hovudpine for to av pasientane, TIA
for to av pasientane, hjerneslag for ein pasient og epilepsi-liknande anfall for ein pasient. Av dei
familizere pasientane har ein pasient hatt hjerneslag og av dei sporadiske pasientane har to pasientar
hatt hjerneslag. Det var berre dei tre pasientane som var i familie som hadde opplevd gjentatte TIA
eller hjerneslag. Blant kroniske symptom var hovudpine og generell utmatting dei vanlegaste, og
desse blei rapportert av hgvesvis fire og fire pasientar. Fire av pasientane hadde bilateral MMD og
det mangla informasjon for to pasientar. Fem av pasientane fekk bade medisinsk og kirurgisk
behandling, medan ein pasient fekk inga behandling.

3.1.1. Familieere pasientar og familiehistorie

Pasientane MMD-2-1 (dotter), MMD-2-2 (son) og MMD-2-3 (mor) er i slekt (figur 3.1). Det er berre
desse tre i familien som er diagnostisert med MMD, men det har vore hjerneslag i familien. Det er
fleire tilfelle av slag i ung alder pa mor til MMD-2-3 si side. Blant anna dgydde MMD-2-3 sine to
tanter, som var tvillingar, i ung alder, den eine av slag og den andre av ukjent grunn i barsel (figur
3.1).

MMD-2-3 er ei 56 ar gamal kvinne. Ho starta a fa TIA da ho var rundt 40 ar. Ho opplevde deretter
jamlege TIA i mange ar fgr ho fekk diagnosen MMD da ho var 49 ar. Ho har fatt tre operasjonar, ein
pa hggre side, ein pa venstre side og ein midt oppa hovudet. Ho fekk sitt fgrste hjerneslag under den
f@érste operasjonen. Ho fekk eit nytt hjerneslag om lag to ar etter det fgrste. Ho far framleis TIA. Ho
har hggt blodtrykk og gar pa blodtrykksmedisin.

MMD-2-2 er ein 23 ar gamal mann. Han fekk sitt fgrste TIA da han var 21 ar og grunna mora sin
diagnose blei han ogsa diagnostisert med MMD da han var 21 ar. Han har hatt to fleire TIA. Han har
ogsa hggt blodtrykk. Han har ikkje hatt operasjon og far ikkje medisinsk behandling pa det noverande
tidspunktet.

MMD-2-1 er ei 24 ar gamal kvinne. Ho starta med symptom i 12-arsalderen, i form av hovudpine. Ho
opplevde ogsa fra 12-arsalderen TIA der ho mista fglelsen i venstre arm og fekk hovudpine. Da ho var
22 ar opplevde ho tre TIA tett etter kvarandre, og dette fgrte til utgreiing og seinare diagnostisering
ved hjelp av cerebral angiografi. Ho har bilateral MMD, og ved diagnose hadde ho Suzuki-stage 3. Pa
hegre side hadde ICA >90% innsnevring og pa venstre side hadde ACA 50-90% innsnevring. D3 ho var
23 ar fekk ho eit slag, og seinare same ar fekk ho ein direkte bypass-operasjon pa hggre side. Ho
opplever framleis sma TIA. Ho far medisinsk behandling i form av Albyl-E. Modifisert Rankin-score var
1 preoperativt, 1 postoperativt og 1 ved oppfglging.
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Tabell 3.1: Oversikt over epidemiologiske, kliniske, diagnostiske og behandlingsmessige

karakteristikkar hos pasientane.

Tal pa pasientar
Kjgnn
Kvinne
Mann
Gjennomsnittsalder
Noverande
Ved symptomstart
Ved diagnose
Etnisitet
Skandinavisk
Hjerneslag i familien
Startsymptom
Hovudpine
TIA
Slag
Andre
Gjentatte slag
Andre symptom
Hovudpine
Epilepsi
Generell utmatting
Konsentrasjonsvanskar
Sprdakvanskar
Redusert hukommelse
Svimmelheit
Synsproblem
Plassering
Bilateral
Unilateral
NA
Suzuki-stage ved diagnose
1
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MMD-2-3

MMD-2-1 MMD-2-2

Figur 3.1: Familietre for dei familizere pasientane, MMD-2-1, MMD-2-2 og MMD-2-3. Sirkel markerer
kvinne og kvadrat markerer mann. Farga figur markerer affisert av moyamoyasjukdom (MMD),
ufarga figur markerer ikkje affisert av MMD og spgrjeteikn markerer ikkje diagnostisert, men
mistanke om MMD. Strek gjennom figuren markerer at personen er dgyd.

3.1.2. Sporadiske pasientar
Pasient MMD-1-1 er ei 26 ar gamal kvinne. Det har vore hjerneslag i familien hennar, men ikkje

MMD. Tante pa mors side dgde av slag i ein alder av 54 ar. Pasienten fekk symptom i form av
hovudpine for fgrste gong da ho var 15 ar. Deretter sleit ho med migreneliknande hovudpine i seks ar
fer rett diagnose blei satt. Da ho var 21 ar fekk ho eit hjerneslag som fgrte til utgreiing og deretter til
diagnose. Ho har ikkje hatt gjentatte hjerneslag. Ho blei diagnostisert ved hjelp av cerebral angiografi
og hadde Suzuki-stage 6 pa hggre side og 1-2 pa venstre side ved diagnose. Ho har bilateral MMD
med proksimal ICA med >90% innsnevring pa hggre side og distal ICA med <50% innsnevring pa
venstre side. Ho har fatt direkte bypass-operasjon pa venstre side og far medisinsk behandling i form
av Albyl-E. Modifisert Rankin-score var 2 preoperativt og 2 postoperativt.

Pasient MMD-3-1 er ei 44 ar gamal kvinne. Det har vore hjerneslag i familien hennar, men ikkje
MMD. Mor hennar har hatt eit TIA. Pasienten fekk eit TIA da ho var 42 ar, og dette var fgrste gong
sjukdommen kom til uttrykk. Ho har ikkje hatt gjentatte hjerneslag. Ho blei diagnostisert ved hjelp av
cerebral angiografi same ar som ho opplevde TIA. Ho har bilateral MMD, og hadde Suzuki-stage 3 ved
diagnose. Pa hggre side hadde ACA >90% innsnevring. Pa venstre side hadde ICA 50-90% innsnevring
og ACA og MCA hadde >90% innsnevring. Ho har fatt direkte bypass-operasjon pa venstre side og far
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medisinsk behandling i form av Albyl-E. Modifisert Rankin-score var 2 preoperativt, 2 postoperativt
og 1 ved oppfalging.

Pasient MMD-4-1 er ei 26 ar gamal kvinne. Det har ikkje vore hjerneslag i familien hennar, og heller
ikkje MMD. Ho fekk fgrste symptom da ho var 21 ar, og dette var anfall i form av rykkingar i hggre
arm og bein. Deretter hadde ho slike anfall jamleg fram til diagnostisering. Da ho var 23 ar fekk ho eit
hjerneslag. Ho blei diagnostisert ved hjelp av cerebral angiografi da ho var 24 ar. Ho har ogsa lett
mitral insuffisiens grad 1. Ho har bilateral MMD, og ved diagnosetidspunktet hadde ho Suzuki-stage
4. Pa hggre side hadde ICA, MCA og ACA >90% innsnevring, og pa venstre side hadde ICA >90%
innsnevring og MCA og ACA 50-90% innsnevring. Ho har fatt direkte bypass-operasjon og far
medisinsk behandling i form av Albyl-E. Modifisert Rankin-score var 2 preoperativt, 2 postoperativt
og 1 ved oppfalging.

3.2. Konsentrasjonen og kvaliteten til prgvane under eksom-prepareringa

For a sikra at prgvane hadde hgg nok konsentrasjon og var av god nok kvalitet for sekvensering blei
det gjennom heile eksom-preparinga gjort konsentrasjonsmalingar og andre kvalitetssikringar. Her
blir den fgrste og siste av desse malingane presentert (tabell 3.2). Fgr eksom-prepareringa starta blei
konsentrasjonen malt og denne var utgangspunktet for kva volum av prgven som blei brukt i
prepareringa. | tillegg blei A260/A280 malt. Nar denne verdien ligg pa =1,8 er prgven rekna som &
ikkje vera forureina av protein. | tabell 3.2 er det vist at denne verdien er tilfredsstillande naere 1,8.

Etter eksom-prepareringa blei konsentrasjonen malt pa nytt (tabell 3.2) for a vera sikker pa at det var
nok DNA igjen i prgven. Det varierte litt mellom prgvane kor mykje DNA dei inneheldt, men alle
hadde tilfredsstillande mengde for sekvensering. | tillegg blei det utfgrt ein analyse pa TapeStation
(kapittel 2.3.3.) for a undersgka om eksombiblioteket hadde gnska lengde. Gjennomsnittslengda pa
biblioteket er forventa a ligga mellom 300-450 bp og tabell 3.2 viser at nesten alle prgvane ligg
innanfor dette intervallet, men to av prgvane ligg rett over, hgvesvis 458 bp og 457 bp. Figur 3.2 viser
eit eksempel pa resultat fra prgven til pasient MMD-2-1 der ein tydeleg ser at toppen ligg mellom
300 og 450 bp.

Tabell 3.2: Konsentrasjon og kvalitet til prgvane

Pasient Konsentrasjon fgr | A260/A280 Konsentrasjon etter Gjennomsnittslengde
eksom-preparering eksom-preparering pa eksombiblioteka
MMD-1-1 242 ng/uL 1,88 12,3 ng/uL 410 bp
MMD-2-1 | 226 ng/uL 1,88 7,5 ng/uL 404 bp
MMD-2-2 89,8 ng/uL 1,77 7,7 ng/uL 457 bp
MMD-2-3 | 99,4 ng/ulL 1,74 8,28 ng/uL 424 bp
MMD-3-1 179 ng/uL 1,89 4,0 ng/uL 458 bp
MMD-4-1 | 88,2 ng/ulL 1,84 9,44 ng/uL 421 bp
MMD-4-2 | 100,0 ng/uL 1,79 8,76 ng/uL 426 bp
MMD-4-3 64,0 ng/uL 1,79 17,0 ng/uL 418 bp
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Figur 3.2: Gelelektroforese av eksombiblioteket til pasient MMD-2-1. A) Tradisjonelt gelbilete med

storleiksmarkgr i kolonne Al og pasient MMD-2-1 i kolonne C1. B) Elektroferogram som viser
fordeling av fragmenta basert pa storleik og mengde (jo sterkare signal, jo fleire fragment).

3.3.  Eksomsekvensering

For at resultata fra dei genetiske analysane skal vera palitelege er det viktig a sikra at kvaliteten pa
sekvenseringa er god. Tabell 3.3 viser ei oversikt over nokre kvalitetsindikatorar for sekvenseringa.
Som det er vist i tabell 3.3 hadde alle prgvane ein hgg gjennomsnittleg sekvenseringsdjupne av
omrada som blei henta ut under eksom-prepareringa, og gjennomsnittet over alle prgvane var 209.
Det kan ogsa trekkast fram at sekvenseringsdekning (avlesne >10 gongar) av basane i desse omrada
var >99% for alle prgvane (tabell 3.3).

Tabell 3.3: Kvalitetsindikatorar for sekvenseringa av prgvane og talet pa variantar hos kvar pasient.
MMD- | MMD- | MMD- | MMD- | MMD- MMD- MMD-  MMD-
11 2-1 2-2 2-3 3-1 4-1 4-2 4-3

Prosent avbasarmed @ 85,70 88,20 89,20 89,80 | 88,20 90,40 89,70 | 90,20

basekvalitet >30

Gjennomsnittleg 238 257 204 189 205 232 166 181

sekvenseringsdjupne i

«captured» omrade

Prosent av basar i 99,16 & 99,17 | 99,25 99,08 | 99,10 99,17 99,02 | 99,11

«captured» omrade

dekka med >10

avlesingar

Tal pa variantar 89109 | 89191 | 99493 | 98212 | 88562 & 100712 | 95420 | 97167

3.4. Identifisering av gen av interesse

| denne studien blei det identifisert atte gen av interesse. Det blei ikkje identifisert eit felles gen som
alle pasientane hadde variant(ar) i, og det var difor ikkje eit enkelt gen som stakk seg ut som
openberr kandidat for sjukdomsframkallinga. Kandidatgena som blei identifisert er vist i tabell 3.4 og
vil bli beskrive i dette kapittelet. Alle variantane var heterozygote utanom varianten i GRB7 som var
homozygot.
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Tabell 3.4: Identifiserte gen av interesse hos vare pasientar.

Frekvens
(gnomAD, CADD- | Analysemetode Pasient
Gen Variant «popmax») verdi for identifikasjon | (MMD-)
NR4A3 NM_006981: 0,00006 24,8 Familieanalyse 2-1, 2-2
€.872C>T; p.Thr291Met og 2-3
NR4A3 NM_006981: 0,00014 16,01 Analyse av 3-1
c.1578C>G; p.Ser526Arg identifiserte gen
PDZRN3 | NM_001303139: Ikkje 25,6 Familieanalyse 2-1,2-2
€.1362C>G; p.Serd54Arg | observert fgr og 2-3
TNFAIP2 | NM_006291: Ikkje NA Familieanalyse 2-1,2-2
€.1240C>G; p.GIn414Glu | observert fgr og 2-3
AGXT2 NM_001306173: Ikkje 13,9 de novo-analyse 4-1
€.703C>T; p.Pro235Ser observert fgr
NOS3 NM_001160109: 0,00003 33 Angiogeneseliste | 1-1
c.1684G>A; p.Glu562Lys
ITGAV NM_001145000: Ikkje 26,8 Angiogeneseliste | 1-1
c.1313A>T; p.Asn438lle observert fgr
FGFR3 NM_000142: Ikkje 25,3 Angiogeneseliste | 3-1
¢.1136A>G; p.Tyr379Cys observert fgr
GBR7 NM_001030002: 0,00089 32 Autozygote 1-1
c.869G>A; p.Arg290His omrade

3.4.1. Familiebasert analyse

| den familiebaserte analysen (kapittel 2.6.2.) blei det identifisert 28 ulike variantar i 28 gen som alle
dei tre familizere pasientane hadde felles. Alle dei 28 variantane blei vurdert basert pa varianttype,
populasjonsfrekvens, prediksjon av skadelegheitsgrad og genet sin funksjon, og etter denne
vurderinga stod tre gen igjen som interessante gen; NR4A3, PDZRN3 og TNFAIP2 (tabell 3.4).

| genet NR4A3 (nuclear receptor subfamily 4 group A member 3) blei det identifisert ein variant
(NM_006981: c.872C>T; p.Thr291Met) i posisjonen 102591196 pa kromosom 9. «Popmax» i gnomAD
og CADD-verdien er vist i tabell 3.4, og varianten blei i tillegg predikert til 4 vera skadeleg av tre andre
predikasjonsverktgy. Det er vist at NR4A3 paverkar produksjonen av oksygenradikalar (ROS) i
vaskulaere glatte muskelceller (VSMC).13” Det er ogsa vist at overuttrykking av NR4A3 forer til storre
grad av danning av neointima etter skade pd blodarene.!3®

| genet PDZRN3 (PDZ domain containing ring finger 3) blei det identifisert ein variant
(NM_001303139: ¢c.1362C>G; p.Ser454Arg) i posisjonen 73433449 pa kromosom 3. «Popmax» i
gnomAD og CADD-verdien er vist i tabell 3.4, og varianten blei i tillegg predikert til 4 vera skadeleg av
fem andre prediksjonsverktgy. Det er vist at PDZRN3 spelar ei rolle i retningsbestemt og koordinert
forlenging av endotelceller,’*® og at det regulerer vaskulaer permeabilitet.'*°

| genet TNFAIP2 (TNF alpha induced protein 2) blei det identifisert ein variant (NM_006291:
€.1240C>G; p.GIn414Glu) i posisjonen 103597429 pa kromosom 14. «Popmax» i gnomAD og CADD-
verdien er vist i tabell 3.4, og eit anna prediksjonsverktgy predikerte den til a vera skadeleg. Ein
studie har vist at uttrykket av TNFAIP2 er auka under danninga av kapillaerrgyr-strukturar ,'** og det
er seinare vist at TNFAIP2 spelar ei rolle i angiogenese.*?
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3.4.2. De novo-analyse

| de novo-analysen (kapittel 2.6.3.) blei det identifisert fire ulike variantar i fire gen med eit sannsyn
for a vera ekte de novo >0,99. Dei fire variantane blei vurdert basert pa varianttype,
populasjonsfrekvens, prediksjon av skadelegheitsgrad og genet sin funksjon, og etter denne
vurderinga stod eit gen igjen som interessant gen. Det genet var AGXT2 (tabell 3.4), og dette vil bli
beskrive under. Dei andre gena er beskrive i tabell 3.5 og blei ekskludert pa ulike grunnlag.
TMPRSS11E blei ekskludert grunna varianttype, som var UTR5. KLHL24 og DMC1 blei ekskludert fordi
dei hadde ein funksjon som ikkje kunne koplast til sjukdomsmekanismane for MMD.

| genet AGXT2 (alanine-glyoxylate aminotransferase 2) blei det identifisert ein variant med eit
sannsyn for a vera ekte de novo pa 0,9994. Varianten (NM_001306173: ¢.703C>T; p.Pro235Ser) var i
posisjonen 35032903 pa kromosom 5. «Popmax» i gnomAD og CADD-verdien er vist i tabell 3.4, og
varianten blei i tillegg predikert til 3 vera skadeleg av to andre prediksjonsverktgy. Det er vist at
AGXT2 er viktig i metabolismen av asymmetric dimethylarginine (ADMA),* eit molekyl som kan
hindra funksjonen til enzym som er viktige i angiogenese.'*

Tabell 3.5: Variantar identifisert i de novo-analysen som ikkje blei att med vidare.

Frekvens
(gnomAD, CADD-
Gen Varianttype Variant «popmax») | verdi Genfunksjon
KLHL24 Eksonisk, NM_001349415: | Ikkje 36 GoF i startkodon assosiert
stopgain ¢.C364T,; observert med veikskap i huda og
p.Q122X for dilatert kardiomyopati.}*®
DMC1 Eksonisk, NM_001278208: | 0,00007 28,7 Viktig for DNA-
ikkje- c.G310A; rekombinasjon i
synonym p.G104R meiose.4®
TMPRSS11E | UTR5 NM_014058: 0,00004 10,99 Kan ha funksjonar i
c.-34C>T epidermis, oralt og

reproduktivt epitel.2¥

3.4.3. Analyse basert pa kandidatgen fra litteratur

| analysen basert pa kandidatgen fra litteraturen (kapittel 2.6.4.) blei det identifisert 22 variantari 11
gen. Tre av variantane var delt av to pasientar og to av variantane var delt av tre pasientar. Av desse
11 gena var det fem som berre var kaukasiske kandidatgen, fem som berre var asiatiske kandidatgen
og eit som var bade kaukasisk og asiatisk kandidatgen. Etter vurdering basert pa varianttype,
populasjonsfrekvens og prediksjon av skadelegheitsgrad var det ingen av variantane som stod igjen
som interessante variantar.

3.4.4. Analyse basert pd kandidatgen fra angiogeneseliste

| analysen basert pa kandidatgen fra angiogeneseliste (kapittel 2.6.4.) blei det identifisert 61
variantar i 35 gen. 14 av variantane var delt av to pasientar og fem av variantane var delt av tre
pasientar, men alle desse fem av delt av dei familizere pasientane. Etter vurdering basert pa
varianttype, populasjonsfrekvens og prediksjon av skadelegheitsgrad stod tre gen igjen som
interessante gen; NOS3, ITGAV og FGFR3 (tabell 3.4). Alle desse gena blei identifisert i sporadiske
pasientar. For kvart av gena hadde minst ein pasient ein eksonisk og ikkje-synonym variant i genet,
og for nokre av gena hadde same og/eller andre pasientar ein intronisk variant i genet i tillegg. Det
blei ikkje identifisert same eksoniske variant for fleire av pasientane i desse gena, men nokre
pasientar hadde same introniske variant.
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| genet NOS3 (nitric oxide synthase 3) blei det identifisert to variantar; ein eksonisk og ein intronisk
variant. Ein pasient (MMD-1-1) hadde bade den introniske varianten og den eksoniske varianten,
medan ein anna pasient (MMD-4-1) berre hadde den introniske varianten. Den introniske varianten
hadde lag kvalitet og vil ikkje blir beskrive vidare. Den eksoniske varianten (NM_001160109:
€.1684G>A; p.Glu562Lys) var i posisjonen 150699324 pa kromosom 7. «Popmax» i gnomAD og CADD-
verdien er vist i tabell 3.4, og varianten blei i tillegg predikert til & vera skadeleg av fem andre
prediksjonsverktgy. Det er vist at NOS3 spelar ei viktig rolle i VEGF-indusert angiogenese og vaskulaer
permeabilitet.’*® NOS3 er ein nitrogenoksid-syntase og dannar nitrogenmonooksid (NO), eit molekyl
som er viktig for angiogenese.'*®

| genet ITGAV (integrin subunit alpha V) blei det identifisert ein variant i ein pasient (MMD-1-1).
Varianten (NM_001145000: c.1313A>T; p.Asn438lle) var i posisjonen 187516732 pa kromosom 2.
«Popmax» i gnomAD og CADD-verdien er vist i tabell 3.4, og varianten blei i tillegg predikert til 3 vera
skadeleg av fem andre prediksjonsverktgy. ITGAV er ei alfa-subeining i integrin-familien, og kvar
integrin-reseptor bestar av ei alfa- og ei beta-subeining.*® Det er vist at samhandlinga mellom
alfaVbeta3-integrin og VEGFR2 er ein viktig prosess for angiogenese.*!

| genet FGFR3 (fibroblast growth factor receptor 3) blei det identifisert fire variantar; ein eksonisk
variant (hos MMD-3-1), to introniske variantar (ein hos MMD-3-1 og ein hos MMD-2-2 og MMD-2-3)
og ein UTR3-variant (hos MMD-1-1). Den eksoniske varianten er den einaste som vil bli beskrive her
og denne varianten (NM_000142: c.1136A>G; p.Tyr379Cys) var i posisjonen 1806117 pa kromosom
4. «Popmax» i gnomAD og CADD-verdien er vist i tabell 3.4, og varianten blei i tillegg predikert til 3
vera skadeleg av sju andre prediksjonsverktg@y. Det er vist at signal via diverse FGFR er ein viktig
regulator for vaskulaer utvikling.'>? Det er ogsa vist at FGFR3 fremmer angiogenese i blant anna

leverkreft.1>3

3.4.5. Analyse av autozygote omrade

| analysen av autozygote omrade (kapittel 2.6.5.) blei det identifisert ein pasient med slike omrade i
eksomet sitt, og dette var pasient MMD-1-1. | analysen av desse omrada blei det identifisert 15
variantar i 15 gen. Etter vurdering basert pa varianttype, populasjonsfrekvens, prediksjon av
skadelegheitsgrad og genet sin funksjon, stod eit gen igjen som interessant; GRB7.

| genet GRB7 (growth factor receptor bound protein 7) blei det identifisert ein variant
(NM_001030002: c.869G>A; p.Arg290His) i posisjonen 37900873 pa kromosom 17. Pasienten som
hadde denne varianten var homozygot for varianten. «Popmax» i gnomAD og CADD-verdien er vist i
tabell 3.4, og varianten blei i tillegg predikert til 4 vera skadeleg av fem andre prediksjonsverktgy.
Sjglv om varianten var observert i gnomAD, var den ikkje observert homozygot tidlegare. Det er vist
at GRB7 spelar ei rolle i signalvegar involvert i cellemigrering,'>* blant anna gjennom eit kompleks
med FAK.*>®

3.4.6. Analyse av kandidatgen med funn i minst ein pasient

| analysen basert pa allereie identifiserte gen (kapittel 2.6.6.) blei det identifisert 14 variantar i 9 gen.
Av desse var det berre ein ny variant som ikkje var identifisert tidlegare. | genet NR4A3, som blei
identifisert i familieanalysen, blei det identifisert ein variant hos MMD-3-1. Varianten (NM_006981:
€.1578C>G; p.Ser526Arg) var i posisjonen 102609842 pa kromosom 9. «Popmax» i gnomAD og CADD-
verdien er vist i tabell 3.4, og varianten blei i tillegg predikert til 3 vera skadeleg av tre andre
prediksjonsverktay.
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4.  Diskusjon

4.1. Kliniske observasjonar av skandinaviske pasientar

Det er beskrive fleire ulikskapar mellom asiatisk og kaukasisk MMD, og vare pasientar har mange
likskapar med den kaukasiske pasientgruppa. Pasienttalet i denne studien er sa lagt at det ikkje kan
ekstrapolerast til skandinaviske pasientar generelt, og det er heller ikkje gjort noko kvantitative
analysar. Det kan imidlertid vera vanskeleg a definera etnisitet. | denne studien blei pasientane
definert som skandinaviske basert pa deira gjengiving av si familiehistorie.

Det er likevel formalstenleg med ei samanlikning mellom vare pasientar og andre studiar av
kaukasiske pasientar da det er beskrive sa fa kaukasiske pasientar med MMD at alle tilskot av kliniske
data er viktig. Av dei fa studiane som beskriv kaukasiske pasientar er det ingen som beskriv
skandinaviske pasientar, utanom ein studie som beskriv finske pasientar med MMD. ¢ | tillegg
beskriv dei fleste kaukasiske studiane moyamoya angiopati, eit omgrep som inkluderer bade MMD
og moyamoya syndrom. Det at det ikkje er eit klart skilje mellom desse er problematisk, dd@ MMD og
moyamoya syndrom er antatt a ha ulike arsaker for moyamoya fenomenet.

Kaukasisk MMD har ikkje den typiske binomiale aldersdistribusjonen for symptomstart som asiatisk
MMD har, og denne var ogsa fraverande for pasientane i denne studien. Pasientane vare hadde ein
gjennomsnittleg alder ved symptomstart pa 25 ar (12-42 ar), noko som er lagare enn det andre
studiar har rapportert, som er mellom 31 og 33 &r.%% ®1 Vare resultat er likevel naerare kaukasiske
studiar enn asiatiske studiar med binomial distribusjon. Blant vare pasientar var det fem kvinner og
berre ein mann. Dette er foreinleg med kvinnedominansen bland kaukasiske pasientar.®! Alle vare
pasientar har hatt TIA og/eller hjerneslag og ingen av dei har hatt hjerneblgding. Dette samsvarar
godt med at hjerneblgding er sjeldan hos kaukasiske pasientar.®! Tidlegare studiar har imidlertid
beskrive ein liten andel pasientar med hjerneblgding,®! men det blei ikkje funne her.

Av vare pasientar var tre i same familie og tre var sporadiske. Dette er ein mykje stgrre andel
familizere pasientar enn i andre studiar. Dette skyldast antakeleg fa pasientar og rekrutterings-
metode. Studien har fa pasientar og blant dei fire pasientane som blei behandla ved OUS hadde ein
familiemedlemmer med MMD. Desse familiemedlemmane blei deretter rekruttert giennom denne
pasienten. Nar det i utgangspunktet var sa fa pasientar vil det at ein av pasientane tilfeldigvis har
familiemedlemmar med sjukdommen gjere at denne familien blir ein stor del av studien.
Tilfeldigheitar grunna fa pasientar kan ogsa vera grunnen til dei andre observasjonane som avviker
fra andre kaukasiske pasientar med MMD.

4.2. Avgrensingar ved eksomsekvensering

Alle metodar har sine avgrensingar, og dette inkluderer ogsa WES. | dette kapittelet vil desse
avgrensingane bli diskutert, og dei er delt opp i tekniske avgrensingar og biologiske avgrensingar.
Tekniske avgrensingar er avgrensingar som har direkte med metoden a gjera, medan biologiske
avgrensingar er avgrensingar som har med underliggande biologi a gjera.

4.2.1. Tekniske avgrensingar

WES har fleire tekniske avgrensingar som kan gjera at enkelte omrader av eksomet blir darlegare
dekka og at variantar ikkje blir oppdaga. Det er avgrensingar i alle stega av prosessen, bade under
eksom-prepareringa, sekvenseringa, sekvenssamanstillinga og variantbestemminga.
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Under eksom-prepareringa blir eksomet henta ut av genomet og opprika. | denne prosessen blir
mesteparten av eksomet henta ut og det er estimert at over 90% av malbasane blir dekka >10X.2! Det
er imidlertid ein risiko for @ mista omrader i eksomet i laupet av prosedyren. Under prepareringa blir
det gjort fleire PCR-reaksjonar, og i desse kan korte sekvensar fort bli ein st@grre andel av eksom-
biblioteket d& desse lettare blir amplifisert.?®” Det er spesielt vist at GC-rike omrade ofte vert mista
og difor far 1dgare sekvenseringsdekking.®” Det er difor viktig & ikkje kgyre fleire PCR-syklusar enn
ngdvendig. Det er ogsa viktig & vera klar over at malomrada som blir henta ut er basert pa databasar
over eksomsekvensar, og det er mogleg at desse databasane ikkje inneheld alle dei kodande omrada

i genomet. Om den sjukdomsframkallande varianten ligg i eit slikt omrade vil den ikkje bli oppdaga
ved hjelp av WES.

Sekvenssamanstilling byr pa fleire utfordringar. Hovudutfordringa er lengda pa sekvensane som skal
samanstillast til det humane referansegenomet. Desse sekvensane er relativt korte, og korrekt
samanstilling kan difor vera utfordrande. Dette er spesielt vanskeleg for repetitive delar av genomet,
pseudogen og ulike gen innanfor same genfamilie. Dette er fordi desse typane av omrade har
liknande sekvensar mange stadar i genomet, og det er vanskeleg a vita kvar i genomet sekvensen
hgyrer til.

For a fa palitelege resultat er det viktig med ein tilfredsstillande sekvenseringsdjupne. Det er bade
viktig at den gjennomsnittlege sekvenseringsdjupna er god og at sekvenseringsdjupna er god over
alle variantar i heile eksomet. Om sekvenseringsdjupna er for lag er det fare for feil under
variantbestemming. | denne studien blei det oppnadd ein god sekvenseringsdjupne, med eit
gjennomsnitt pa 209X over alle prgvane. Det er difor lite sannsynleg at I1ag sekvenseringsdjupna
skapa eit problem for variantbestemminga i denne studien, og resultata av dei seinare analysane kan
difor sjaast pa som palitelege.

4.2.2. Biologiske avgrensingar

WES kan ikkje oppdaga alle typar endringar i eksomet/genomet, og dette gjeld spesielt store,
strukturelle endringar og endringar som ikkje ligg i eksomet. Strukturelle endringar inkluderer store
indels, duplikasjonar av gen, kopinummervariantar (CNV) og omorganisering av kromosomet. Desse
endringar er for store til at dei kan oppdagast ved hjelp av WES. Dette er fordi dei er stgrre enn
leselengda til sekvenseringsprosedyren (150 bp). Om ein skulle ha oppdaga desse matte ein gjort
genomsekvensering med djup leselengde, lengre leselengde og spesialiserte bioinformatiske
program.2® Teknologiar med lengre leselengde blir no ogsa utvikla, sdkalla «long reads», og desse kan
i stgrre grad oppdaga variasjon som spenner over eit stort omrade p& genomet.'®

CNV er variantar der ein sekvens blir repetert eit visst tal gongar. Sekvensen som blir gjentatt kan
vera alt frd 2-3 bp lang til heile gen og stgrre omrade.> 2 Talet pa repetisjonar varierer mellom
individ. Variasjon i talet pa repetisjonar er ofte observert der sjukdommen debuterer i yngre alder
hos affiserte barn av affiserte foreldre. Dette er ein av mekanismane som kan fgra til anticipation.
Det skyldast at talet pa repetisjonar er ustabilt, og dermed er det ein sjanse for at barnet far fleire
repetisjonar og tidlegare debut av sjukdommen. Denne mekanismen blir ogsa kalla ekspansjon og er
godt kjent for til dpmes Huntington’s sjukdom.? For MMD er det beskrive nokre tilfelle av
anticipation,’®® og det blei ogsa observert i familien i denne studien, der begge barna hadde ein
tidlegare sjukdomsdebut enn mora. Slike endringar kan ikkje oppdagast ved hjelp av metodane brukt
i denne studien, men det er av interesse a undersgka denne familien for CNV ved eit seinare hgve.

51



Ved WES undersgker ein berre dei variantane som ligg i eksomet, og dette er ofte fgremalstenleg da
det er estimert at om lag 85%*! av sjukdomsframkallande SNPs ligg i eksomet. Dette talet er
imidlertid noksa selektert, grunna stor grad av forsking pa sjukdomsframkallande variantar i eksomet
og mindre grad av forsking pa sjukdomsframkallande variantar andre stadar i genomet. | tillegg er
WES raskare og billegare enn WGS. Det er likevel slik at om lag 15% av sjukdomsframkallande SNPs er
estimert a ligga andre stadar i genomet, og desse variantane vil ikkje bli oppdaga ved bruk av
metodane i denne studien.

Det er fleire delar av det ikkje-kodande genomet som kan paverka proteina. Det kan til dgmes vera
variantar som endrar promotere eller enhancere. Om desse endringane gjer slik at
transkripsjonsfaktorar ikkje kan binde til promoteren eller enhanceren vil det paverka uttrykket av
genet sjglv om gensekvensen ikkje blir endra.® Dette kan i verste fall fgra til at proteinet ikkje blir
uttrykt og det kan forarsaka sjukdom. Ein anna type av ikkje-kodande variantar som kan endra
proteinet er variantar i intronet.'®® Desse variantane kan til dgmes introdusera eit spleisesete inni
intronet.'® Dette kan fgra til at mMRNA-et blir spleisa feil, og at proteinet dermed far ein anna
aminosyresekvens. Kva verknad dette far for proteinet avhenger av kor stor og kva endring varianten
forer til.

Somatisk variasjon er ein anna type variasjon som ikkje kan oppdagast ved metodane brukt i denne
studien. Det er vist at det oppstar nye variantar i genomet gjennom heile livet.® Det vil seie at ulike
celletypar har ulike variantar, og desse variantane som ikkje er felles for alle celler i kroppen blir kalla
somatiske variantar. | denne studien blei berre blodceller sekvensert, og det er difor ikkje mogleg a
oppdaga somatiske variantar i til dgmes blodarevevet i hjernen. Dette kunne vore interessant, men
blei ikkje gjort da det ikkje var tilgang pa relevant prgvemateriale. Det er ogsa vanskeleg a oppdaga
somatiske variantar i blodet. Dette er fordi oppdaging av somatiske variantar enten treng eit anna
vev og samanliknast med og/eller sekvensering med svaert hgg lesedjupne.® Av vére pasientar der
informasjonen var tilgjengeleg har alle bilateral MMD, altsd MMD pa begge sider, og dette gjer det
sannsynleg at det ikkje er snakk om somatisk variasjon hos pasientane i denne studien. Det er ogsa
lite sannsynleg at dette er tilfelle for dei familiaere pasientane, da somatiske variantar utanfor
kjpnnscellene ikkje blir arva.

4.3. Aspekt ved filtrerings- og analysestrategiar

4.3.1.  Sjukdomsframkallande variantar kan vera synonyme

Sidan variantar som ikkje endrar aminosyrerekkefglga i proteinet svaert ofte ikkje er skadelege blei
desse variantane vurdert i mindre grad. Det er likevel vist at nokre synonyme variantar kan fgra til
sjukdom, og at om lag 50 sjukdommar er assosiert med synonyme SNPs.2%! Eit dgme p3 dette er
sjukdommen Crohn’s sjukdom, der det er antyda at ein synonym SNP i eit gen er ein sannsynleg
kausal variant grunna endring i miRNA-basert regulering.®2 Om ein synonym variant er arsaka til
MMD vil den med stort sannsyn ikkje bli oppdaga med vurderingsgrunnlaga brukt i denne studien.

4.3.2.  Bruk av databasar over populasjonsfrekvensar

Under filtreringa av variantane blei det brukt offentlege databasar over populasjonsfrekvensar for a
filtrera vekk vanlege variantar og det var i hovudsak to databasar som blei brukt, gnomAD og
inHouse-databasen til OUS. | gnomAD blei frekvensparameteren «popmax» brukt, og dette gjer
generelt filtreringa betre.!®® Det kan tenkast at sidan alle pasientane var av skandinavisk opphav at
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det hadde vore best & berre bruke populasjonsfrekvensen til den europeiske populasjonen. Dette er
imidlertid ikkje ngdvendigvis tilfellet da hgg frekvens av ein variant i ein vilkarleg etnisitet gjer det
mindre sannsynleg at varianten er skadeleg. Dette gjer at bruk av «popmax» gjer filtreringa betre,
ved at den i st@rre grad lukar ut variantar som er vanlege og dermed mest sannsynleg ikkje
skadelege.

163

inHouse-databasen til OUS inneheld i hovudsak norske individ, og sjglv om mange av dei har
sjukdommar er desse sjukdommane antatt a ikkje vera relatert til MMD. gnomAD har ikkje in eigen
kategori for norske individ og inHouse-databasen gir difor eit godt tilskot til «xpopmax»-kategorien i
gnomAD. A berre bruke inHouse-databasen ville derimot ikkje vore bra. Dette er fordi den inneheld
relativt fa individ og individa den inneheld er ei noksa homogen gruppe. Denne databasen aleine er
difor ikkje eit godt verktgy for a vurdera variantane pa populasjonsfrekvens.

Bruken av desse databasane er svaert nyttig, men det er viktig a vera klar over avgrensingane til
bruken av slike databasar. Ein kan ikkje anta at desse databasane inneheld sekvensar berre fra friske
individ, og databasane vil difor ogsé innehalde skadelege variantar.'*3 Dette er spesielt viktig & vera
klar over for sjukdommar som debuterer i vaksen alder og/eller har |ag penetrans, slik som MMD.
Sidan databasane inneheld sekvensar fra individ i ulik alder vil tilsynelatande friske unge individ
kunne ha variantar som gjer at dei utviklar sjukdommar seinare i livet. Det er difor viktig a ikkje
utelukka alle variantane som finst i databasane, men sette ein grundig vurdert grenseverdi for kor
vanleg ein tillet at ein sjukdomsframkallande variant er.

Bestemming av grenseverdien bgr basera seg pa fleire ting, blant anna arvemgnster og prevalens av
sjukdommen. Ved recessiv arv vil ein kunne tillata ein hggare populasjonsfrekvens for skadelege
variantar enn ved dominant arv. Dette er fordi databasane da ogsa inneheld berarar av
sjukdomsallelet som ikkje er affisert. Ved monogen, dominant arv vil ein ikkje forventa at ein
sjukdomsframkallande variant er vanlegare i ein populasjon enn prevalensen for sjukdommen i
populasjonen, og grenseverdien kan difor setjast ved om lag same frekvens som prevalensen. For
MMD ligg prevalensen pa 0,006-0,016% i Japan og Korea,*” 3° og for kaukasiske pasientar er den s
lag at det ikkje er rapportert palitelege tal. Dette gjer at ein dette tilfellet kan og bgr sette
grenseverdien lagt. Om ein skadeleg variant likevel er vanlegare i databasen enn grenseverdien som
er sett, vil denne varianten bli oversett med filtreringsstrategiane og vurderingsgrunnlaga brukt i
denne studien.

4.3.3.  Bruk av prediksjonsverktgy

Det er anbefalt a bruka fleire prediksjonsverktgy samtidig, men dette vil ikkje seie at styrken til
prediksjonen til dgmes er dobbelt sa stor ved bruk at to presisjonsverktgy som ved bruk av eit.
Verktgya brukar liknande strategiar for a predikera verknaden av ein baseendring, og dei kan difor
ikkje bli sett pa som uavhengige. Nar det er sagt, vil det likevel Ignne seg a bruke fleire verktgy og
samanlikna prediksjonen fra ulike verktgy. Dette er fordi dess fleire verktgy som gir den same
prediksjonen, dess stgrre er sannsynet for at denne prediksjonen er riktig. Det er ogsa viktig @ merke
seg at dette er prediksjonsverktgy og at ein ikkje skal stole blindt pa svara desse verktgya gir.

Sidan dette er prediksjonsverktgy er det mogleg at den sjukdomsframkallande varianten ikkje blir
predikert til & vera skadeleg for proteinet. Om ingen av prediksjonsverktgya predikerer ein variant
som skadeleg vil det vera lite sannsynleg at den er skadeleg, men om den mot forventing skulle vera
skadeleg vil det grunna prediksjonen vera liten interesse for denne. Dette gjer at desse
prediksjonsverktgya i tillegg til 3 gi god informasjon om moglege skadelege variantar ogsa kan bidra
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til at faktiske sjukdomsframkallande variantar blir oversett. Ein skal difor bruke desse verktgya med
omhug, sjglv om dei er til stor hjelp ved a redusera talet pa interessante variantar.

4.4. Biokjemisk tolking av variantane i kandidatgena

Kandidatgena som blei valt ut var NR4A3, PDZRN3, TNFAIP2, AGXT2, NOS3, ITGAV, FGFR3 og GBR7. Ei
oversikt over desse gena og kva pasientar dei blei observert i er vist i tabell 3.4 i kapittel 3.4. | dette
kapittelet vil den biokjemiske konsekvensen av aminosyreendringa for kvar variant blir diskutert.
Funksjonen til gena er kort beskrive i kapittel 3.4 og vil bli beskrive i meir detalj i kapittel 4.5.

4.4.1. NR4A3

| NR4A3 blei det observert to variantar, p.Thr291Met og p.Ser526Arg. Begge variantane var observert
i gnomAD tidlegare, noko som senker sannsynet for at dei er skadelege. Dei var imidlertid observert
med lag frekvens, og dette gjer det mogleg at dei likevel er skadeleg, spesielt med tanke pa at det er
beskrive redusert penetrans for MMD. Variantane vil no bli diskutert kvar for seg.

Varianten p.Thr291Met blei observert hos alle dei tre familizere pasientane, MMD-2-1, MMD-2-2 og
MMD-2-3. Endringa fra treonin til metionin fgrer til ei endring fra ei polar til ei upolar aminosyre.
Denne endringa kan paverka proteinet sin evne til a binde til andre protein og molekyl. Det kan ogsa
endra den tertiaere strukturen til proteinet, bade ved at dei tar opp ulik plass i rommet og at dei bind
ulikt til naerliggande aminosyrer. Den hgge CADD-verdien og andre prediksjonar tyder pa at endringa
paverkar proteinet, og at minst ein av forklaringane over er tilfellet.

Varianten p.Ser526Arg blei observert i pasient MMD-3-1. Endringa fra serin til arginin fgrer til at ei
lita polar aminosyre blir bytta ut med ei stor basisk aminosyre. Dette er ei stor endring som bade kan
paverka bindinga til andre protein eller molekyl og den tertizere strukturen til proteinet. Det tertizere
strukturen kan bli paverka bade av at det kjem inn ei aminosyre som tar stgrre plass og ved at den
nye aminosyra bind annleis til naerliggande aminosyrer. Den middels hgge CADD-verdien og andre
prediksjonar antydar at endringa har ein effekt, men at denne effekten ikkje er s alvorleg som
endringa ved fgrste augekast tilseier. Dette kan forklarast med at endringa er i utkanten av proteinet
og/eller at den er i ein ikkje-funksjonell del av proteinet.

4.4.2. PDZRN3

| PDZRN3 blei varianten p.Ser454Arg observert i pasientane MMD-2-1, MMD-2-2 og MMD-2-3. Dette
er same aminosyreendring som varianten p.Ser526Arg i genet NR4A3, og blir difor ikkje diskutert om
igjen her. Sja kapittel 4.4.1. for diskusjon av denne aminosyreendringa. Den hgge CADD-verdien og
andre prediksjonar talar for at varianten er skadeleg. Varianten er ikkje observert tidlegare, noko
som gjer det meir sannsynleg at den er skadeleg enn om den hadde vore vanleg i normalbefolkninga.

4.4.3. TNFAIP2

| TNFAIP2 blei varianten p.GIn414Glu observert i pasientane MMD-2-1, MMD-2-2 og MMD-2-3.
Glutamin og glutaminsyre er like store, og endringa fra glutamin til glutaminsyre fgrer til ei endring
fra ei polar aminosyre til ei sur aminosyre. Dette er ikkje ei veldig drastisk endring, noko som blir
spegla av fa skadelege prediksjonar. Varianten er imidlertid ikkje observert i gnomAD tidlegare, noko
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som gjer det meir sannsynleg at den er skadeleg enn om den hadde vore vanleg i normalbefolkninga,
men det er ogsa mogleg at varianten er sjeldan og tolerert.

4.4.4. AGXT2

| AGXT2 blei varianten p.Pro235Ser observert i pasient MMD-4-1. Endringa fra prolin til serin fgrer til
ei endring fra ei upolar aminosyre til ei polar aminosyre. | tillegg er serin litt mindre enn prolin. Dette
kan i noko grad endra den tertizere strukturen til proteinet, men det paverkar i stgrre grad
interaksjonen med andre protein/molekyl. Varianten har ein middels stor CADD-verdi, og er elles
predikert til  vera skadeleg av eit mindretal av prediksjonsverktgya brukt i denne studien. Dette er
ein indikasjon pa at endringa har noko, men moderat, paverknad pa funksjonen til proteinet.
Varianten er ikkje observert tidlegare, noko som gjer det meir sannsynleg at den er skadeleg enn om
den hadde vore vanleg i normalbefolkninga.

4.4.5. NOS3

| NOS3 blei varianten p.Glu562Lys observert i pasient MMD-1-1. Det blei i tillegg observert ein
intronisk variant, men denne vil, som beskrive i kapittel 3.4.4., ikkje bli diskutert vidare. Endringa fra
glutaminsyre til lysin fgrer til ei endring fra ei sur til ei basisk aminosyre. Aminosyrene har ikkje sa
stor skilnad i storleik, men dei ha stor skilnad i eigenskapar. Denne endringa vil kunne paverka
bindinga til andre protein eller molekyl i stor grad. Den kan ogsa endra den tertizere strukturen, da
bindinga til naerliggande aminosyrer vil endra seg. Den hgge CADD-verdien og andre prediksjonar er
ein indikasjon pa at varianten har ein effekt pa funksjonen til proteinet. Varianten er observert
tidlegare, men har ein lag frekvens i gnomAD. Den lage frekvensen er foreinleg med tanken om at
varianten er skadeleg.

4.4.6. ITGAV

| ITGAV blei varianten p.Asn438lle observert i pasient MMD-1-1. Endringa fra asparagin til isoleucin
er ei endring fra ei polar til ei upolar aminosyre. Denne endringa kan ha konsekvensar for proteinet,
da den kan forstyrra bindingar som er avhengige av ei polar aminosyre, bade bindingar innad i
proteinet og bindingar med andre molekyl/protein. Den hgge CADD-verdien og andre prediksjonar
talar for at denne endringa faktisk er skadeleg og paverkar funksjonen til proteinet. Varianten er ikkje
observert tidlegare, noko som gjer det meir sannsynleg at den er skadeleg enn om den hadde vore
vanleg i normalbefolkninga.

4.4.7. FGFR3

| FGFR3 blei varianten p.Tyr379Cys observert i pasient MMD-3-1. Det blei i tillegg observert nokre
variantar utanfor eksona, men dei vil ikkje bli diskutert i detalj her. Endringa fra tyrosin til cystein
fgrer til ei endring fra ei stor polar aminosyre til ei lita og upolar aminosyre. Dette kan fgra til endring
i bindinga til andre protein eller molekyl. Det kan ogsa endra tertizerstrukturen til proteinet, bade ved
at cystein tar mindre plass, men ogsa ved at cystein kan danna svovelbruer med andre cystein i
nzrleiken. Den hgge CADD-verdien og andre prediksjonar talar for at endringa paverkar funksjonen
til proteinet. Varianten er ikkje observert tidlegare, noko som gjer det meir sannsynleg at den er
skadeleg enn om den hadde vore vanleg i normalbefolkninga.
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4.4.8. GBR7

| GRB7 blei varianten p.Arg290His observert i pasient MMD-1-1. Bade arginin og histidin er basiske og
noksa stor aminosyrer, men arginin er langstrakt og histidin er ringforma, noko som gjer at dei tar
opp ulik plass i proteinet, og endringa kan dermed fgre til noko endring i tertizerstrukturen til
proteinet. Den hgge CADD-verdien og andre prediksjonar tyder pa at endringa er skadeleg. Varianten
er observert i gnomAD, men pasienten var homozygot for denne varianten, og den er ikkje observert
homozygot i gnomAD. Dette kan tyda pa at varianten er tolerert i heterozygot form, men skadeleg
om den opptrer homozygot.

4.5. Reaksjonsvegar kandidatgena er involvert i og funksjonen til kandidatgena
Fleire av kandidatgena hadde funksjonar i same reaksjonsveg, eller reaksjonsvegar som kan koplast
saman, og ei oversikt over desse er vist i figur 4.1. Reaksjonsvegane kan delast inn i integrin-
reaksjonsveg, NO-avhengig reaksjonsveg og ROS-avhengig reaksjonsveg. NO er eit molekyl som er
viktig for angiogenese og star i sentrum i alle reaksjonsvegane. | dette kapittelet vil desse
reaksjonsvegane bli beskrive og diskutert med tanke pa kva funksjon kandidatgena har og korleis
dette kan koplast til sjukdomsmekanismen i MMD. Alt som blir beskrive i dette kapittelet er
spekulasjonar og nye hypotesar, da det grunna det lage talet pa pasientar i denne studien ikkje er
mogleg a gi nokre sikre svar.
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Figur 4.1: Oversikt over moglege samanhengar mellom nokre av kandidatgena identifisert. Desse
samanhengane er ikkje ngdvendigvis godt etablert, men er identifisert gjennom ulike artiklar. Firkant
indikerer gen, sirkel indikerer molekyl. Kandidatgena har mgrk grgn farge, medan lys grgn farge
indikerer eit molekyl eller protein som er viktig for samanhengen mellom kandidatgena. Under kvart
kandidatgen er det informasjon om kva pasient varianten er observert i. Pilene viser korleis gena og
molekyla verkar pa kvarandre. Forkortingar: ROS: oksygenradikalar; ADMA: asymmetric
dimethylarginine; NO: nitrogenmonooksid.

4.5.1. Integrin-reaksjonsveg, ITGAV og GRB7

Integrin adhesjonsreseptorar er blant mange molekyl som er vist a bidra til utviklinga av det
vaskulaere systemet.1®* Integriner er dei viktigaste reseptorane for ekstracellulzere matriks (ECM)
protein, og er difor svaert viktige for celleadhesjonen til ECM.%* Remodellering av matriks er viktig for
angiogenese,'® og difor er integriner interessante som regulatorar av angiogenese. | tillegg er
reaksjonsvegar som involverer integriner viktige for mange andre prosessar involvert i
angiogenese.'® Integriner er ein del av mange kjende og basale reaksjonsvegar i cellene.®* Ein av
desse er PKB/Akt-reaksjonsvegen, som blant anna er med p& & stimulera produksjon av NO.* Kva
rolla NO spelar i angiogenese vil bli beskrive i kapittel 4.5.2.
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ITGAV er ein del av integrin-familien, og er blant anna ein del av integrinen alfaVbeta3. alfaVbeta3 er
ein av integrin-heterodimerane som er uttrykt i endotelceller.’>! Den er lavt uttrykt i kvilande
endotelceller (quiescent endothelial cells), men hggt uttrykt i endotelceller under angiogenese.
Dette tyder pa at alfaVbeta3 er ein viktig reseptor for angiogenese. Studiar tyder pa at alfaVbeta3
regulerer fleire viktige responsar under angiogenese, blant anna regulerer den VEGFR2-signalering.'>!
Det er imidlertid usikkert om alfaVbeta3 er ein positiv eller negativ regulator for angiogenese, da det
0gsd er vist at mus utan alfaVbeta3 blant anna har betra angiogeneserespons ved oksygenmangel.!6*
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GRB7 er med pa & stimulera cellemigrering.’>> Dette skjer ved at GRB7 samhandlar med FAK og at
dette komplekset er ein del av integrin-reaksjonsvegen.'> FAK er eit av molekyla som kan stimulera
fleire av integrin-reaksjonsvegane,®* og dette viser at GRB7 spelar ei rolle i integrin-reaksjonsvegar,
og at det er slik dette proteinet paverkar cellemigrering. Det er vist at endringar i GRB7 blant anna
svekker cellemigrering og celleadhesjonen til ECM,*** noko som igjen talar for at GRB7 har ein
funksjon i angiogenese.

Variantane i desse to gena var observert i pasient MMD-1-1. | tillegg hadde denne pasienten ein
variant i NOS3, som er viktig for reguleringa av NO-konsentrasjonen i cellene (kapittel 4.5.2.).1% Sidan
alle desse tre gena kan koplast til NO-regulering, kan det tenkast at det er kombinasjonen av
variantar i desse gena som forarsakar sjukdommen for denne pasienten.

4.5.2.  NO-avhengig reaksjonsveg, NOS3 og AGXT2

NO er eit fritt radikal med kort halveringstid som fungerer som eit intracellulert messenger-
molekyl.1®®> Reaksjonsvegen avhengig av NO fgrer til avslapping av muskelceller i blodareveggane.®
Sidan MMD har med blodareveggane a gjera, er protein som paverkar produksjonen og degraderinga
av NO interessante som kandidatgen for MMD. NO kan ogsa stimulera cellemigrering, og dette skjer
gjennom intergrin-reaksjonsvegar, som er beskrive i kapittel 4.5.1. | tillegg kan, som tidlegare nemnt,
integrin-reaksjonsvegar paverka produksjonen av NO. Det er imidlertid andre protein som i hovudsak
paverkar mengda NO i cellene, bland anna NOS3.

NO blir produsert av NO-syntaser (NOS).1% Det finst tre NOS, og det er i hovudsak NOS3 som star for
produksjonen av NO i endotel.®> Dette fgrer til at endringar i NOS3 er interessante som kandidatar
for sjukdommar i blodaresystemet. Det har vist seg at bade auka og minka produksjon av NO fgrer til
dysfunksjon i endotelet.!®> Dette tyder pa at badde LoF- og GoF-variantar i NOS3 kan forarsaka
sjukdom. NOS3 fungerer som ein dimer, og om denne dimeren ikkje blir danna korrekt kan NOS3
danne ROS i staden for NO. Dette vil bli beskrive meir i kapittel 4.5.3.

Aktiviteten til NOS3 kan bli direkte hemma av ADMA som kan binda seg til det aktive sete og dermed
hindra produksjon av NO.'® Dermed vil auka mengde av ADMA senka produksjonen av NO, som igjen
kan fgra til at NOS3 produserer ROS heller enn NO. AGXT2 er eit av to protein som kan degradera
ADMA, og dette genet har vist seg & paverka kardiovaskulaere sjukdommar.'*® Ein |gare aktivitet av
AGXT2 vil dermed auka konsentrasjonen av ADMA, som igjen vil senka den NO-produserande
aktiviteten til NOS3. Dermed kan AGXT2 indirekte paverka konsentrasjonen av NO, og dermed ogsa
angiogenese-prosessar avhengig av NO. Det er imidlertid slik at ogsa eit anna protein (DDAH) kan
degradera ADMA, ' og det kan dermed tenkast at aktiviteten til dette proteinet i noko grad kan
kompensera for manglande funksjon av AGXT2.

Variantane i gena NOS3 og AGXT2 blei observert i hgvesvis pasient MMD-1-1 og MMD-4-1. Som
nemnt tidlegare hadde pasient MMD-1-1 ogsa variantar i to andre gen og desse gena er involvert i
integrin-reaksjonsvegar. Dette er teikn pa at reaksjonsvegar som inkluderer NO kan vera viktige for
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utviklinga av MMD, og at variantar i ulike gen i desse reaksjonsvegane kan paverka utviklinga av
MMD. Det er tidlegare vist at endringar i genet GUCY1A3, som er hovudreseptoren for NO, fgrer til
MMD i nokre fa pasinetar.’® % | tillegg er det vist av pasientar med MMD har hggare konsentrasjon
av NO-metabolittar i cerebrospinalvaeske enn kontrollar utan MMD.®® Desse studiane styrker
mistanken om at regulering av NO er viktig for utviklinga av MMD.

4.5.3.  Gen som paverkar nivdet av ROS; NOS3 og NR4A3

Ein viss mengde ROS er viktig for funksjonar som cellesignalering og samantrekning av VSMC, men
for hgge mengder av ROS i cellene fgrer til oksidativt stress som kan fgra til sjukdommar i
kardiovaskulaert system.'3” 185 ROS kan oksidera ein av kofaktorane til NOS3, noko som fgrer til at
NOS3 ikkje kan danna dimeren som er avgjerande for NO-produksjonen.!®®> Mangel pa danning av
dimeren fgrer igjen til at NOS3 dannar meir ROS i staden for 8 danna NO.!% Dette vil altsd seie at ei
auking i konsentrasjonen av ROS bade senker produksjonen av NO og aukar produksjonen av ROS
ytterlegare.

NR4A3 har nyleg vist seg & paverka konsentrasjonen av ROS i VSMC.**” Ein studie har vist at eit auka
uttrykk av NR4A3 fgrte til ein auka produksjon av ROS gjennom auka uttrykk av NOX1, og at dette
forte til ein auka cellemigrasjon.®” Sidan auka uttrykk av NR4A3 aukar produksjonen av ROS kan det
ogsa tenkast at NR4A3 indirekte kan senka konsentrasjonen av NO, men dette er ikkje ein etablert
samanheng. Ein anna aspekt ved NR4A3 er at det er vist at auka uttrykk av NR4A3 fgrer til tjukkare
neointima og hggare prosent av stenose etter vaskulaer skade.'* Sjglv om denne studien undersgker
kva som skjer etter vaskulaer skade og ikkje utan skade, er resultata deira eit teikn pa at NR4A3 har
ein funksjon i oppretthalding av eit friskt vaskulzaert system. Det kan ogsa tenkast at pasientar med
MMD har fatt ein liten skade pa blodara, og at sjukdommen deretter er forarsaka av for hggt
uttrykka av NR4A3, men dette er vanskeleg a seie noko om utan funksjonelle studiar av dei spesifikke
variantane observert i denne studien.

Funksjonen til NR4A3 og NOS3 peiker igjen pa at produksjonen av NO i cellene er ein mekanisme for
MMD. Ein samanheng mellom NR4A3 og NO-produksjon er imidlertid ikkje etablert i forskingsmiljget,
men sidan begge har med ROS a gjera kan det tenkast at denne samanhengen berre ikkje er godt nok
undersgkt enda.

4.5.4.  Andre kandidatgen; FGFR3, TNFAIP2 og PDZRN3

Dei resterande kandidatgena kan ikkje koplast til ein felles reaksjonsveg pa same mate, men det har
for alle blitt vist at dei kan ha ein funksjon i angiogenese og/eller vaskulaer utvikling. FGFR3 er ein av
fleire reseptorar for ulike fibroblast growth factors (FGF-ar).1>? Det er vist at signalering gjennom FGF-
ar og FGF-reseptorar er ein viktig regulator for vaskulaer utvikling.’>> Denne studien viste imidlertid at
nedregulering av FGFR3 aleine ikkje hadde noko effekt, men at nedregulering av bade FGFR3 og
FGFR1 reduserte cellemigrering og cellespreiing.'>? Dette kan tyda pé at variantar i FGFR3 aukar
risikoen for utvikling av sjukdom, heller enn a vera ein monogen arsak. Ein anna studien har vist at
FGFR3 spelar ei rolle i kreft-angiogenese, '3 og dette gir auka tyngde til at FGFR3 spelar ein rolle i
angiogenese.

TNFAIP2 er eit gen som blir indusert av TNF-a.'*? Dette betyr at TNFAIP2 er ein del av nokre av
responsane til TNF-a. TNF-a har vist seg & vera viktig i inflammatorisk respons.*** TNFAIP2 er blant
anna indusert under danninga av kapillarrgyr-strukturar og uttrykt under angiogenese,*! noko som
tydar pa at TNFAIP2 har ein funksjon i angiogenese. Dette tyder ogsa pa at det er ein overlapp
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mellom gen indusert av TNF-a og gen indusert under angiogenese.'*! TNFAIP2 kan ogsa induserast av
andre molekyl, blant anna FGF-ar,'*? noko som gjer at det kanskje kan trekkast ei kopling mellom
TNFAIP2 og FGFR3, men dette er ikkje vist i noko forsking til no.

Ein studie har vist at PDZRN3 har ein funksjon i embryonal angiogenese gjennom a ha ein viktig rolle i
retningsbestemt og koordinert forlenging av endotelceller.!3 Denne studien viste ogsd at LoF av
PDZRN3 forte til defektar i vaskulaer forgreining i netthinna til mus etter fgdsel.*® Nokre av dei same
forskarane har seinare vist at PDZRN3 regulerer vaskulaer permeabilitet gjennom a regulera celle til
celle-forbindingar.'*° Dei viste blant anna at for hggt uttrykk av PDZRN3 auka permeabiliteten og
induserte blgding hos embryo.*® Sjglv om funksjonane til PDZRN3 ikkje like tydeleg kan koplast til
sjukdomsmekanismens til MMD viser desse studia at PDZRN3 har ein funksjon kopla til det vaskulaere
systemet. Det kan ogsa nemnast at MMD med hjerneblgding som symptom er vanleg blant vaksne
asiatiske pasientar, og dermed kan det tenkast at PDZRN3 har ein funksjon i utviklinga av MMD.
Hjerneblgding er imidlertid ikkje vanleg blant kaukasiske pasientar med MMD.

4.6. Kan hypotesane vera feil?

For at me skal kunna oppdaga genetisk arsak til MMD ma hypotesen var vera rett. Hypotesen er i
dette tilfellet at MMD har ein monogen og dominant arv. Dette vil seie at det er forventa a finne eit
felles sjukdomsframkallande gen hos alle tre pasientane i familien og at dei sporadiske pasientane
har ein de novo-variant som er sjukdomsframkallande. Det vil ogsa forsterka styrken i resultata om
fleire av pasientane har same variant eller ulike variantar i same gen. Det er imidlertid mogleg at
heile eller delar av denne hypotesen er feil, og om dette er tilfellet vil det svekke var moglegheit til &
oppdaga genetisk arsak til MMD.

4.6.1. Arvog miljg?

Ein del av hypotesen var er at MMD har ein monogen arv og dette er blitt vist i tidlegare studiar.”””
Den hgge andelen av sporadiske pasientar og det faktum at det er beskrive einegga tvillingar** der
berre ein av tvillingane har MMD nyanserer tanken om rein monogen arv. Det er difor framleis under
diskusjon kor stor paverknad genetiske faktorar har og kva som er bestemt av miljgfaktorar.

Det er godt kjent at genetiske faktorar spelar ei viktig rolle for utviklinga av MMD, men at dei ikkje
ngdvendigvis er einaste arsak.** Mange familizere tilfelle viser seg & vera polygeniske,** og ein ny
GWAS av nesten 1500 pasientar identifiserte heile 11 risikoloci for MMD.2* Denne studien taler i
retning av at fleire enn eit gen paverkar sarbarheita for a utvikla MMD. Ein anna hypotese er difor at
nokre personar har ein genetisk sarbarheit og at miljgfaktorar paverkar om dei far sjukdommen eller
ikkje.*

Ein del av hypotesen om monogen arv var at dei sporadiske pasientane hadde ein de novo-variant
som forarsaka MMD. Det var berre mogleg a inkludera foreldra til ein av dei tre sporadiske
pasientane, og dette fgrte til ein svakare analyse enn gnska. Dette avgrensa kva analysar som kunne
gjerast pa eksoma til desse pasientane og gjorde det at det var vanskelegare a oppdaga ein monogen
arsak hos desse pasientane. Sidan det verken kan bekreftast eller avkreftast at variantane funne i
desse pasientane er de novo er desse resultata meir usikre enn resultata fra de novo- og
familieanalysen. Det er ogsa vanskeleg a seie om variantane identifisert i dei sporadiske pasientane
er monogene arsaker eller om dei er ein del av ein multifaktoriell arv.
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Med tanke pa det Iage talet pa pasientar i studien hadde det vore ein styrke a samanlikna sikre de
novo-variantar med variantane identifisert i familieanalysen, spesielt sidan familieanalysen ikkje
identifisert ein tydeleg kandidatvariant. Sidan det ikkje blei identifisert ein klar kandidatvariant, men
heller fleire interessante variantar i familien kan det tenkast at det er multifaktoriell arv som er
forklaringa, men det at MMD sa tydeleg er arva fra mor til barn i denne familien taler imot dette. Det
kan tenkast at barna har arva fleire risikofaktorar og i tillegg har blitt utsett for miljgfaktorar, men da
det er snakk om sa mange faktorar i dette tilfelle er det lite sannsynleg at dette er forklaringa. Det er
meir sannsynleg at det i dette tilfellet er snakk om monogen arv, men at metodane i denne studien
ikkje klarte a identifisera den eine arsaka. Om det til dgme hadde blitt sekvensert friske
familiemedlem eller blitt gjort WGS kunne sannsynet for a finna arsaka vore hggare.

4.6.2. Ikkje dominant arv

Hypotesen var baserer seg ogsa pa at MMD har ein dominant arv. Det er tidlegare vist at MMD vert
nedarva dominant med redusert penetrans.” Redusert penetrans kompliserer arvemgnsteret da det
gjer at det ikkje er rein dominant arv. Dette gjer at sjukdommen kan «hoppa over» generasjonar og
at sannsynet for at barn av affiserte personar far sjukdommen er lagare, og sannsynet avhenger av
penetransen. Ved redusert penetrans kan ogsa friske personar ha varianten som forarsakar
sjukdommen, noko som gjer spesielt de novo-analysen vanskelegare. Ein anna kompliserande faktor
er variabel ekspresjon.

Det kan tenkast at ein av foreldra til sporadiske pasientar har ein sjukdomsframkallande variant, men
at variable ekspresjon fgrer til at sjukdommen har eit sa lite og utydeleg uttrykk hos foreldra at ein
diagnose ikkje er stilt. Dette er imidlertid lite sannsynleg da det ikkje er beskrive noko
sjukdomshistorie hos foreldra som kan likna pa MMD. Eit meir sannsynleg tilfelle er at foreldra til
sporadiske pasientar har ein sjukdomsframkallande variant, men at redusert penetrans har fgrt til at
MMD ikkje kjem til uttrykk hos foreldra. Om dette er tilfelle vil varianten bli filtrert vekk og vil ikkje bli
oppdaga. Sidan redusert penetrans er beskrive for MMD kan det ikkje utelukkast at den sanne
sjukdomsframkallande varianten er filtrert vekk i dette tilfellet.

Eit anna arvemgnster som gjer at ein sjukdom berre dukkar opp i ein generasjonar er recessiv arv.
Redusert penetrans er beskrive for MMD,” men det kan det tenkast at det ikkje er redusert
penetrans, men heller recessiv arv, sidan begge desse arvemgnstra senker sjansen for a arva ein
eigenskap. Sidan dei fleste menneske far fa barn, vil tilfeldigheitar spela ei rolle i kor mange av barna
som arva ein eigenskap, uavhengig av arvemegnster. Studien som beskriv arvemgnsteret for MMD
hadde noksa fa pasientar og det er dermed mogleg at det er tilfeldigheitar som gjer at dei landar pa
dominant arv med redusert penetrans og ikkje recessiv arv. Recessiv arv kan ogsa forklara andelen
med sporadiske pasientar, da desse med recessiv arv ikkje ngdvendigvis er sporadiske, men at
foreldra deira er berarar av eit recessivt allel. Det er imidlertid ikkje observert noko stor grad av
affiserte sysken og friske foreldre for MMD, noko som er vanleg med recessiv arv, og dette taler imot
at MMD blir arva recessivt.

4.6.3. Genetisk heterogenitet: Ikkje felles drsak blant pasientane

Om me hadde funne ein felles genetisk arsak hos alle pasientane ville dette gitt stgrre styrke til
resultata, men det er ogsa mogleg at ein eventuell genetisk arsak ikkje er lik for alle pasientane.
Mekanismen for utviklinga av MMD er enda ikkje kjent,*® og dette gjer at ein ikkje veit om alle
pasientar har ein felles arsak og mekanisme for utviklinga av MMD. Det er beskrive fleire ulike
underliggande sjukdommar som fgrer til moyamoya-fenomen som ein sekundaer tilstand,*® og desse
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underliggande sjukdommane har ulike arsaker. Dette viser at moyamoya-fenomenet kan utviklast av
ulike arsaker, og det taler ogsa for at personar med MMD kan ha ulike arsaker for utviklinga av
sjukdommen. Dette gjer at det er mogleg at vare pasientar har ulike arsaker for sin MMD, og det gjer
det vanskelegare a finne ein felles arsak med hgg styrke blant pasientane.

Ein forklaring pa at me ikkje finn ein felles genetisk arsak kan vera at pasientane har feil i ulike gen,
men at alle desse gena er ein del av ein felles reaksjonsveg som er viktig for til dgmes angiogenese.
Resultat i denne studien kan tyda pa at dette er tilfelle for vare pasientar, da fleire av kandidatgena
identifisert kan koplast til NO-produksjon i cellene. Alle pasientane hadde minst ein variant i eit gen
kopla til ein av dei tre reaksjonsvegane beskrive for NO-produksjon, og ein av pasientane hadde
variantar i tre av gena. Dette tyder pa at desse reaksjonsvegen kan vera viktig for utviklinga av MMD.

Ein anna forklaring kan vera at pasientane har ulik genetisk arkitektur for MMD. Dette vil seie at det
er mogleg at nokre pasientar har monogen arv med ein variant i eit gen med hgg effekt, medan
andre pasientar kan ha multifaktoriell arv med fleire variantar i eit eller fleire gen med lag effekt.
Dette gjer det mogleg at fleire av gena me har identifisert er sjukdomsframkallande for ulike
pasientar, og at dei har ulik effekt for pasientane. Dette er vist 3 vera tilfelle for fleire kjende
sjukdommar, til dgmes epilepsi og Parkinsons sjukdom.

Det kan ogsa tenkast at ein kombinasjon av ulik genetisk arkitektur og variantar i gen i felles
reaksjonsveg er forklaringa pa at pasientane ikkje har ein felles monogen arsak for utviklinga av
MMD. Det kan til dpmes tenkast at dei familiaere pasientane har ein variant med stor effekt for deira
utvikling av MMD. Samstundes kan arsaka for pasient MMD-1-1, som har tre variantar i tre ulike gen i
same reaksjonsveg, vera ein kombinasjon av ein lag effekt av kvar av desse tre variantane. For
pasient MMD-4-1, som har ein de novo-variant, kan arsaka enten vera at denne varianten har ein stor
effekt, eller at denne varianten har ein moderat effekt, medan andre variantar som ikkje er oppdaga
her kan ha lage tilleggseffektar. Samstundes som dette beskriv ulike genetisk arkitektur, er alle desse
gena som nemnt i same reaksjonsveg. Det er likevel ikkje mogleg a gi nokre sikre svar da me har for
fa pasientar med variantar i same gen og ikkje har gjort noko funksjonelle studiar av dei observerte
variantane.

4.7. Etiske aspekt ved sekvensering

4.7.1. Identifiserbar informasjon og anonymisering

Det er eit mal at pasientar som samtykkjer til & vera med i eit forskingsprosjekt er anonyme for
offentlegheita. Dette gjer at det er visse forholdsreglar som ma tas, men det fgrer ogsa til nokre
utfordringar, spesielt med sma pasientgrupper og sjeldne diagnosar. Desse utfordringane og
forholdsreglane vil bli beskrive i dette kapittelet.

Det ma skiljast mellom avidentifisering og anonymisering. Avidentifisering vil seie at ein ikkje oppgir
direkte identifiserbar informasjon, medan anonymisering vil seie at det ikkje er mogleg a kjenne igjen
pasientane ut fra informasjonen som blir oppgitt. Grensa for nar anonymisering er mogleg ligg pa
fem pasientar, og med vare seks pasientar er me dermed rett over denne grensa. Sidan pasientane i
denne studien har ein sveert sjeldan diagnose vil total anonymisering vera svaert vanskeleg. Personar
som kjenner pasientane godt kan komme til a kjenne dei igjen gjennom sjukdomshistoria deira. Dette
blei imidlertid pasientane opplyste om fgr dei samtykkja til a vera med i studien.

61



Det er viktig & vera bevisst pa korleis ein oppbevarer og handterer sensitiv og identifiserbar
informasjon om pasientar. Slik informasjon skal ikkje distribuerast over nett, og kan dermed ikkje
sendast pa mail mellom prosjektmedarbeidarar. Dette er viktig for sikker handtering av informasjon,
men har ogsa bydd pa utfordringar. Det var ikkje mogleg a fa pasientjournal tilsendt fra andre
sjukehus og dette er arsaka til den manglande informasjonen om pasientane som ikkje var behandla
ved OUS.

Resultata fra WES er ogsa identifiserbar informasjon og ma handterast med same varsamheit som
anna identifiserbar informasjon. | resultatfilene fra sekvenseringa er det store mengder data og desse
dataa gir informasjon om bade vanlege og sjeldne variantar hos kvar enkelt pasient. Kombinasjonen
av dei narare 100 000 variantane kvar pasient har er heilt unik for pasienten. Dette gjer at
pasientane kan gjenkjennast ut fra denne informasjonen. Desse dgma illustrerer korleis
balansegangen mellom personvern og hgve til a gjera forsking nokre gongar kan vera vanskeleg. Eit
sterkt personvern er sjglvsagt viktig, men det er synd om dette kjem i vegen for god forsking.

4.7.2. Tilfeldige funn

Nar ein handterer den store mengda informasjon som blir produsert under WES er det fare for a
komme over sakalla tilfeldige funn. Tilfeldige funn er funn i gen som ikkje har noko med sjukdommen
ein er interessert i a gjera. Slike funn blir i regelen ikkje rapportert tilbake til pasientane, da det ofte
er usikkert kva konsekvens dei har. Eit unntak er om det blir oppdaga ein variant med kjent
konsekvens og der nzerare oppfalging og/eller behandling er anbefalt. Pasientane ma i forkant av
samtykkje ta stilling til om dei pnsker tilbakemelding om slike variantar eller ikkje. Det er viktig med
genetisk rettleiing fgr pasientane tar dette valet og ogsa i ettertid om det blir gitt tilbakemelding om
slike funn. Risikoen for tilfeldig funn er imidlertid ikkje unik for genetiske analysar. Det er ogsa
mogleg a8 komma over tilfeldige funn ved bruk av andre medisinske undersgkingar, som til demes
biletediagnostikk.
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5.  Konklusjon og framtidsutsikter

| denne studien blei det ikkje identifisert éin felles monogen arsak hos alle pasientane, men det blei
observert fleire interessante variantar i ulike gen. Desse gena var NR4A3, PDZRN3, TNFAIP2, AGXT2,
NOS3, ITGAV, FGFR3 og GBR7. Sjglv om det ikkje blei identifisert ein felles arsak blei det identifisert
interessante samanhengar mellom fleire av gena. Gena NOS3, ITGAV, NR4A3, AGXT2 og GBR7 viste
seg a kunna koplast til NO-produksjon i cellene og NO er eit molekyl som er viktig for angiogenese.
Alle pasientane hadde minst ein variant i minst eit av desse gena, og dette kan vera eit teikn pa at
endringar i NO-produksjon er viktig for utviklinga av MMD i kaukasiske pasientar. Det er imidlertid
ikkje mogleg a gi nokre sikre svar ut fra denne studien, da variantane blei observert i fa pasientar, og
det trengs difor meir forsking pa omradet.

Ein svakheit med denne studien og mange andre studiar pa MMD er det |age talet pa pasientar.
Dette gjeld spesielt studiar pa kaukasisk MMD. Dette skyldast at MMD er ein sveert sjeldan diagnose.
| framtidige studiar bgr ein difor forsgka a rekruttera eit stgrre tal pa pasientar. Dette kan gjerast
gjennom a rekruttera over ein lengre tidsperiode. Det vil ogsa vera fgremalstenleg a etablera
samarbeid mellom fleire behandlingsstadar for a auka pasientgruppa. For MMD vil internasjonale
samarbeid med kaukasiske pasientar fra heile Europa kunna auka talet pa pasientar og dermed ogsa
gi meir sikre svar.

| framtidige studiar vil det ogsa vera ein fordel 3 undersgka genetikken til pasientane ved hjelp av
WGS heller enn WES. Dette er fordi det ikkje er sikkert at ein eventuell genetisk arsak for MMD ligg i
eksomet. Arsaka kan ogsa ligga andre stadar i genomet og om dette er tilfelle kan det berre
oppdagast ved hjelp av WGS. WGS er framleis dyrare enn WES, men prisskilnaden vil truleg spkke
ettersom meir effektive sekvenseringsmetodar blir utvikla. Dette gjer at det i framtida sannsynlegvis
vil bli stgrre bruk av WGS og dermed kan ein oppdaga genetiske arsaker som ligg utanfor eksomet.

| tillegg til at det trengs meir genetisk forsking pa MMD, og da spesielt pa kaukasisk MMD, trengs det
ogsa vidare forsking pa variantar og gen som blir identifisert i genetiske studiar. A visa at ein variant
har ein genetisk samanheng med MMD er ikkje nok til & seia noko om kvifor og korleis denne
varianten eventuelt forarsakar MMD. For & kunna bevisa ein arsak-verknad-samanheng trengs det
funksjonelle studiar pa dei aktuelle variantane og gena. Dette kan blant anna gjerast ved hjelp av
mRNA-analysar av blodet til pasienten eller ved a undersgka korleis proteinet oppfgrer seg i
hudceller fra pasienten. Dette blei ikkje gjort som ein del av denne masteroppgava, men det er
innhenta tillating til 3 gjere desse analysane om det blir sett pa som fgremalstenleg.
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Appendiks

Appendiks 1 — Case report form (CRF)
MOYAMOYA - skjema for pasientinformasjon

DEL 1 — fylles ut med prosjektmedarbeider
Pasientnummer:

1.1 Generelt
Kjgnn
Mann [_]/ Kvinne [_]

Etnisitet
Skandinavisk []
Europeisk (Annen) []
Amerikansk []
Afrikansk []
Asiatisk |:|
Latinamerikansk |:|
[]

Annen Beskriv:

Dato:

Familieforhold
Har andre i biologisk familie sykdommen? ja |:| / nei |:|
Hvem:

Familietre

Har du barn?—ja[_ ]/ nei[_]
Hvor mange barn:
Alder ved fgrste barn:

Svangerskapskomplikasjoner —ja [_] / nei[_]
Hvis ja, beskriv:

Fedselskomplikasjoner—ja[ ]/ nei[ ]
Hvis ja, beskriv:
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Har du sgsken? —ja []/neil ]
Antall sgsken:

Hjerneslag i biologisk familie

ja [ ]/nei[]/hvor mange:

Hvem: Hvem:

| hvilken alder: I hvilken alder:
Symptomer: Symptomer:
Behandling: Behandling:
Hvem: Hvem:

I hvilken alder: I hvilken alder:
Symptomer: Symptomer:
Behandling: Behandling:

Andre sykdommer i familien?

1.2 Livsstil
Sivilstatus

Gift [_] / samboer [ ]/ enslig ]/ skilt [_] / enke/enkemann [_]

Arbeid

jal_1/nei[]

Stillingsprosentprosent (0-100%):

Fysisk aktivitet

jal_1/nei[]

En enhet fysisk aktivitet: 30 min rask gding / lgping / ski / svgmming / sykling:

Hvor mange enheter fysisk aktivitet peruke—0[ ] /1-3[ ]/4-7[ ]/8-12[ ]/>12[]

Alkoholinntak
En enhet alkohol: En flaske/et glass med: 33 cl pils pa 4,5 vol % / 12,5 cl vin pa 12 vol % / 4 cl brennevin pa 40
vol %

Hvor mange enheter i uken — Aldri |:| /<3 |:| /3-9 |:| /10-14 |:| /14-21 |:| />21 |:|

Reyking

jal1/neil]

Hvor mange sigaretter per dag:
Hvor mange ar:

E-sigaretter

jal L]/ nei[]
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Nikotinholdig: ja [ ]/ nei []
Hvor mange sigaretter per dag:

Snus
jal ]/ nei[]

Hvor mange bokser i uken:

1.3 Symptomer
Sykdomsdebut
Navaerende alder

Alder ved symptomstart
Alder ved diagnose

Forste symptom
Hjerneslag

Annet

Hjerneslag

ja[_]/nei[ ]/ dato for forste hjerneslag:

Symptomer ved fgrste hjerneslag
Svakhet (i arm eller ben)
Nummenhet /nedsatt fglelse
Synsforstyrrelser

Ufrivillige bevegelser

Utydelig tale

Svimmelhet

Ustghet

Andre

Gjentatte hjerneslag
ja /nei[_]/ hvor mange:

Hjerneslag nummer
Dato for hjerneslag

Symptomer ved gjentatte hjerneslag:

Svakhet (i arm eller ben)
Nummenhet / nedsatt fglelse)
Synsforstyrrelser

Ufrivillige bevegelser

Utydelig tale

Svimmelhet

Ustghet

Andre

Beskriv:

L]

DD / usikker |:|

]

]

[ ] Beskriv:

I

N
w

Beskriv:

e

v

o

I o
| o [ |

I o

I o o

I o

I o o

Kroniske symptomer
Hodepine

jal_1/nei[]

Ensidig D
|:| Beskriv:

Forutgdende symptomer
Varighet:

Andre symptomer i forbindelse med hodepine:

Medisin mot hodepine:
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Epilepsi

Generell utmattelse
Konsentrasjonsvansker
Sprakvansker

Redusert hukommelse
Svimmelhet
Synsproblemer/synsforstyrrelser
Andre

Beskriv andre symptomer:

I o

Andre sykdommer
Har du andre sykdommer—ja[_|/nei[_]

Tar du p-piller?— ja[_] /nei[_]

Andre medikamenter —ja [_] / nei[ ]

DEL 2 - fylles ut med lege

Generell sykdomshistorie

Blodtrykk: / vet ikke []
Var graviditeten med pasienten normal? ja |:| / nei |:| / vet ikke |:|
Var pasienten fgdt ved termin? jal ]/ nei[ ]/ vetikke [ ]

Eventuelt, utfyllende informasjon:

Har pasienten hatt spontanabort —ja |:| / nei |:| / hvor mange:

Psykiske lidelser

Depresjon jal ]/ nei[]
Bipolar lidelse jalL]/nei[]
Schizofreni jalL]/nei[]
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Angst

Har pasienten/har pasienten hatt?
Heyt blodtrykk

Hjerteinfarkt

Sukkersyke

Hgyt kolesterol

Annen hjertesykdom
Andre sykdommer

Diagnose og bildediagnostikk
Cerebral angiografi:

MR / MRA:

Perfusjons MR:

Perfusjons undersgkelse +/- diamox:

CT/CTA:

Ultralyd / Special transcranial Doppler

Beskriv:

jal ]/ nei[]

jal ]/ nei[]
jal ]/ nei[]
jal ]/ nei[]
jal[]/nei[]
ja[ ]/ nei[ ] Beskriv:

ja[ ]/ nei[ ] Beskriv:

ja[_]/nei[ ]/ hvor mange: ___ /dato:
jal_]/nei[ ]/hvor mange: ___ /dato:
ja[_]/nei[ ]/ hvor mange: ___/dato:
jal_]/nei[ ]/hvor mange: ___/dato:
jal_]/nei[ ]/hvor mange: ___/dato:

ja[ ]/ nei[_]/hvor mange: / dato:

Histologiske rapporter
Beskriv:

ja[_]/nei[_]/hvor mange: / dato:

Symptom ved start — Hjerneinfarkt [_] / Hjerneblgdning [_] / Annet [_] Beskriv:

Dato for diagnose:

«Suzuki-stage» (I-VI, se vedlegg) ved diagnose:

Stenose

Distal ICA[_] / proximal MCA[ ] /ACA[_]

Bilateral [_] / Unilateral [_]

Stenose i bakre kretslgp — ja[_]/nei[_]

—Grad|:|

Lokalisasjon:

Grad av innsnevring (<50=1, 50-90=2, >90=3)

Hoyre —ICA[_]/AcA[ ]/ mca[ ]

Venstre— ICA[_]/AcA[ ]/mca[ ]

Blpdning —ja ]/ nei[_]

Lokalisasjon — hggre [ ] / venstre [_]

— ventrikkelsystem |:| / dypt parenkym |:|
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Alternativ blodtilfgrsel / Kollateraler:
Posterior sirkulerende kompensasjon [ ]

Dyp [_]/ overfladisk [_] / pcom []

Transdurale kollateraler |:|

Aneurisme tilstede —ja[_] / nei ]
Sakkulart aneurisme [_] / Fusiformt aneurisme [_] / Mikroaneurisme [_]

Iskemiske lesjoner —ja |:| / nei |:|
Beliggenhet — hpgre [_| /venstre [ ]/
Watershed ja[_| /nei[ ]

Andre cerebrovaskulzere anomalier — ja |:| / nei |:|
Beskriv:

Er disse sykdommene utelukket?

Downs syndrom jal ]/ neil ]/ vetikke [ ]
Sigdecelleanemi jal ]/ neil ]/ vetikke [ ]
Autoimmun sykdom jal ]/ nei[ ]/ vetikke [ ]
Hjernehinnebetennelse jal ]/ neil ]/ vetikke [ ]
Hjernekreft jal ]/ neil ]/ vetikke [ ]
Annen kjent hjerte/kar-sykdom jal ]/ neil ]/ vetikke [ ]
Neurofibromatose type 1 jal ]/ nei[ ]/ vetikke [ ]
Medfgdt hjertesykdom jal ]/ neil ]/ vetikke [ ]
Fibromuskulaer dysplasi ja[ ]/ nei[ ]/ vetikke [ ]
Aktivert protein C-resistens jal ]/ nei[ ]/ vetikke [ ]
Hodeskade ja[ ]/ nei[ ]/ vetikke [ ]

Niva i blodet av:
Homocystein:
Hemoglobin:
Anticardiolipin:
C-reaktivt protein:
Transforming growth factor beta (TGF-b):

Behandling

Medisinsk—ja [_]/nei[_]
Antiplatelet (blodplatehemmende) —ja[_]/nei[ ]
Beskriv:

Antikoagulasjon —ja [_] /nei[_]
Beskriv:

Kirurgisk — ja []/nei[ ]/ dato:
Direkte bypass (hudarterien sys direkte inn pa en hjernearterie) —ja [_] / nei[_]
Hogre side |:| — Venstre side |:| — Begge sider |:|
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Indirekte bypass (arterien legges pa hjerneoverflate) —ja[_] / nei[|
Hogre side [ ]-Venstre side [ ] - Begge sider L]

Modifisert Rankinskala (0-6, se vedlegg)
Preoperativt

Postoperativt

Ved oppfelging

|

Vedlegg

Modifisert Rankingskala

e (0-—Ingen symptomer.

e 1-Ingen signifikant funksjonshemning. Personen er i stand til a utfgre alle vanlige aktiviteter trass i
symptomene.

e 2 —Lett funksjonshemning. Personen er i stand til 3 ivareta egen livsfgrsel uten assistanse, men er ikke i
stand til utfgre alle aktiviteter som fgr sykdomsdebut.

e 3 -—Moderat funksjonshemning. Personen behgver noe hjelp, men kan ga uten assistanse.

e 4 -—Moderat alvorlig funksjonshemning. Personen er ute av stand til 3 ivareta kroppslige behov uten
assistanse, og ute av stand til 8 ga uten assistanse.

e 5-—Alvorlig funksjonshemning. Krever konstant pleie, sengebundet, inkontinent.

e 6-Dgd.

Suzuki stages
e stage | - "narrowing of the carotid fork"
o narrowed ICA bifurcation
e stage Il —"initiation of the moyamoya"
o dilated ACA, MCA and narrowed ICA bifurcation with moyamoya change
e stage lll - "intensification of the moyamoya"
o further increase in moyamoya change of the ICA bifurcation and narrowed ACA and MCA
e stage IV —"minimization of the moyamoya"
o moyamoya change reducing with occlusive changes in ICA and tenuous ACA and MCA
e stage V- "reduction of the moyamoya"
o further decrease in moyamoya change with occlusion of ICA, ACA and MCA
e stage VI - "disappearance of the moyamoya"
o ICA essentially disappeared with supply of brain from ECA
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Appendiks 2 — Kandidatgenliste fra litteratur

Kaukasiske kandidatgen
RNF213

GUCY1A3

ACTA2

PDGFRB

TGFB1

ZXDC

OBSCN

CBL

Asiatiske kandidatgen
MTHFR
PLOD1
TSC22D2
HDAC9

JAZF1

TIEG
FADS1/FADS2
SBF2

LRP1

NF1

RPTOR
CARD14
RNF213
TIMP2
CTAGE1
SPTLC3
HORMAD?2
TCN2
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Appendiks 3 — Kandidatgen fra angiogeneseliste fra Qiagen

A2M
ADORA2B
AGT
AGTR2
ANG
ANGPT1
ANGPT2
BMX
BRAF
CAV1
CAV2
CD36
CD151
CDH5
CHGA
COL8A1
COL8A2
CTGF
CTSB
ECGF1
EDG1
EDG3
EDN1
EFNB2
EGF
EGFR
EGR1
ENG
EPAS1
EPHB4
EPO
ERBB2
ETS1
FGF1
FGF2
FGF4
FGF6

FGF7
FGFR1
FGFR3
FGFR4
FIGF
FLT1
FLT4

FN1
FNTA
FNTB
GATA2
GPR30
HGF
HIF1A
TNC

ID1

ID3

I8
ITGAV
ITGB3
KDR
MCAM
DNAJB9
MDK
MMP2
MMP3
MMP9
NOS3
NRAS
SERPINE1
SERPINB2
PDGFB
PDGFRA
PDGFRB
PECAM1
SERPINF1
PF4

PGF
PGGT1B
SERPINBS
PLAU
PLAUR
MAPK7
PTAFR
PTGS1
PTGS2
PTN
SELE
SELP
SPARC
SPP1
TEK
TGFBR1
TGFBR2
TGFBR3
THBS1
THBS2
THBS3
THBS4
TIE1
TIMP1
TIMP2
TIMP3
TIMPA4
TNFAIP1
TNNI3
TNNT2
VCAM1
VEGFA
VEGFB
VEGFC
SPARCL1
SCARF1
PPAP2B

EDG6
EDF1
NRP2
NRP1
ANGPTL1
SCYE1
EDG5
LIPG
ADAMTS1
ARHGEF17
TNFSF15
EDIL3
ESM1ADAMTS8
ANGPTL2
RASD2
GPR124
ANGPTL3
REM1
ANGPTL4
ANGPT4
EDG8
ZNF444
D248
PLXDC1
ZNF71
JAM2
TNS3
ANGPTL6
ANTXR1
PROK1
PLXDC2
ESAM
SCARF2
DCBLD2
ANGPTL5
OR5AT1
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