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1 Resumé

Baggrund: Arvelige former for ataksi, herediteer ataksi (HA), udviser en heterogen feno- og
genotype, hvilket kan vanskeligggre genetisk udredning. Molekylaergenetisk skyldes HA hyp-
pigst short tandem repeats (STR), single nucleotid variation (SNV) eller copy number variation
(CNV). Trods genetisk screening med specifikke konventionelle og omfattende analyser ('Next
Generation Sequencing’, NGS) forbliver en anseelig andel med misteenkt monogenetisk eetiologi
uden pavist molekyleergenetisk diagnose. Nuveerende teknikker er begreenset i detektering af
STR og formodes derfor at underdiagnosticere HA.

Metoder: Studiet er todelt. Del 1 var et retrospektiv single-center kohortestudie med 68
patienter henvist til Klinisk Genetisk Afdeling (KGA), Aalborg Universitetshospital (AAUH)
for misteenkt HA (N=41) eller beerertilstand (N=19), i perioden 01-01-2018 - 31-12-2022. Der
blev foretaget kvalitativ gennemgang af patientkarakteristika og vurdering af eventuelle tidligere
genetiske analyser. Del 2 var et systematisk litteraturstudie af nuveerende og nye molekylaerge-
netiske metoder med seerligt fokus pa STR. Disse metoder blev vurderet i forhold til muligheder
og begraensninger ved screening af HA.

Resultater: Blandt patienter med ataksi forekom en divers faenotype og en diagnostic yi-
eld (DY) pa 36,83% ved de anvendte genetiske metoder. Den mest udbredte screeningsstrategi
var analyse af de hyppigste typer STR-HA med konventionelle metoder efterfulgt af targeteret
NGS (TP). Whole Genome Sequencing (stWGS) blev efter introduktion i 2022 anvendt i stigen-
de grad. Halvdelen af patienterne blev screenet uden pavisning af molekylaergenetisk diagnose,
herunder fire med fortsat mistanke om monogenetisk STR-atiologi, grundet positiv familiea-
namnese og symptomdebutalder <50 ar. De nuveerende metoder kan detektere de hyppigste
typer STR-HA, de fleste SNV og CNV samt korte STR (<150 bp), men er utilstraekkelig til
kvantificering af STR >150 bp. En ny metode til detektering af STR, Long-Read Sequencing
(LRS), er under eksperimentel testning og kan kvantificere lange STR med hgjere praecision
end stWGS, men der mangles klinisk evidens om metodens brugbarhed. Afdeling for Molekylaer
Diagnostik (AfMD), AAUH, tester pa nuvaerende tidspunkt et targeteret repeat-panel (T-LRS).

Konklusion: Dette studie finder, at der forekommer tidligere udredte udiagnosticerede pa-
tienter med HA, og at andelen af patienter med pavist monogenetisk setiologi er i overensstem-
melse med tidligere fund. Med LRS-analyse er der indikation for en diagnostisk merveerdi ved
screening af HA, men forbedret diagnostik med LRS af HA forudsaetter 1) forbedret erkendelse
af faenotypen, 2) mere viden om tilstandens genetiske basis samt 3) valide referencegenomer.

Udvidelse af spektret af flere faeenotyper med relation til STR er derfor oplagt for videre studier.



2 Introduktion

Bevaegeforstyrrelser deekker over en bred vifte af neurologiske tilstande, hvoraf en andel har
genetisk baggrund [1]. Ved dysfunktion af cerebellum forekommer symptomkomplekset ataksi,
hvilket kan skyldes monogenetisk aetiologi, benzevnt hereditaer ataksi (HA) [2]. HA er forarsaget
af enten ekspansioner af gentagende korte nukleotidsekvenser (short tandem repeats, STR) ,
variation af et enkelt basepar (single nucleotid variation, SNV) eller variation i antallet af stgrre

DNA-segmenter (copy number variation, CNV) i et gen|3].

Ataksi kan opsta pa baggrund af erhvervede, sporadiske eller genetisk betingede arsager
[4]. Definitorisk er ataksi kendetegnet ved koordinationsproblemer af den voluntsere musku-
latur med symptomer som balanceusikkerhed, gangbesveer og koordinationsforstyrrelser, samt
varierende grader af nystagmus, intentionstremor, dysmetri, dysdiadokinese og dysartri [2], og
billeddiagnostisk kan cerebellumatrofi ofte pavises [5]. Nar erhvervede og potentielt reversible
arsager er udelukket kan der, hos yngre/midaldrende individer med et langsomt progredierende
eller episodisk forlgb misteenkes genetisk arsag. Familiemedlemmer med lignende symptomer
[6] eller indgiftede forzeldre understgtter genetisk eetiologi [7]. Misteenkes monogenetisk arsag,

iveerksaettes genetisk udredning.

HA Kklassificeres efter arvegangene med hhv. autosomal dominant (AD-HA), autosomal
recessiv(AR-HA) og i sjeeldne tilfeelde X-bunden eller mitokondriel [5]. Hvis der pavises mo-
nogenetisk arsag, kan tilstanden yderligere opdeles i genetisk &etiologi, dvs. forarsaget af STR
eller ikke-STR (SNV/CNV) [3]. AD-HA benaevnes spinocerebellar ataksi (SCA), hvoraf 14 ty-
per skyldes STR, hyppigst nukleotiderne CAG. Introduktion af NGS har medfort opdagelse af
nye ikke-STR SCA-typer, og pa nuveerende tidspunkt er 44 forskellige typer SCA klassificeret
[8]. P& savel verdensplan som i Europa er de hyppigste SCA3, SCA1 og SCA2 [9, 10|, men der
forekommer store geografiske forskelle, selv inden for landegraenser [10]. Det formodes at skyldes
en "founder effekt", dvs. en enkelt hyppigt forekommende variant i et geografisk omrade, hvor
befolkningen stammer fra en lille gruppe med en bestemt genotype [11].

AR-HA, til tider bensevnt autosomal reccesiv spinocerebellar ataksi (SCAR), udviser en
divers faeno- og genotype med naesten 100 forskellige tilstande med ataksi og AR-arvegang iden-
tificeret (i 2028) [12]. AR-HA kan forarsages af STR [13]| ved eks. CANVAS (Cerebellar ataksi,

neuropati og vestibulaer arefleksi-syndrom) [3], men er hyppigere ikke-STR varianter.

Det feenotypiske billede ved HA er meget heterogent, og der ses feeno- og genotypisk over-
lap med andre beveegeforstyrrelser [1, 6]. Gennemsnitsalderen ved symptomdebut er 30 til 40
ar [13]. Ved STR-HA ses ofte positiv familieanamnese, sakaldt anticipation, hvor antallet af
STR forgges gennem generationer. Det medfgrer en gradvis lavere debutalder og/eller forveerret
symptombillede [14]. Hos ataktiske individer med negativ familiehistorie for ataksi ses hyppigere
AR-HA uden ekspansioner, men sammenhgengen mellem den formodede arvegang og genotypen
er ikke entydig [13]. Ud over de klassiske genvarianter med en STR, SNV eller CNV indikeres, at



genetikken ofte er langt mere kompleks [8], hvilket ggr det vanskeligt at praediktere genotypen

ud fra patientens klinik og formodede arvegang.

Den genetiske screeningsstrategi er i dag tilrettelagt ud fra den kliniske praesentation. Kon-
ventionelle metoder kan detektere de fa hyppigste former for STR-HA [13], mens NGS kan
sekventere SNV og CNV [15]. Inden for NGS benyttes targeterede genpaneler (TP), helexomse-
kventering (Whole Exome Sequencing, WES) og nyligst helgenomsekventering (Whole Genome
Sequencing, WGS)[16]. Ved TP analyseres et udvalgt antal foruddefinerede HA-relaterede kan-
didatgener, mens ved WES undersgges alle de kodende dele af genomet (exons), svarende til
ca. 85% af kendte patogene mutationer [17]. Med WGS inkluderes analyse af ikke-kodende- (in-
trons) og regulatoriske regioner [16]. Endnu er kun tolkning af en lille del af intronvarianterne
mulig [18], og ingen af NGS-analyse kan detektere STR sufficient [16].

Grundet det heterogene symptombillede, ofte ikke-klassiske arvegange, darlige faeeno- /genotype-
korrelation og kompleks genetik kan det veere vanskeligt at veelge den rette screeningsstrategi
[11, 3]. De fundamentale begraensninger ved NGS til detektion af STR gor det yderligere van-
skeligt [14]. I dag pavises en molekylaergenetisk diagnose ved under 50 % af ataktiske patienter
misteenkt for genetiske @etiologi [7]. Det er uvist, om en vis andel af disse patienter har varianter

i nye gener eller uerkendt STR i et gen, som de nuveerende metoder ikke kan detektere.

En ny metode, der kombinerer den omfattende analyse ved WGS med maling af lange
ekspansioner (>150 bp), sédkaldt Long-Read (Long-Read-Sequencing, LRS), er under udvikling
[14]. LRS virker derfor oplagt at bruge ved mistanke om STR-HA. Klinisk genetisk afdeling
(KGA) pa Aalborg Universitetshospital udreder patienter og sleegtninge henvist med mistaenkt
HA med genetiske analyser udfert enten af den lokalt tilknyttede Afdeling for Molekylaer Diag-
nostik (AfMD) eller rekvireret fra diverse laboratorier i ind- og udland. AfMD har netop faet
PacBio Revio (nyeste sequencer fra PacBio), samt et speciallavet Repeat-panel til LRS og der-

med mulighed for at teste anvendeligheden ved udredning af HA.

Symptomerne ved HA kan p& nuvaerende tidspunkt lindres med understgttende behandling
[19], men der forskes i malrettet terapi mod specifikke HA-typer, samt interventioner til baerere
af HA-varianter [8]. Det er derfor essentielt at stille den korrekte molekyleergenetiske diagnose

ved ataksi.

Det er uafklaret, i hvor hgj grad lave diagnostic yield (DY) ved HA skyldes vanskelighe-
der ved at erkende faenotypen eller de nuveerende molekyleergenetiske metoders begraensning.
Formalet med dette kvalitets- og litteraturstudie er derfor at undersgge, om der blandt udiag-

nosticerede ataktiske patienter er indikation for screening med LRS.



3 Design og metoder

3.1 Studiedesign

Del 1 er et retrospektivt single-center kohortestudie. Del 2 er et litteraturstudie af litteratur fra
Jan 2018 til Dec 2023 omhandlende nuveerende og nye molekyleergenetiske metoder til screening

af HA mhp. gennemgang af styrker og begreensninger.

3.2 Metoder del 1

3.2.1 Patienter og lokation

Liste over alle patienter henvist til genetisk udredning pa Klinisk Genetisk Afdeling (KGA),
Aalborg Universitetshospital i perioden 01-01-2018 - 31-12-2022 under henvisningsdiagnoserne
"SCA", "ataksi", "ataxi", "spinocerebellar ataksi"samt "spinocerebellar ataxi". KGA’s optage-
omréade er borgere besiddende i Region Nordjylland (594.000 indbyggere i 2022 [20]). Henvisende
indstanser er andre afdelinger i det sekundeere sundhedsveesen samt almen praksis. Patienter
henvist til udredning for anden ikke ataksi-relateret genetisk tilstand, men med samme bog-
stavkombinatiner (fx pancreaSCAncer), samt patienter henvist inden 31-12-2022, men indkaldt
til indledende samtale i 2023, ekskluderet. Genhenviste patienter under selvstzendige forlgb

(sagsnumre) er sammenlagt, s antal (N) deekker antal unikke individer.

3.2.2 Begrebsdefinitioner

Klinisk ataksi er defineret som objektivt observeret bredsporet gang og/eller koordinationsfor-
styrrelser med evt. dysartri, nystagmus, tremor og kognitiv pavirkning [6]. MR-cerebrum er
ligeledes brugt til at understotte diagnosen. Da feenotypen ved HA er heterogen [2], er kun indi-
vider helt uden bevaegeforstyrrelser defineret som asymptomatiske. Positiv familieanamnese er
defineret som anamnestisk anfgrt oplysninger som bevaegelsesforstyrrelser i familien og daekker
tre generationer, samt sgskende og foraeldres sgskende. Indekspatienter er defineret som atakti-
ske individer uden kendt HA i familien, og sleegtninge som asymptomatiske individer med kendt

familie-variant.

3.2.3 Datakilder og dataindsamling

Information vedrgrende symptomer og kliniske fund er indhentet via patientens primeere sund-
hedsjournal. Region Nordjylland overgik fra journalsystemet Clinical Suite til Nord-EPJ i 2022,
hvorfor notater er indhentet fra Clinical Suite og Sundhedsjournalen 01-01-2018 til 25-03-2022
og Nord-EPJ 26-02-2022 til 31-12-2022. Stamtraeer indtegnet i PASS Client er anvendt til at
indhente informationer om familieanamnesen, og Langved Data A/S (LDB) er benyttet til at
identificere patientens CPR-nummer samt opné overblik over, hvorvidt gvrige familiemedlemmer

har veeret henvist til udredning pa KGA i Aalborg.



Der er foretaget journalopslag og gennemgang, herunder vurdering af evt. genetiske analyser.
Ved journalopslag er specifikt undersggt for alder ved debut, kgn, ataksirelaterede symptomer,
familieanamnese samt resultat af MR-cerebrum (mhp. cerebellumatrofi). Inkluderede genanaly-

sesvar er svar afgivet senest 01-12-2023.

3.2.4 Omklassificering af genvarianter

Alle genvarianter er fra laboratoriet klassificeret ud fra det internationale klassifikationssystem
ACMG [21], som overordnet opdeler varianter i fire kategorier: 1) Patogen (C5), 2) formodet
patogen (C4), 3) variant af ukendt betydning (VUS) (C3), 4) formodet benign (C2) og 5) benign
(C1). Laboratoriet rapporterer alle C5- og C4-varianter og VUS af muligvis klinisk betydning
men uafklaret pa nuveerende tidspunkt. Da klassifikation af de enkelte genvarianter revurderes,
i takt med ny viden tilkommer er alle genetiske varianter revurderet i henhold til nyeste klassifi-
kation. Sekundaer gennemgang af genvarianterne er primaert foretaget via databaserne Franklin
[22], ClinVar [23] og OMIM [24]. Ved tvivlstilfeelde er genvarianterne konfereret med Thomas
Blauenfeldt (molekylaerbiolog ved AfMD).

3.2.5 Statistiske metoder

Deskriptiv statistik er foretaget i Microsoft Excel og SPSS Statistics.

3.3 Metoder del 2

3.3.1 Systematisk litteratursggning

Litteratursggning er foretaget i databaserne PubMed, Embase og SCOPUS. Der er systematisk
spgt litteratur ifa. reviews og systematiske reviews med to sggestrenge mellem 01.01-2018 og
01.12-2023, dog med inkludering af essentielle artikler for denne tidsperiode. To selvsteendige
sggestrenge var ngdvendig for at kunne inkludere litteratur angaende metoder specifikt ved HA,
sével som nyeste litteratur inden for molekyleergenetiske teknikker malrettet ekspansioner.

1. sggestreng: "Hereditary ataxia", "Spinocerebellar ataxia", "Inherited ataxia"eller "Short
tandem repeat"og "Sequencing", "Genetic test"eller "Diagnosis".

2. spgestreng: "Long read", "Third generation sequencing", "PacBio", "Nanopore"eller "Repe-

at expansion diagnostic"og "Repeat"eller "Short tandem repeat".

Keede- og fritekstsggning er ligeledes benyttet, da begreber og definitioner ved HA divergerer,
samt veldefinerede sggeord ved de nyeste metoder mangles. Publicerede studier udgivet efter

2021 er tillagt storst veegt.



4 Resultater

4.1 Resultater del 1

4.1.1 Alle henviste

I perioden 01-01-2018 til 31-12-2022 blev 68 individer henvist til udredning for HA pa KGA
fordelt i 46 forskellige familier: 2/3 af patienter med klinisk ataksi og 1/3 sleegtninge. Flowchart

over populationen fremgar af figur 1.
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Figur 1: Flowchart over alle henviste til udredning for hereditser ataksi i perioden 2018-2022. Fami-
lievariant: Klinisk ataksi og kendt HA-variant i familien. Indekspatienter: Klinisk ataksi. M+: pavist
variant. M-: ikke pavist variant. <50 ar: Symptomdebutalder under 50 ar. +fam: Positiv familieanam-
nese. VUS: Variant af ukendt betydning jf. ACMG-klassifikationen [21]
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4.1.2 Sleegtninge

De 23 henviste slaegtninge fordelte sig pa 16 familier. Syv individer inden for 5 familier fik pa-
vist en beerertilstand af en C5/C4-variant (SCA3, SCA5, Friedrich ataksi (FRDA), SCARS og
Cokayne syndrom (karakteriseret ved bl.a. mikrocephali, veeksthaemning og progressiv neurode-
generation [25]). Tre baerere med en AD-variant hhv. SCA3 (N=2) og SCA5 (N=1) var under

40 ar, hvorfor udvikling af ataksi kan forventes.

4.1.3 Klinisk ataktiske individer

Efter indledende samtale fik 41 individer med klinisk ataksi genetisk undersggelse (figur 1).
Faenotypen var meget heterogen med rene cerebellare symptomer (gangataksi, dysatri, nystag-
mus mm.), samt sensorisk neuropati og diffuse billeder med tilhgrende forsinket udvikling eller
kognitiv pavirkning mm. Karakteristika fremgar af tabel 1. Hos indekspatienter med symptom-
debut <50 ar var en ikke-signifikant gget sandsynlighed for pavisning af en C4/C5-genvariant
(OR=2,33 (0,24-23,04)) . Der var ved positiv familieanamnese inden ingen signifikant gget sand-
synlighed for pavisning af en C4/C5-variant (OR=0,55 (0,09-3,37)).

Indekspatient  Indekspatient C5/CAvariant  VUS Ingen Afventer lalt
med C5/C4- med C5/C4 med N=4 patogen svar pa N=41

HA-variant anden variant familievariant variant analyse
N=6 N=2 N=6 N=20 N=3

Maend (%) 50,0 50,0 50,0 25,0 55,0 100 53,7
Symptomdebutalder 40 15 33 19 45 57 40

(1QR) [ar] (16,9-63,9) (-) (25,5-40,5) (7,9-30,1) | (33,856,3) | () (29,3-50,8)
Debut< 50 ar (%) [N] 5(83,3) 2(100,0) 6(100,0) 4(100,0) 14 (70,0) 1(33,3) 32(78,0)
Familieanamnese( (%) [N] = 2(33,3) 0() 6(100,0) 2(50,0) 6(30,0) 2(66,7) 18 (43,9)
Familieanamnese + 1(16,7) 0(-) 6(100,0) 2(50,0) 4(20,0) 0() 13 (31,7)

debut<50 ar (%) [N]

Tabel 1: Karakteristika af patienter med klinisk ataksi (N=41). C5/C4-HA-variant: C5/C4-genvariant
relateret til en kendt HA-type. C5/C4 anden variant: C5/C4-variant relateret til anden neurologisk
sygdom. VUS: Variant af ukendt betydning. Afventer svar pa analyse: Indekspatienter, der afventer
svar pa genanalyse pr. 01-12-2023.

4.1.4 Anvendte genetiske analyser

Anvendte genetiske analyser fremgar af figur 2. Fire-tyve personer (58,5%) fik foretaget mere
end én analyse, hvor SCA-repeatpanel (45,5%, N=25) og TP (45,5%, N=25) var de hyppigst
anvendte analyser. Preediktiv test for familievariant (N=6), efterfulgt af TP (N=3) var de hyp-
pigste test med pavisning af variant. Antallet af gener inkluderet i panelerne streg overordnet
gennem studieperioden. TP og WES blev anvendt gennem hele perioden, og WGS blev efter

introducering i 2022 anvendt i stigende grad.

4.1.5 PAaviste varianter

Tolv individer (29,3 %) inden for 10 familier fik pavist en C5/C4-variant svarende til en estimeret
praevalens af HA pa 2,02/10° (CI 95% 1,04;3,53) af den nordjyske population. Fordeling af HA-
typer fremgar af figur 3 og péaviste varianter af tabel 2). DY for pavisning af C4/C5-variant
(bade HA og anden sygdom) var 36,84 % (N=14) og yderligere 10,53% (N=4) for pavisning

8
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Figur 2: Udfgrte og afventende genetiske analyser hos alle individer med klinisk ataksi henvist til
KGA i perioden 2018-2022 (afventende: 3 WGS-analyser). SCA repeat-panel indeholder screening af
SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA17 samt DRPLA. TP varierede fra screening af 13-573 gener
afhaengigt af arstal og laboratorie. FRDA: Friedrichs ataksi. FRAXE: Fragilt X-syndrom. CANVAS:
Cerebellar ataksi, neuropati og vestibuleer arefleksi-syndrom. ATM: Ataxia telangiectasia. TP: Targe-
teret panel. HSP: Herediteer spastisk paraplegi. WES: Whole Exom Sequencing. WGS: Whole Genome
Sequencing
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Figur 3: Antal og fordeling af paviste patogene, formodet patogene og varianter af ukendt betydning
henvist til KGA i perioden 2018-2022. Medtaget er bade individer med klinisk ataksi samt beerere af
autosomalt dominante varianter. SCA=Spinocerebellar ataksi. CANVAS: Cerebellar ataksi, neuro-
pati og vestibuleer arefleksi-syndrom. PADDAS/SCAA47: Pumiliol-Associated Developmental Disabi-
lity (OMIM:617931), Ataxia, and Seizure syndrome. NEDBLAS=Neurodevelopmental disorder with
language delay and behavioral abnormalities, with or without seizures (OMIM:606228)



af en VUS. SCA14 var den hyppigst forekommende, bade pa individ- (N=6) og familieniveau
(N=4), og to patienter fik pavist en C4-variant relateret til anden neurologisk sygdom. Jf. figur
2 blev SCA repeat-panelet udfert i 62% af alle udredningerne (N=26), men kun diagnostisk
i ét tilfeelde (SCA3). Tre cases initielt screenet med NGS-panel fik pavist genvariaterne ved
efterfplgende hhv. WES (VUS og anden neurogenetisk sygdom) eller WGS (VUS). Varianten
pavist ved WGS blev ikke undersggt med WES fgrst.

4.1.6 Ombklassificerede varianter

Ingen paviste varianter er blevet omklassificeret jf. de overordnede ACMG-grupper. En C4-
variant i AGOL1 er koblet til navngiven faenotype: Neurodevelopmental disorder with language
delay and behavioral abnormalities, with or without seizures (NEDBLAS).

Subtyp  Arve- Alder, Gen cDNA variant  Proteinvariant  Zygositet Klass. Pavist ved (Lab., antal gener)
e gang debut
Hereditaer cerebellar ataksi
CANVA AD K, 38 RFC1 AAGGG-ekspansion i intron 2 Funkt.He C5 RP-PCR
S t
SCA3 AD M, 65 ATXN3 14 og >60 CAG-repeats Comp.He C5 SCA-repeat panel
t
SCA3 AD K, 40 ATXN3 2 CAG repeats + normal-allel hos  Het. C5 PCR og sanger (pradiktiv test)
sgnner. Indeks ikke testet
SCA13 AD M, 3 KCNC3  c. 1268G>A p.Argd23His Het c4 TP Ataksi-panel (RH, 200)
SCA14 AD K, 25 PRKCG  c.392G>A p.Cys131Tyr Het ca PCR+Sanger (preediktiv test)
SCAl4 AD K, 31 PRKCG  ¢.392G>A p.Cys131Tyr Het ca Sanger (praediktiv test)
SCA14 AD M, 40 PRKCG  c.392G>A p.Cys131Tyr Het c4 Sanger (praediktiv test)
SCAl4 AD M, 35 PRKCG  ¢.392G>A p.Cys131Tyr Het ca Sanger (praediktiv test)
SCA14 AD M, 25 PRKCG  ¢.392G>A p.Cys131Tyr Het ca TP Ataksi-panel (RH, 81)
SCAl4 AD K, 42 PRKCG  c.424T>G p.Cys142Gly Het ca Sanger (praediktiv test)
SCA48 AD K, 45 STUB1  ¢.786+1G>A ? (splice donor)  Het ca TP Ataksi-panel (Blueprint,
157)
SCA47 AD M, 0 PUM1 ¢.3375C>G p.Tyrl125 Het c4 TP ID-panel
/PADD
AS
Anden neurologisk sygdom
NEDBLA AD M, 0 AGO1 c.569T>A p.Leu190GIn Het c4 Trio-WES
S
AD3 AD K, 30 PSEN c.1141C>T p.Leu381Phe Het ca TP HSP-panel
Variant af ukendt betydning (VUS)
Vus AD K, 13 CCDC8  ¢.3902A>G p.Asp1301Gly Het c3 TP Ataxi-panel (RH. 81 gener)
8C
Vus AD K, 23 SPAST  ¢.1735A>C p.Asn579His Het Cc3 TP HSP-panel (RH, 81 gener)
Vvus AD M, 40 RBM4B ¢.322_323dup .Aspl08Glufs*4  Het c3 Duo-WES
GA
Vvus AR K, 15 COQ8A ¢.1826T>C p.Leu609Pro Hom. c3 WGS

Tabel 2: Paviste varianter hos individer med ataksi (N=41). C5: Patogen. C4: Formodet patogen.
VUS/C3: Variant af ukendt betydning.

4.1.7 Klinisk ataktiske uden forklarende variant

Tyve individer med klinisk ataksi (52,6 % af feerdigundersggte) blev screenet uden fund af
forklarende molekylaergenetisk variant. Seks fik pavist tilfseldighedsfund ifa. AR-variant i hete-
rozygot form eller variant uden klinisk betydning grundet raske familiemedlemmer med beaerer
af samme variant. Fire patienter havde en sygdomsdebut <50 ar samt en familieanamnese med

beveegeforstyrrelser (tabel 3 for karakteristika).
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Kon, Henvis  Syg- Cere- Genetiske analyser Ikke-forklarende rapporterede fund  Klassi-  Arve-

alder nings- doms-  bellum fikatio gang
ar debut atrofi n
SCA Specifik TP (lab,antal gener) WES WGS
panel  test
Pt1 K52 2019 45 Ja X x (Kennedly, 200)
Pt2 K55 2022 45 Ja X X (Blueprint,257)
Pt3  M53 2020 45 Nej x x (RH,203) AARS2: c.1774C>T, p.Arg592Trp i c5 AR
heterozygot form
Pt4 M,69 2018 48 Nej X x (CeCat,158) CLCNZ2: c.1041_1044delGGTG; Vus AR
p.Val348Cysfs*12 i heterozygot form
Vus AR

AP4S1: c.431delG: p.Gly144Aspfs*30 i
heterozygot form

Tabel 3: Individer uden molekyleergenetisk diagnose og sygdomsdebut<50 ar (N=14) samt positiv
familieanamnese. RH: Region Hovedstaden.

4.2 Udvikling til molekylaergenetiske metoder malrettet HA

Molekyleergenetiske metoder til anvendelse ved HA har udviklet sig med bredere deekning og
praecision [3]. Metoderne kan overordnet opdeles i tre ’generationer’, hvor der under hver gene-
ration forekommer specifikke metoder. Figur 4 og tabel 4 giver et samlet overblik over 'gene-
rationerne’, mens tabel 5 sammenligner de forskellige metoders muligheder og begraensninger.
Den stgrste @endring mellem de konventionelle metoder og NGS beror pa antallet af gener, der
analyseres ad gangen (through-put) [17]. NGS er nu udbredt i klinisk praksis, og seerligt short
read WGS (sr-WGS) er god til detektering af patogene SNV- og CNV-varianter [14]. Ved brug
af specifik software, ExpansionHunter, kan fraveer af ekspansioner fastslas samt detekteres eks-
pansioner op til 150 bp. Antallet af STR ved HA overskrider dog hyppigt denne leengde. Med
repeatleengde over 150 bp skal analysen altid opfelges af PCR~analyse for at kunne kvantificere
repeatlaengden [26]. Konventionelle metoder er pa nuveerende tidspunkt derfor er den eneste
sikre made at detektere STR. Sammenligning af de forskellige NGS-metoder hhv. TP, WES og
sr-WGS fremgar af tabel 5b.

Da teknikkerne konstant udvikles, er der pa nuveerende tidspunkt meget fa studier om
metodernes anvendelighed ved HA [3]. Den mest hensigtsmeessige screeningsstrategi er derfor
vanskelig at fastsleegge, men for nuveerende er PCR er god til screening af de hyppigste STR-
varianter og praediktiv diagnosticering, hvorimod NGS er forstevalget ved HA ikke forarsaget af
ekspansioner (SNV eller CNV) [13].

Den tredje og nyeste ’generation’ er LRS, der kombinerer detektering af de lange sekven-
ser med omfattende genanalyse. LRS kan anvendes enten targeteret (T-LRS) eller som hel-
genomsanalyse (Ir'WGS) (tabel 5¢). LRS anvendes fortsat alene pa eksperimentielt plan, men
forelpbige studier viser mulighed for sekventering af STR op til 200 kb (med PacBio) med hgj
praecision|27]. LRS tillader yderligere mulighed for simultan méaling af epigenetiske modifikatio-
ner (promotormethyleringer), en endnu uafdeekket men formodet genetisk setiologi for en del af
de uafklarede HA [15, 11].

Supplerende metoder til maling af ekspansioner, som kan bruges selvsteendigt [18] eller i kom-

bination med LRS, er sidelgbende under udvikling [27]|. Eksempelvis Optical Genom Mapping
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(OGM) som et simplere og mere preecist alternativ til fragmentanalyse (tabel 5a) til visualisering
af specifikke lange STR (fx CANVAS med STR i RFC1-genet)|28].

x x % x x
Konventionelle L el
metoder mmmﬁmmﬁfmmmmﬁﬁmmﬁmmm
SNV CNV
(etgen)

STR< 150 bp STR> 150 bp

Fragmentanalyse £tgen

Exon m Exon m Exon MExon
sanger £ RN I e I S
_

PR-PCR 7 Exon Exon Exon  [WUTGLY Exon

(1) X [€]

<

e
NGS : 'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I‘\;x ;%mmmmim : Mmmx

SNV STR <150 bp STR> 150 bp
Alle gener

‘Alle gener LV 4 LV 4
Udvalgte gener )(* Alle gener Udvalgte gener )(* Alle gener
j End

sr-WGS 7 Intron Intron
_ % v v
s TITTITIITIT AT T

SNV CNV STR <150 bp STR>150 bp

TLRS — e m o m Eom MExon Udvalgte gener )(  Alle gener Udvalgte gener )(  Alle gener
irwgs  (Ategener
: TR B oo B oo B2 o ot gene) (e gerer vt ene) (e gerer

Julie Vogel Kolte

!

Intron Intron

Intron

Figur 4: Overblik over molekylaergenetiske metoder til repeats og screening af ikke-repeat hereditaer
ataksi. MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification. RP-PCR: Repeat-Primed Polyme-
rase Chain Reaction. NGS: Next Generation sequencing. TP: Targeteret panel. WES: Whole Exome
Sequencing. sr-WGS: Short-read Whole Genome Sequencing. LRS: Long-Read sequencing. T-LRS:
Targeteret-Long-Read-Sequencering. Ir-WGS: Long-Read Whole Genome Sequencing. SNV: Single-
nucleotid-variation. CNV: Copy-Number-Variation. STR: Short tandem repeat. Exon: Kodende regio-
ner af genomet. Introns: Ikke-kodende regioner af genomet.

4.2.1 Visualisering af output med sr-WGS og LRS

Af figur 5 fremgar det visuelle output af hhv. sr-WGS analyser med brug af Expansionhunter
og LRS, som tolkes af laboratoriet.

12



, Molekylargenetiske metoder

Metoder Beskrivelse
T Fragment-analyse  Analyse af en/flere
-nelle Sanger- forudbestemte
etoder sekventering kandidatgener med
MLPA manuelle metoder
RP-PCR
Se mere 7a
P Massiv
WES parallelsekventering
sr-WGS af mange gener
Se mere 7b samtidigt af
sekvenser op til 150
bp
[1:3 T-LRS Massiv
I-WGS parallelsekventering
Se mere 7c af mange gener
samtidigt af
sekvenser op til 200
kb

Muligheder
Hgj praecision

-Hurtig analyse til lav pris

-Integreret i nasten alle genetiske laboratorier

-High-throughput: Kan analysere mange gener
samtidigt til lav pris per prgve

-Kan detektere SNV, indels, CNV og STR <150 bp i
hhv:

- TP: Udvalgte gener

- WES: Alle exons

- WGS: Alle exons og introns

- Kan sekventere DNA-fragmenter >200 kb (med
PacBio)

-Formodentlig NGS overlegen ift. detektering af
SNV, indels og CNV

-Kan analysere ‘dark regions”, fx lange STR,
pseudogener og komplekse SV'er

-Kan sekventere fragmenter med hgjt CG-indhold

-Giver simultant information om

Begraensninger
-Kan kun sekventere ét/fa veldefinerede kandidatgener

-Low-throughput: Tidskreevende og dyrt per prgve i forhold
til NGS

-Risiko for sekventeringsfejl, isaer ved lange repeat-
sekvenser og med hgjt CG-indhold

-Kan ikke identificere mosaiktilstande
-Kan ikke give information om epigenetiske modifikationer
-Kan ikke sekventere STR>150 bp

-Kan ikke detektere ‘dark regions’ fx pseudogener eller
komplekse SV’er

-Kan ikke give information om epigenetiske modifikationer

-Tillader ikke fasning af homologer

-Variantfortolkning aft ig af validt refer
Fortsat problematisk ved iszer introns

-Ukendt kiniske elevans: Kun testet eksperimentielt pa
sm3, selekterede populationer

-Evidens om diagnostiske mervardie ift. gvrige metoder
mangles

- Validt referencegenom mangles.
-Pipelines sndres hurtigt

-Dyrere og yderligere omkostningtung ift.
bejdning end sr-WGS

modifikationer

-Tillader fasning og kan give information om cis-
eller transkonfiguration

-Hurtigere analyse end NGS

Anvendelse ved HA
-Screening af de hyppigste
former for STR-HA samt DRPLA

-Praediktiv test af
familievariant eller
segretionsanalyse

-Validering af varianter fundet
ved NGS

-Screening for ikke-STR
varianter (sdsom SNV eller
CNV)

-Negativt resultat efter SCA
repeat-panel og fortsat
mistanke om STR (fx pga.
ataksi med debut i tidlig alder
eller tegn pa anticipation i
familien)

-Grundforskning: Fx opdagelse
af nye STR og betydning af
methyleringer

-Ggr muligvis gentagende
testning overflgdig:
Kombination af MPS med
detektion af klinisk relevante
STR med én enkelt test

Tabel 4: Samlet oversigt over de tre ’generationer’ af molekylaergenetiske metoder til repeats og scre-
ening af ikke-repeat herediteer ataksi. MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification.
RP-PCR: Repeat-Primed Polymerase Chain Reaction. NGS: Next Generation sequencing. TP: Tar-
geteret panel. WES: Whole Exome Sequencing. sr-WGS: Short-read Whole Genome Sequencing.

LRS: Long-Read sequencing. T-LRS: Targeteret-Long-Read-Sequencering. lr-WGS: Long-Read Who-
le Genome Sequencing. SNV: Single-nucleotid-variation. CNV: Copy-Number-Variation. Indels: de-
letioner /insertioner. STR: Short tandem repeat. Exon: Kodende regioner af genomet. Introns: Ikke-
kodende regioner af genomet. CG-indhold: Nukleotiderne C og G. DRPLA: Dentatorubral-pallidolysial
atrofi. Kilder: [3, 8, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36],

Output af sr-WGS ved brug af ExpansionHunter af genet ATXN3 (SCA3)

Hom me
Output af Long-Read (T-LRS) med PacBio af genet ATNX8 (SCAS8)

Figur 5: Visuelle output af ekspansionsanalyser med hhv. s--WGS m. ExpansionHunter og LRS
(PacBio). Venstre: Sekventeringsdybden (antallet af reads) og et estimat af repeatleengden med
ExpansionHunter-analyse af genet ATNX3 i de to alleller fremgér af det genererede visuel output.

Ved tilstreekkelig dybde kvantificeres repeatleengde (<150 bp) pba. data om repeatleengde og konfiden-
sinterval. Hgjre: Repeatleengde og sekventeringsdybde med LRS-analyse med PacBio af genet ATXN3
fremgar af det visuelle output til hgjre. Med LRS kan repeatlaengden direkte aflaeses af det visuelle
output. LRS er fortsat under testning pa AfMD, og data er ikke fremkommet.
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A: Konventionelle metoder

h Kan -Kan lengden af den forlengede -Kraever store mangder af hgjkvalitets-DNA ~Praediktiv test af lange
analyse Blotting tilstedevaerelsen  allel i tilfaelde, hvor PR-PCR fejler repeatekspansioner (fx
og lengden af en ikke. Maler kun afen  CANVAS)
ekspansion/patog lbestemt sekvens
en variant i det
undersegte gen -Meget low-throughput: Omkostningstung og
ineffektivt per prave
PCR Sekventerer -Praecis og effektiv til sekventering af ét -Kraever amplificering og dermed risiko for -Pradiktiv test af kendt
el iet |defi sekventeringsfejl, isaer ved lange med hejt  fa
forudbestemt CG-indhold
kandidatgen af -Mest effektive metode til at verificere en Foraeldreunderspgelse af en
kortere lengde variant -Kraever analyse af hvert locus enkeltvis specifik variant
(segregationsanalyse)
-Praediktiv test for variant
med forudkendt viden om
detekt gen (fx pba.
bickemisk screening)
PCRi CNV'er -Kan oF i -Kan kun sekventere et lille begraenset antal -Detektering af HA-
kombination i specifikke gener  specifikke regioner kandidatgener wvarianter forirsaget af CNV
med probe x SCA15 m.fl.
hybridisering -Kan detektere flere loci pd én gang
-Hurtig og simpel analyse med hgj specificitet
Kan og lengere seky end ved -Kan kun detektere den pracise la2ngde op til 140 -SCA repeat-panel:

PCR kvantificere standard fragmentanalyse STR. Laengere kraever fragmentanalyse Screening af de hyppigste
repeatekspansion former for SCA og DRPLA
eridet -Tilstraekkelig og kost-effektiv til detektion af
undersggte gen STR | kendte gener -Detektering af STR op til

ca. 140 repeats
Generation Sequencing’
panel k - Kan SNV, indels og CNV -Risikerer at overse anden monogenetisk atiologi, - Ikke STR-varianter
sekvenser | et som Ikke er inkluderet | panelet inkorperet | specifikke
panel  -Hgj mil Bedre af det ataksipaneler

underspgte omride end WES/WGS -Gener inkluderet | panelet varierer mellem de

enkelte laboratorier
-Hurtigere analyse end ved WES/WGS

~Risikerer at overse varianter af
-Nemmere at variantfortolke end ved for enten eller
WES/WGS

Helexom- Massiv parallel- -Kan give god screening af naesten alle gener  -Svaerere at variantfortolke end ved TP, isaer -Fortsat uafklaret efter TP

sekventering sekventering af relateret til kendte patogene varianter missensevarianter og mistznkt ikke STR-HA
alle exons

~Kraver Ikke forudbestemmelse af - Begraenset Information om CNV -Mistaenkt de novo-variant
kandidatgener (kraver tricanalyse)

- Ingen information om introns og regulatoriske
-Giver mulighed for reanalyse omrider -Opdagelse af nye patogene

warianter, som ikke er med i
-Mere omkostningseffektivt end sr-WGS -l tering af TP (bar kombineres med
viden om den pd

-Kraever leengere analysetid end TP

Helgenom- Massiv paralle- -Kan i teorien screene alle exons, introns og -Klinisk tolkning af fleste intronvarianter fortsat -Fortsan uafklaret efter

ing af af egulatoriske regioner for varianter 'WES, fx pga. mistaenkt

korte sekvenser  bide exons og patogen SNV eller CNV i
introns -Kan detektere STR og CNV | kodende regioner  -Stgrre risiko for at overse mosaicisme pga. generelt  ikke-kodende eller

mere overlegent end WES lavere dakning end ved WES regulatoriske regioner

-Kan trovaerdigt detektere STR < 150 bp -Problematisk til detektering af ‘dark ‘genes’ fx Ved delvist afklaret svar
pseudogener og komplekse SV'er wed WES (hvor WGS kan

-Undgér gentagende testning med diverse give en mere komplet

targeterede paneler -Mere ift. endved daekning af regionen)
WES/TP
-Dyrere end WES/TP

C: 'Long-Read Sequencing’
Long- + af -Kan STR >200 kb i ne -Kraver som @nskes = Costum-made Repeat-

Read sekvenser op til underspgt panel til detektion af lange

sekventering 200kbi -Kan screene kandidatgener i ‘dark regions” STR i 47 gener relateret til
hgjprioriterede bedre end sSrWGS - Risikerer at overse anden monogenetisk atiologi, kendt patogen STR-variant
omrdder {udvalgt som ikke er inkluderet i panelet (fra PacBio}
med hybridisering - St@rre sekventeringsdybde end ved I-WGS
eller CRISPRCas9) -Risikerer at overse varianter af betyds “Dark genes”-panel, som

-Billigere end Ir-WGS for enten eller r kan SNV, indels
‘og CNV | 389 problematisk
-Simplere datafortolkning end ved Ir-WGS -Mister den for at y p r) gener, som
methyleringsstatus. ikke daekkes med NGS
-Meget lange STR er vanskelige at sekventere og
aligne korrekt

Helgenom- Sekventering af -En enkelt analyse, som giver den hidtid mest  -Dyrere end T-LRS -Identificere nye varianter

ing af op til daekning af genomet

lange sekvenser 200 kb | bide -Meget komplekst ift. databearbejdning ~Grundforskning:
introns og exons  -Kraever ikke identifikation af targets Undersgge betydningen af

-Variantfortolkning meget vanskelig methyleringer og
-Giver mulighed for at opdage nye varianter, sammenspillet mellem
som ikke er inkluderet | T-LRS -Stort set ingen evidens om Hen diagnostiske mange pramuterede gener
mervardig samtidigt (risikogener)

Tabel 5: A:Sammenligning af de forskellige konventionelle metoders muligheder og begraensninger.
Tabellen fokuserer pa sammenligning af de fire primeere metoder anvendt ved screening for og veri-
ficering af HA: Fragmentanalyse, Sangersekventering, MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification) og RP-PCR (Repeat-Primed Polymerase Chain Reaction). For sammenligning af kon-
ventionelle metoder generelt med gvrige metoder henvises til tabel 7. B: Sammenligning af de for-
skellige NGS-metoders muligheder og begraensninger. Tabellen fokuserer pa sammenligning af de tre
primaere metoder Targeteret panel (TP), Whole Exome Sequencing (WES) og Whole Genome Sequen-
cing (WGS). For sammenligning af NGS generelt med gvrige metoder henvises til tabel 7. Trioanalyse:
WES af afficeredes exom med foraeldrenes exomer ggm positive kontroller. C: Sammenligning af de
forskellige LRS-metoders muligheder og begrzensninger. Tabellen fokuserer pa sammenligning af de to
primeere metoder Targeteret-Long-Read-Sequencering (T-LRS) og Long-Read Whole Genome Sequen-
cing (Ir-WGS). For sammenligning af NGS generelt med gvrige metoder henvises til tabel 7. Kilder:

[3, 8, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36],



5 Diskussion

Dette retrospektive kohortestudie af patienter med ataksi henvist til udredning for misteenkt
monogenetisk setiologi i perioden 2018-2022 viste en lav DY pa 36,83% ved de anvendte genetiske
tests. Trods screening med de tilgeengelige metoder, forblev halvdelen uden en molekylsergenetisk
diagnose. Fire udiagnosticerede individer havde positiv familieanamnese og symptomdebutal-
der<50 ar, hvorfor der kan misteenkes monogenetisk arsag. Systematisk litteraturgennemgang
af molekylaergenetiske metoder i udvikling viste, at LRS formar at kombinere detekteringen af
lange ekspansioner (STR) med omfattende genombaserede analyser, som ikke er muligt med de

nuvaerende metoder. Derfor kan LRS formodes at bidrage til en diagnostisk merveerdi ved HA.

5.1 Del1l

5.1.1 Pravalens

Den estimerede preevalens af HA pa 2,02/100.000 er i overenstemmelse med litteraturen. Et eel-
dre, men eneste systematisk review, om HA-preevalensen fra 2014, fandt en praevalens af AD-HA
pa gennemsnitligt 2,7/100.000 (1,5-4,0/100.000) og AR-HA 3,3/100.000 (1,8-4,9/100.000), samt
at der forekom en lavere praevalens i studier med patienter rekvireret fra genetiske afdelinger
(1,6-2,5/100.000) [9]. Studierne stammer dog fra en periode, hvor genetisk screening var mindre
udbredt, og mange HA-typer ikke klassificeret. SCA47/PADDAS, SCA48 og CANVAS er fx alle
identificeret inden for de seneste fem ar [8, 3]. Det bedst samlignelige nordiske studie fra 2019
fastlagde en hgjere praevalens (6,0/100.000), men sammenligning vanskeligggres af inklusion af

patienter fra bade sygehussektor og privatpraktiserende neurologer i studiet [37].

5.1.2 Diagnostic yield, DY

Lav DY ved HA er velkendt, og nyligst publicerede systematiske review med NGS-undersggte
ataksipatienter paviste en overordnet DY pa 43% (IQR=9,5-100%)[7] ). En lavere DY forekom
ved uselekterede kohorter med formodet AD-arvegang (30,5%), samt screening for de hyppigste
former for STR-NGS for NGS (37,7%). Det kan indikere, at HA forarsaget af sjeeldnere former
for STR-HA ikke pavises med de nuveerende metoder.

I et sammenligneligt studie ift. kohortekarakteristika (kgn, alder og symptomer), hvor 377
italienske ataktiske patienter blev underspgt med TP, var en DY péa 33,2% [30]. Veesentlige
forskellige er, at Galatolo et al. [30] udelukkende inkluderede symptomatiske indekspatienter og
prospektivt analyserede med NGS, mens enkelte patienter her blev undersggt alene med SCA
repeat-panelet. Omvendt er DY i indeveerende studie hovedsageligt et resultat af preediktiv
testning, hvilket ikke forekom ved Galatolo et al. [30].

5.1.3 F=notype, screeningsstrategi og fordeling af HA-typer

Populationen udviste en meget heterogen feenotype med bade isoleret ataksi samt symptom- og

genotypeoverlap med andre neurologiske sygdomme. Det viser vanskeligheden med at erkende
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feenotypen klinisk, som rapporteres i litteraturen [1]. Den mest udbredte screeningsstrategi bade
i dette og tidligere studier var initiel screening for de hyppigste SCA-typer (med SCA repeat-
panel, tabel 5a) og ved negativt resultat opfglgning med mere omfattende NGS-analyser (tabel
5b)|7]. TP blev anvendt langt overvejende og var den hyppigst diagnosestillende analyse, men
ikke tilstraekkelig for at stille diagnosen i to tilfeelde, hvor hhv. WES/sr-WGS var ngdvendig.
Ved formodet AD-arvegang blev samtlige screenet med SCA repeat-panel fgr evt. NGS udrullet.
Enkelte patienter med formodet AR-variant blev analyseret med NGS som fgrstevalg, grundet
storre sandsynlighed for ikke-STR-variant ved denne arvegang [13]. I dette og lignende studie
blev pavist varianter med bade AD- og AR-arvegang [30], og flere udiagnosticerede patienter
fik pavist en patogen AR-variant i heterozygot form. Der beskrives i litteraturen darlig sam-
menhang mellem formodede arvegang og genotype [8], hvorfor det er problematisk at udveelge
metoderne ud den formodede arvegang [13]. STR-HA hos et individ med negativ familieanam-
nese kan skyldes et prae-muteret antal STR, der gennem anticipation udlgser ataksi i naeste

generation [14],

Forekomsten af de hyppigste typer STR-HA var lav [10, 5|, selvom neesten samtlige blev
undersggt med SCA-repeat panelet. Et stgrre studie med 1489 kinesiske ataksipatienter viste en
stor andel af disse STR-HA|38|, men under halvt sa stor i et lignende fransk studie[39]. Det kan
indikere, at sensitiviteten af SCA-repeat panelet er hgj, men forekomsten lav i den nordjyske
population. Der forekom stor genetisk variation blandt ikke-STR-HA typer, og tilstedeveerelsen
af heterogene genotyper genfindes i en lang raekke sammenlignelige studier med anvendelse af
NGS [30, 7]. Der blev pavist stor andel af flere forholdvis sjeeldne, fx SCA14, hvilket kan veere
udtryk for den formodede foundereffekt [8]. P4 verdensplan udggr SCA14 under 1% [40], men
er den hyppigst forekommende variant blandt den nordjyske population, hvilket kan skyldes
store familier. SCA14 forekom dog i fire forskellige familier og med to forskellige varianter i
PKKCG-genet (tabel 3).

Der blev pavist VUS i 10,53%, hvilket er i overenstemmelse med gvrige HA-studier [30].
Inden for neurogenetikken ses en generelt en hgj forekomst af VUS, samt at mange gennem de
seneste 8 ar er blevet omklassificeret [41]. Omfattende genanalyser medfgrer en indbygget gget
sandsynlighed for pavisning af VUS, seerligt ved sjeeldne tilstande som HA [16]. En enkelt variant
blev koblet til en ny veldefineret feenotype i OMIM. I takt med nye typer opdages, er jeevnlig
gennemgang af tidligere paviste VUS relevant [18]. Galatolo et al. [30] supplerede samtlige VUS
med undersggelse af raske sleegtninge (trioanalyse med WES som muligger yderligere filtrering,
tabel 5b). Dermed kunne en del af de paviste VUS op- eller nedklassificeres, og andelen faldt
fra 24,3% til 15,6%.

5.1.4 Patienter uden pavist molekylaergenetisk diagnose

SCA repeat-panel og TP blev anvendt ved de fire udiagnosticerede patienter med positiv fa-

milieanamnese og tidlig symptomdebutalder men ikke fulgt op af ikke-targeteret NGS, hvilket
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kan skyldes, at 3/4 af patienterne blev udredt inden WGS var muligt pa4 KGA. En stor andel af
patienter med WGS-analyse fik omvendt flere tilfeeldighedsfund pavist. Hvorvidt disse patienter
beor fa udfgrt WGS inden evt. LRS bliver mulig, kan der derfor veere bade argumenter for og

imod.

5.1.5 Styrker og svagheder

En af studiets styrker er en uselekteret kohorte med inklusion af alle patienter henvist til KGA
Aalborg i perioden 2018-2022 med misteenkt HA, og er det forste danske studie over outcome af
de molekylaergenetiske udredninger. Udtraek af studiepopulationen pba. henvisningsdiagnoser
har skabt den stgrst mulige sandsynlighed for inddragelse af alle fortsat uforklarede tilfeelde,
samt at kohorten er uselekteret pa tveers af alder og formodet arvegang. Den systematiske opga-
relse af alle anvendte genetiske analyser har gjort det muligt at vurdere outcome af hver enkelt
analyse, samt hvordan evt. tidligere udfgrte analyser oversa en bestemt variant. Det giver sam-
menholdt med viden om nyeste sekventeringsmetoder indtryk af, hvilke screeningsstrategier der

kunne veere relevante at benytte pa KGA.

En vaesentlig svaghed er, at studiet ikke inkluderede patienter henvist under anden mistaenkt
tilstand, men hvor udredningen péviste HA. Det er grundet det store feenotypiske overlap med
gvrige neurologiske sygdomme et realistisk scenarie [6]. At gennemga journaler og analyser pa
samtlige patienter udredt p4 KGA med neurologiske symptomer mhp. at finde HA-suspekte be-
skrivelser er dog uden for dette studiets rammer. Praevalensen er sandsynligvis et underestimat,
da studiet kun inkluderer individer henvist til KGA for udredning og ikke samtlige patienter i
regionen. Udtraek af patienter pa baggrund af ICD-10-diagnosticeret HA pa tveers af hele sekun-
daersektoren kunne imgdekomme dette. Endeligt var det grundet den begraensede tidsperiode
ikke muligt at inkludere indekspersonen for alle familier, hvilket heemmer muligheden for at

vurdere screeningsstrategien til fulde.

5.2 Del 2

5.2.1 Nuvarende molekylaergenetiske metoder

Diagnosticeringen af HA afheenger af de anvendte genetiske metoder, da ingen af de nuveerende
molekyleergenetiske analyser selvstaendigt er tilstreekkelig til screening for samtlige typer HA
(jf. figur 4 og tabel 4). Valget af den/de rette analyser i det enkelte tilfzelde derfor essentiel for
at kunne stille den rette diagnose.

SCA repeat-panel (tabel 5a) er en hurtig og preecis screening for de hyppigste STR-HA
typer, og trods den ofte lave DY er der konsensus om at anvende testen i den initielle genetiske
diagnostik [13, 6].

NGS (tabel 5b) kraever et valg mellem TP, WES eller s--WGS, hvor WGS anvendes i
stigende grad frem for TP [18]. Ved screening af HA er valget af metode dog stadig genstand
for diskussion [42, 3, 13, 16].
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TP har for nuveerende en DY pa hgjde med WES [7] og giver en bedre gendaekning af
de undersggte omrade [16]. Omvendt er der stgrre risiko for at overse seerligt de-novo og ultra-
sjeeldne varianter end ved WES/WGS. Selvom de-novo-varianter er sjaeldne |7, forekom de bade
i dette og tidligere studier [30]. Det enkelte laboratorie definerer generne inkorporeret i panelet,
og sufficient brug af TP forudssetter, at panelet opdateres i takt med opdagelsen af nye HA-
varianter [17]|. Risikoen for at overse anden kausal monogenetisk arsag ikke inkluderet i panelet
er ligeledes gget ved brug af TP [16], hvilket kan veere problematisk grundet det feenotypiske
overlap [1].

WES har fordelen ved at veere ikke-targeteret og screener alle kodende regioner for varian-
ter med relation til monogenetisk setiologi. Pa nuvaerende tidspunkt er ved WES opbygget et
forholdvis validt referencegenom til fortolkning af mange varianter. Analysen giver yderligere
mulighed for reanalyse [18] og trioanalyse, som er effektiv til variantfortolkning ved HA [13] og
reklassificering af VUS [41].

WGS udbygger WES med muligheden for at screene genvarianter i introns [16], og analysen
er WES overlegen ift. detektering af CNV’er og kortere STR (under 150 bp) i kodende regioner
[33, 26]. Den diagnostiske merveerdi ved WGS er dog for nuveerende begreenset i klinisk praksis,
da det er vanskeligt at tolke langt de fleste intronsvarianter [18|. Tiltagende brug af WGA er ved
at forbedre variantdatabaserne, men der mangler flere stgrre systematiske studier, der evaluerer
brugen af WGS ved HA[3, 7]. Ingen NGS-analyse formar at detektere ekspansioner over 150 bp
[14], gvrige sveere detekterbare omrader, sakaldte "dark regions"(SV’er, pseudogener mm) 29|,
samt epigenetiske modifikationer[27]. Det er problematisk ved STR-HA [14].

5.2.2 Fremtidige perspektiver for genetisk udredning af HA

Udfordringen med at detektere STR-HA med NGS kan veere medvirkende forklaring til, at fire
patienter trods mistanke om monogenetisk STR-HA, ikke fik pavist en genetisk @etiologi. Samlet
set forblev halvdelen af ataktiske patienter uden molekyleergenetisk diagnose, hvilket pa linje
med litteraturen indikerer, at en anseelig andel af HA er genetisk udiagnosticeret |3, 7]. Dette
kan skyldes flere arsager, og der vurderes at veere seerligt fire fundamentale udfordringer, som
skal forbedres: 1) Vanskeligheder med at erkende af feenotypen, 2) Mangelfuld evidens om den
genetiske basis bag HA, 3) Utilstraekkelige metoder til detektion af ekspansioner, 4) Variantfor-

tolkningsproblemer pga. faenotypisk heterogenicitet, komplekse arvegange og lav praevalens.

1) Bedre erkendelse af faenotypen: De rette tentative diagnoseovervejelser er pa nuvee-
rende tidspunkt forudssetningen for al diagnostik af HA. En HA-diagnose er tidligere pa KGA
fremkommet ved screening for anden misteenkt tilstand, og flere patienter med ataksi fik stillet
en anden neurologisk diagnose i dette studie. Bedre og mere veldefinerede udredningsalgoritmer
i det kliniske undersggelsesrum er en ngdvendighed at kunne erkende feenotypen ved HA og
andre neurologiske sygdomme mere sufficient [13]. Om det vil medfgre et behov for en helt ny

klassifikation af sygdomsgrupper inden for neurologien, vil fremtiden vise.

18



2) Bedre forstaelse for genetikken bag HA: Evidens omkring genotypen ved HA kan
fortsat udbygges, og med helgenoms-LRS (Ir-WGS, figur 4 og tabel 5¢) er det teknisk set muligt
at screene for samtlige STR og komplicerede regioner (pseudogener, dark genes og lign.) - ogsa
i hidtil ukendte gener [27]. LRS tillader yderligere méaling af methyleringsstatus simultant, og
eksplorativ brug af Ir-WGS kan sandsynligvis bidrage med opdagelse af nye STR-HA typer [34].
. STR er ofte hypermethylerede, som kan medfgre et manglende/defekt genprodukt|33|. Studier
indikerer, at methyleringsstatus malt med LRS muligvis kan bidrage med klinisk merveerdi til
forklaring af feenotypen [32, 27]. Viden om den kliniske betydning af epigenetiske modifikationer
er dog stadigt pa et grundforskningsstadium|43, 27].

3) Bedre detektering af STR: Nuvarende teknikker formodes at underdiagnosticere HA
[14], da klinikeren skal veelge specifikke konventionelle tests for de enkelte/fa STR med risiko
for at overse mange typer STR-HA. En ataktisk patient med negativ sr-WGS analyse fik ef-
terfglgende pavist CANVAS med specifik RP-PCR ifm. genetisk udredning pad KGA Aalborg
uden for dette studiets kohorte . LRS indikerer lovende resultater til detektion af kendte og
nye repeatekspansioner [33] (tabel 4), og med LRS som fgrstevalg, havde risikoen for at overse
tilstanden veeret elimineret. AfMD er ved at udrulle targeteret LRS (T-LRS, tabel 5¢) til STR
og udviklet et repeat T-LRS som screener 47 kendte gener relateret til repeattilstande, som
det tidligere kun var muligt at kvantificere tilstrackkeligt med PCR [14|. T-LRS formodes at
overfladigggre gentagende testning samt minimere risikoen for at overse andre STR-varianter,
men som ved TP afhaengig af, at panelerne konstant holdes ajour [32]. Andre STR-detekterende
metoder som OGM er under udvikling, og der pagar udvikling inden for sakaldt ’multiomic’
tilgange, hvor genetisk screening anvendes i kombination med viden om patientens methylom,

transkritom eller metabolisk status [18].

4) Mere validt referencegenom til variantfortolkning: For at fa betydning i klinisk
praksis, kreeves sufficient varianttolkning af den paviste molekyleer patogen variant /STR. Mang-
len pa validt referencegenom vurderes pa nuveerende tidspunkt at veere den stgrste begraensende
faktor ved LRS, da der kun er testet pa sma selekterede populationer, og pipelines konstant
eendres[34|. Det giver yderligere udfordringer ved tolkning af VUS og ikke-kodende varianter
end tilfeeldet er med NGS [33]. Store projekter med kortleegning af den normale humane ge-
netiske variation, samt databaser med indberetning af fundne varianter hos syge individer|21]
har veeret forudssetningen for, at variantfortolkningen ved NGS er blevet forbedret [34]. Der
er brug for lignende store populationsstudier med raske kontroller og systematisk datadeling
af fundne varianter hos afficerede individer til opbygning af et validt referencegenom ved LRS
[32, 34, 18]. I dag er langt hovedparten af studier og referencesystemer baseret pa individer af
vestlig oprindelse|7], og der er brug for store etnisk diverse populationsstudier, si referencesy-

stemerne ikke diskriminerer pa etnicitet [34].
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5.3 Videre studier

Der er teoretisk basis for en diagnostisk mervaerdi for screening for HA med introduktion af LRS,
men der mangler evidens. Repeatpanelet fra PacBio testes pa AfMD med positive kontroller bl.a.
fra denne kohorte, men der foreligger ingen endelige resultater. Forelgbig status indikerer, at
der kan forekomme problemer med detektion af repeats over 8000 bp, da fragmentleengden ved
analysen er kortere end hidtil antaget. I fx CANVAS forekommer en 5 bp-lang repeteret sekvens,
hvorved repeatleengden hurtigt kan overskride fragmentlaengden og blive et problem i praksis.

For at teste den diagnostiske merveerdi ved brug af LRS ved mistezenkt monogenetisk STR-
atiologi er der brug for at genundersgge patienternes faenotype samt reanalysere med LRS.
Studiepopulationen bgr veere en stor, uselekteret kohorte af ataksipatienter med negativ mo-
lekyleergenetisk diagnose efter testning med de nuveerende metoder. De fire patienter i dette
studie kan indgé, men der er brug for en noget storre kohorte for at opna en valid teststyrke.

Fra klinisk praksis kendes en rackke andre neurologiske sygdomsgrupper med lignende STR-
eetiologi, fx Huntingtons Chorea [44] og frontotemporal demens [11], men stgrstedelen forbliver
udiagnosticerede trods mistanke om monogenetisk eetiologi [14, 16]. Udvidelse af spektret af
flere feenotyper med relation til STR. er derfor oplagt for videre studier.

Slutteligt kan vanskelighed ved erkendelse af faeenotypen med fordel veere genstand for yder-
ligere studier. Den rette teststrategi forudssetter som nsevnt, at feenotypen opdages klinisk.
Retrospektive studier af sammenheengen mellem henvisningsdiagnose, klinik, teststrategi og en-

delig diagnose kunne forhabentlig resultere i forbedrede udredningsalgoritmer.

5.4 Konklusion og perspektiver

Studiet konkluderer, at der forekommer udiagnosticerede individer p4 KGA med mistasenkt mo-
nogenetisk aetiologi, som muligvis kunne opné forbedret diagnostik med LRS. Udvidet genetisk
testning medfgrer dog en indbygget @get risiko for pavisning af flere VUS og tilfeeldighedsfund
urelateret til patientens feenotype. Hvorvidt den diagnostiske merveerdi ogsa er en merveerdi for
patienten, er derfor en etisk overvejelse.

Nye malrettede behandlinger er under klinisk testning, bade farmakologisk og non-farmakologisk
[45], og der pagar forskning i targeret genterapi mod ekspansionerne, sével som forebyggende
behandling af prae-symptomatiske baerere [8]. De potentielle fremtidige muligheder for evt. kura-
tiv behandlingsmuligheder understreger vigtigheden af, at den korrekte molekylaerdiagnostiske
diagnose pavises. Fremtiden vil vise, om udrulning af LRS ogséa inden for andre sygdomsgrup-
per vil kunne forbedre diagnosticeringen af kendte-, samt udvide spektret af, tilstande med

mistaenkt monogenetisk aetiologi.
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