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‘Genetics First’: ‘Next-generation
sequencing’ voor kosteneffectieve
diagnostiek voor patienten met een
primaire immuundeficiéntie

Genetics First: Cost-effective diagnostic evaluation by targeted next-genera-
tion sequencing for patients with primary immunodeficiencies
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SAMENVATTING

Primaire immuundeficiénties (PID’s) vormen een he-
terogene groep afweerstoornissen. De ernstige tot
zeer ernstige afweerstoornissen hebben vrijwel altijd
een bekende genetische oorzaak. Van meer dan 300
genen is bekend dat ze een PID veroorzaken en dit
aantal blijft jaarlijks groeien. De bekende genen ma-
ken het mogelijk om PID-paneldiagnostiek uit te voe-
ren. Een panel van PID-gerelateerde genen wordt
met behulp van ‘next-generation sequencing’ uitgele-
zen. Waar PID-paneldiagnostiek vroeger als laatste
optie werd ingezet als diagnostiek bij primaire afweer-
stoornissen wordt deze nu al vaak bij een eerste indi-
catie ingezet. Dit wordt de ‘Genetics First’-benade-
ring genoemd. Potentiéle voordelen van vroege
PID-paneldiagnostiek met behulp van ‘next-generati-
on sequencing’ zijn het sneller vinden van een diag-

SUMMARY

Primary immunodeficiencies (PIDs) are a hetero-
geneous disorder group. Most severe forms of PIDs
are caused by an underlying genetic defect. Current-
ly, over 300 genetic defects are associated with the
development of a primary immunodeficiency. This
makes evaluation of a gene panel with PID genes by
next-generation sequencing (NGS) in the early sta-
ges of the diagnostic trajectory a promising develop-
ment. In Dutch academic hospitals, NGS has already
become integrated as an early diagnostic method for
evaluation of PIDs. A specific set of genes is analy-
sed in order to identify potential underlying genetic
defects. Potential benefits are the shortening of ex-
pensive and complex, traditional diagnostic trajecto-
ries and opportunities for targeted gene therapy. Be-
cause of the promising developments of early NGS
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nose en het toepassen van gerichtere interventies bij
een primaire afweerstoornis. Verwacht wordt dat hier-
door het dure en complexe diagnostische traject ver-
kort kan worden. Vanwege de veelbelovende ontwik-
kelingen rondom deze vorm van diagnostiek startte in
februari 2017 een kosteneffectiviteitsstudie naar de
vroege uitvoering van paneldiagnostiek bij immuun-
deficiénties. Op deze manier wordt inzicht verkregen
in onder andere het zorgverbruik van patiénten die
een vroege diagnose hebben gekregen. Ook wordt
onderzocht welke patiéntengroepen het meest baat
hebben bij een genetische diagnose. De eerste resul-
taten worden verwacht in 2019.

(NED TIJDSCHR ALLERGIE, ASTMA, KLIN IMMUNOL
2019;19:16-21)

-1/

in evaluation of PID diagnostics, a Dutch multicentre
study exploring the cost-effectiveness of NGS in
PIDs has started in February 2017. Economic evalua-
tion will be performed by comparing two PID-patient
cohorts: one group evaluated by traditional diagnos-
tic methods and one group by early targeted NGS in
PIDs. The aim of the study is to measure cost reduc-
tion of early targeted NGS and to identify patient
groups for which early diagnosis would reduce costs
and provide improved treatment options. The first
results are expected in 2019.

INLEIDING

Primaire immuundeficiénties (PID’s) vormen een hetero-
gene groep afweerstoornissen. In sommige gevallen zijn
essentiéle functies van het immuunsysteem geheel afwe-
zig. De stoornissen binnen deze groep kunnen in ernst
variéren van mild tot zeer ernstig. In Nederland wordt de
prevalentie van ernstige PID’s geschat op 4 op 100.000 in-
woners; de minder ernstige PID’s komen bij 1 op de 1000
voor.! Klinische manifestaties verschillen per stoornis,
maar bestaan over het algemeen uit recidiverende infecties
en ‘failure-to-thrive’.? Ook de ernst van klinische manifes-
taties verschilt per ziektebeeld en kan variéren van mild
tot levensbedreigend. Voorbeelden van doorgaans milde
afweerstoornissen zijn selectieve antistofdeficiénties waar-
bij de productie van specifieke antistoffen verstoord is.’
Behandeling is nodig indien symptomen zich manifeste-
ren en bestaat uit periodieke antibiotica-profylaxe of toe-
diening van subcutane of intraveneuze immuunglobuli-
nes. Ernstigere afweerstoornissen omvatten onder andere
diverse vormen van ‘severe combined immunodeficiency’
(SCID),
T-cel-functie en hierdoor ook in de B-cel-functie. SCID-

gekarakteriseerd door een stoornis in de

patiénten die geen stamceltransplantatie ondergaan, over-
lijden meestal in de eerste levensjaren aan ernstige infec-
ties.> Alhoewel gentherapie in ontwikkeling is, wordt voor
deze ernstige afweerstoornis op dit moment vooral hema-
topoétische stamceltransplantatie als curatieve behande-
ling toegepast. Onder ernstige vormen van afweerstoor-
nissen valt ook chronisch granulomateuze ziekte (CGD).
Deze afweerstoornis kenmerkt zich door het onvermogen
van fagocyten om reactieve zuurstofradicalen te produce-
ren, die nodig zijn voor de intracellulaire ‘killing’-activiteit

JAARGANG19reeruarizo19

van deze cellen.* Omdat ziekteverwekkers — vaak specifie-
ke schimmels en bacterién — op deze manier niet adequaat
onder controle gehouden kunnen worden, komen onder
andere recidiverende longontstekingen veelvuldig voor in
deze groep patiénten.” De behandeling van CGD bestaat
dan ook uit langdurig antibiotica-profylaxe en gebruik van
antischimmelmiddelen. De toepassing van stamceltrans-
plantatie is ook hier de curatieve behandeling. Steeds meer
onderzoek toont aan dat deze vorm van behandeling de
voorkeur heeft in het geval van ernstige CGD.® Of een
patiént in de praktijk daadwerkelijk in aanmerking komt
voor een stamceltransplantatie is afhankelijk van diverse
factoren, waaronder de prognose van het ziektebeeld.” De
etiologie van afweerstoornissen verschilt per aandoening
en kan genetisch of niet-genetisch zijn. Op dit moment
zijn defecten in meer dan 300 genen geassocieerd met een
primaire afweerstoornis.® Voor secundaire afweerstoornis-
sen geldt dat er geen onderliggende genetische oorzaak is.
Zo kan een specifieke of niet-specifieke antistofdeficiéntie
veroorzaakt worden door externe factoren, zoals het ge-
bruik van bepaalde medicatie of chemotherapie.’

De ernstige tot zeer ernstige afweerstoornissen hebben
vrijwel altijd een bekende genetische oorzaak.® Naast de
reeds bekende genetische oorzaken in deze groep blijft het
aantal nieuwe bekende genmutaties elk jaar groeien. Zo
werden tussen de jaren 2013 en 2015 in totaal 34 nieuwe
genvarianten geidentificeerd die bijdragen aan de ontwik-
keling van immuundeficienties.'® Door dit groeiende aan-
tal bekende gendefecten en het gebruik van nieuwe, be-
schikbare
afweerstoornissen, waaronder CGD en SCID, al op jonge

genetische technieken kunnen ernstige

leeftijd gediagnosticeerd worden.



De ernst van deze ziekten samen met het groeiend aantal
gendefecten maken deze ernstige afweerstoornissen dan
ook een geschikte kandidaat voor het vroeg inzetten van
genetisch onderzoek binnen de diagnostiek naar primaire
immuundeficiénties.

DIAGNOSTIEK NAAR
AFWEERSTOORNISSEN

Omdat primaire afweerstoornissen een breed spectrum
aan klinische manifestaties kennen en er veel overlap in
presenterende symptomen is, duurt het vinden van de
juiste diagnose volgens de ‘traditionele’ diagnostiek vaak
lang. Het is afhankelijk van de specifieke stoornis welk
soort diagnostiek wordt ingezet, maar over het algemeen
bestaat de initi¢le evaluatie uit de toepassing van kwanti-
tatieve en kwalitatieve beoordeling van het immuunsys-
teem in het laboratorium. Voor specifieke of niet-specifie-
ke antistofdeficiénties geldt vaak dat de belangrijkste
immuunglobulines — IgG, IgA en IgM — gemeten worden."
Daarnaast kan de patiént gevaccineerd worden met eiwit-
vaccins of polysacharide vaccins waarna immuun-
globuline-niveaus pre- en post-vaccinatie gemeten worden
om de functionele responscapaciteit van de antistofpro-
ductie te beoordelen.

Aanvullende diagnostiek bestaat uit de uitvoering van
flowcytometrie, waarbij de aan- of afwezigheid van B- en
T-cellen wordt gemeten. Alhoewel het snel vinden van een
exacte diagnose bij milde afweerstoornissen niet zo essen-
tieel is als bij de ernstige afweerstoornissen zorgt het aan-
tal testen er wel voor dat het een lang traject kan zijn.

Bij verdenking op een fagocytenstoornis als CGD start de
diagnostische fase met het bepalen van het aantal leuko-
cyten.'! Bij uitsluiting van neutropenie en morfologische
afwijkingen kan de oxidatieve ‘burst’ van neutrofielen ge-
analyseerd worden. Dit gebeurt met behulp van nitro-
blauw-tetrazolium-testen of een flowcytometrische analy-
se (dihydrorhodamine 123). In het geval van een
vermoeden op SCID zijn het aantal T-cellen, het T-cel-
fenotype en functionele testen belangrijk om de cellulaire
afweer te beoordelen. Uiteindelijk helpt beoordeling hier-
van het meest waarschijnlijke genetische defect gerichter
te achterhalen.!?

Aanvullende informatie over de immuunstatus wordt ver-
kregen door evaluatie van de T-cel-aanmaak, bijvoorbeeld
door het meten van de fractie naieve T-cellen. Een andere
methode is ‘T-cell receptor excision circles’ (TRECs)-scree-
ning, waarbij de TRECs gekwantificeerd worden. TRECs
zijn een indicator voor de vordering van de aanmaak van
naieve T-cellen.” Recentelijk is in Nederland een pilotstu-
die gestart naar de toevoeging van deze TREC-screening
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aan het Nederlands hielprikprogramma. Zie hiervoor een
recent artikel in het Nederlands Tijdschrift voor Allergie
& Astma.'

Als na initiéle evaluatie een vermoeden bestaat op een af-
wijking in een specifiek gen dat de afweerstoornis veroor-
zaakt, werd traditioneel gezien Sanger-‘sequencing’ toege-
past om het betreffende gendefect te identificeren. Hierbij
wordt na een polymerasekettingreactie van DNA-frag-
menten de exacte compositie van nucleotiden geidentifi-
ceerd.” Aan de hand hiervan kan de sequentie worden
bepaald. Dit wordt toegepast voor het identificeren van
enkele PID-gerelateerde genen. Daarnaast kon voor nade-
re analyse gekozen worden voor PID-paneldiagnostiek,
waarbij alle bekende PID-gerelateerde genen gesequencet
worden. Indien geen diagnose gevonden werd, kon ‘who-
le-exome/-genome sequencing’ ingezet worden.

De initiéle evaluatie, uitvoering van Sanger-‘sequencing’
van enkele kandidaatgenen en eventueel aanvullende ge-
netische technieken maken de zoektocht naar een diagno-
se een complex en langdurig proces. Het vroeg inzetten
van PID-paneldiagnostiek kan een uitkomst bieden voor
het lange, kostbare en complexe diagnosetraject.’®

‘NEXT-GENERATION SEQUENCING’-
TECHNIEKEN EN DE GENETICS FIRST-
AANPAK: EEN NIEUWE BENADERING
BINNEN DE DIAGNOSTIEK

In Nederland wordt op dit moment bij ongeveer 200 tot
300 patiénten per jaar PID-paneldiagnostiek verricht. De
overkoepelende techniek die het mogelijk maakt om 360
genen (of meer) in een test te analyseren, is ‘next-generati-
on sequencing’ (NGS). Binnen deze techniek wordt onder-
scheid gemaakt tussen ‘whole-genome sequencing’ (WGS),
‘whole-exome sequencing’ (WES) en ‘targeted next-gene-
ration sequencing’ (t-NGS)."? Voor WGS geldt dat het gehe-
le genoom van een patiént wordt gesequencet, wat ervoor
zorgt dat genvarianten in exons en niet-coderende regio’s
geidentificeerd kunnen worden.” Bij uitvoering van WES
worden alleen de coderende regionen van het genoom ge-
sequencet. Hierin ligt ongeveer 85% van de verantwoorde-
lijke gen-defecten.'® In het geval van PID-paneldiagnostiek
die in de praktijk wordt uitgevoerd, wordt een WGS of
WES uitgevoerd. Er wordt echter alleen een specifieke set
aan genen geanalyseerd waarvan bekend is dat afwijkin-
gen in deze genen kunnen leiden tot immuundeficién-
ties.! De samenstelling van dit panel van genen is geba-
seerd op de genen die in de literatuur beschreven worden
als mogelijke oorzaken voor een immuundeficiéntie. Om-
dat elk jaar weer nieuwe genvarianten worden beschre-
ven, wordt ook het PID-panel binnen de Nederlandse
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diagnostiek minimaal 3 keer per jaar herzien door labora-
toriumspecialisten en klinisch genetici binnen een lande-
lijk overleg. Het huidige PID-panel voor de diagnostiek in
Nederland omvat 360 genen.

De uitvoering van WGS/WES met PID-panel in de diag-
nostiek naar genetische aandoeningen is een veelbeloven-
de ontwikkeling: immuundeficiéntie-paneldiagnostiek die
wordt ingezet in een vroeg stadium levert sneller een diag-
nose op en vergroot het aantal correcte diagnoses.*** Uit
een studie van Rae et al. bleek dat door goede samenwer-
king met een multidisciplinair team van immunologen,
technici, bio-informatici, laboratoriumspecialisten en kli-
nisch genetici een uitslag binnen 4-8 weken gerealiseerd
kan worden.?! Een directe vergelijking tussen studies is
door de constante ontwikkeling van het PID-panel niet
eenvoudig. Vanuit de literatuur is bekend dat op dit mo-
ment bij 11-16% van de patiénten een genetische diagnose
werd  gevonden.'®!92022  Het  gaat  hierbij om
patiénten waarbij nog geen eerdere genetische diagnose
werd gesteld. Bij het daadwerkelijk identificeren van be-
kende gendefecten bij positieve controles — patiénten
waarvan bekend is dat zij een causale mutatie hebben —
ligt dit percentage logischerwijs hoger. Al-Mousa et al.
toonden aan dat bij 96% van de patiénten met bekende
mutaties de mutaties ook daadwerkelijk als zodanig ge-
identificeerd werd.!®

Daarnaast biedt paneldiagnostiek perspectief voor speci-
fieke therapieén voor de individuele patiént, zoals doelge-
richte immuunsuppressie bij auto-immuniteit en gerichte
gentherapie met autologe stamcellen.?*#* Een vroege diag-
nose en gerichte interventie zorgen uiteindelijk voor een
verlaagde ziektelast door preventie van ernstige complica-
ties en ineffectieve behandeling.?*® Tot slot leveren de
resultaten van een WGS een beter inzicht in de genotype-
fenotype-relaties bij afweerstoornissen.

De kosten voor de gezondheidszorg zijn een ander belang-
rijk aspect van een vroege diagnose. Door de grote diver-
siteit aan klinische manifestaties is het traditionele diag-
nose-traject vaak lang en daardoor ook kostbaar.”” Een
diagnose werd in sommige historische gevallen pas na
meer dan 10 jaar gesteld.! Als gevolg duurt het lang voor-
dat de patiént met de juiste behandeling start. Hierdoor
ontstaat het risico op onder- of overbehandeling, met het
risico op complicaties, waardoor onnodige kosten worden
gemaakt. Een eerdere correcte diagnose kan deze onnodi-
ge kosten tegengaan, omdat minder aanvullende tests no-
dig zijn voor een definitieve diagnose. Daarnaast kan ook
sneller gestart worden met een effectieve behandeling, wat
de behandelkosten reduceert.*® Daarnaast zorgt een vroe-
ge diagnose met behulp van NGS voor een kortere diag-
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nostische fase. Hierdoor zijn patiénten en eventueel
ouders/verzorgers niet langdurig afwezig van werk of
school en wordt productiviteitsverlies verminderd.

De voordelen die NGS kent zorgen ervoor dat ook in de
praktijk deze vorm van diagnostiek steeds vaker en vroe-
ger in het diagnosetraject ingezet wordt. Dit wordt de
‘Genetics First-benadering genoemd. Waar PID-panel-
diagnostiek als laatste optie werd ingezet als diagnostiek,
wordt deze nu al vaak bij een eerste indicatie voor een PID
ingezet. Dat wil zeggen dat op basis van klinische afwij-
kingen en afwijkende laboratoriumresultaten wordt over-
gegaan op PID-paneldiagnostiek. Bij ‘common variable
immunodeficiency’ (CVID) betekent een eerste indicatie
onder andere dat laboratoriumonderzoek aantoont dat
Ig-subklassen verlaagd zijn en de vaccinatierespons laag of
afwezig is. Ter illustratie wordt in het kader een casus
weergegeven van een patiént met de diagnose CVID en
een mutatie in het PIK3CD-gen.

Bij een inmiddels 26-jarige jongeman werd gedurende zijn
hele jeugd veel en uitvoerig immunologisch en ook gene-
tisch onderzoek verricht vanwege een verdenking op
een primaire immuunstoornis. Indertijd had hij last van
recidiverende infecties, een chronische epstein-barrvirus-
infectie en een persisterende lymfocytopenie (met name
CD4- en B-cellen), met hierbij normale immuunglobuli-
ne-gehaltes maar wel abnormale pneumokokkenvaccina-
tieresponsen. Uiteindelijk heeft hij de diagnose ‘common
variable immunodeficiency’ (CVID) gekregen.

Recentelijk is er een mutatie gevonden in het PIKSCD-gen.
Mutaties in dit gen veroorzaken volgens de laatste classi-
ficatie van de International Union of Immunological Socie-
ties inderdaad een CVID-fenotype.?® Kenmerkende as-
pecten bij een PIK3CD-‘gain-of-function’-mutatie zijn
onder andere ernstige bacteri€le infecties, een verlaagd
aantallen lymfocyten en reactivaties van het epstein-barr-
virus. Bij een goede samenwerking binnen een multidis-
ciplinair team van onder andere immunologen, technici,
bio-informatici en geneticiis het in de praktijk mogelijk met
behulp van ‘next-generation sequencing’ (NGS) sneller
een diagnose te vinden bij deze patiént. Bij de eerste afwij-
kende laboratoriumresultaten zou bij een verdenking op
een immuundeficiéntie dan al overgegaan kunnen worden
op NGS, waarbij alle primaire immuundeficiéntie-gerela-
teerde genen in kaart worden gebracht. Binnen de ‘Gene-
tics First’-aanpak zou een uitslag dan binnen 4-8 weken
gegenereerd kunnen worden, waarna de patiént tijdig met
passende medicatie kan starten.
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sequencing’ (NGS).

de verwachting is dat dit aantal blijft stijgen.

1 Primaire immuundeficiénties kunnen sneller en vroeger opgespoord worden met inzet van ‘next-generation

2 Op dit moment zijn van meer dan 300 genen bekend dat ze een immuundeficiéntie kunnen veroorzaken en

3 In de kosteneffectiviteitsstudie naar NGS-technieken bij diagnostiek van primaire immuundeficiéntie
wordt in beeld gebracht in hoeverre NGS tijd en kosten bespaart en welke patiéntengroepen het meest
baat hebben bij het vroeg inzetten van deze techniek.

WAT LEVERT DE ‘GENETICS FIRST’-
BENADERING BlJ PRIMAIRE
AFWEERSTOORNISSEN OP?

Vanwege de veelbelovende ontwikkelingen rondom t-NGS
en de hoge kosten van traditionele PID-diagnostiek is in
februari 2017 een kosteneffectiviteitsstudie gestart naar de
vroege uitvoering van paneldiagnostiek in de evaluatie
van immuundeficiénties. Binnen het project ‘Genetics
First for Primary Immunodeficiencies’ wordt de komende
3 jaar met alle academische centra in Nederland onder-
zoek gedaan naar wat het vroeg inzetten van PID-paneldi-
agnostiek in de praktijk oplevert. In het onderzoek zullen
3 uitkomsten gemeten worden: de tijd tot correcte geneti-
sche diagnose, het aantal correcte diagnoses en de kosten
van behandeling en diagnostiek. De uitkomsten zullen
allereerst gemeten worden in een cohort van 150 patiénten
dat volgens de traditionele manier is geévalueerd. Dat wil
zeggen dat binnen deze groep eerst een reeks laboratori-
umtesten werd uitgevoerd, gevolgd door genetische tech-
nieken aan het eind van het diagnose traject: Sanger-
‘sequencing’ en PID-paneldiagnostiek. Daarnaast worden
de genoemde uitkomsten gemeten in een cohort van 150
patiénten dat geévalueerd wordt volgens de ‘Genetics
First-benadering. Dat wil zeggen dat deze groep al bij de
eerste klinische afwijkingen en afwijkende laboratorium-
resultaten worden doorverwezen voor PID-paneldiagnos-
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