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1 Resumé

Baggrund: Arvelige former for ataksi, hereditær ataksi (HA), udviser en heterogen fæno- og
genotype, hvilket kan vanskeliggøre genetisk udredning. Molekylærgenetisk 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 mistænkt monogenetisk ætiologi
uden påvist molekylærgenetisk diagnose. Nuværende teknikker er begrænset 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 mistænkt HA (N=41) eller bærertilstand (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 nuværende og nye molekylærge-
netiske metoder med særligt fokus på STR. Disse metoder blev vurderet i forhold til muligheder
og begrænsninger ved screening af HA.

Resultater: Blandt patienter med ataksi forekom en divers fænotype og en diagnostic yi-
eld (DY) på 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 (srWGS) blev efter introduktion i 2022 anvendt i stigen-
de grad. Halvdelen af patienterne blev screenet uden påvisning af molekylærgenetisk diagnose,
herunder fire med fortsat mistanke om monogenetisk STR-ætiologi, grundet positiv familiea-
namnese og symptomdebutalder <50 år. De nuværende metoder kan detektere de hyppigste
typer STR-HA, de fleste SNV og CNV samt korte STR (<150 bp), men er utilstrækkelig 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 højere præcision
end srWGS, men der mangles klinisk evidens om metodens brugbarhed. Afdeling for Molekylær
Diagnostik (AfMD), AAUH, tester på nuværende 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 påvist monogenetisk ætiologi er i overensstem-
melse med tidligere fund. Med LRS-analyse er der indikation for en diagnostisk merværdi ved
screening af HA, men forbedret diagnostik med LRS af HA forudsætter 1) forbedret erkendelse
af fænotypen, 2) mere viden om tilstandens genetiske basis samt 3) valide referencegenomer.
Udvidelse af spektret af flere fænotyper med relation til STR er derfor oplagt for videre studier.
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2 Introduktion

Bevægeforstyrrelser dækker 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 ætiologi, benævnt hereditær ataksi (HA) [2]. HA er forårsaget
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 større
DNA-segmenter (copy number variation, CNV) i et gen[3].

Ataksi kan opstå på baggrund af erhvervede, sporadiske eller genetisk betingede årsager
[4]. Definitorisk er ataksi kendetegnet ved koordinationsproblemer af den voluntære musku-
latur med symptomer som balanceusikkerhed, gangbesvær og koordinationsforstyrrelser, samt
varierende grader af nystagmus, intentionstremor, dysmetri, dysdiadokinese og dysartri [2], og
billeddiagnostisk kan cerebellumatrofi ofte påvises [5]. Når erhvervede og potentielt reversible
årsager er udelukket kan der, hos yngre/midaldrende individer med et langsomt progredierende
eller episodisk forløb mistænkes genetisk årsag. Familiemedlemmer med lignende symptomer
[6] eller indgiftede forældre understøtter genetisk ætiologi [7]. Mistænkes monogenetisk årsag,
iværksættes genetisk udredning.

HA klassificeres efter arvegangene med hhv. autosomal dominant (AD-HA), autosomal
recessiv(AR-HA) og i sjældne tilfælde X-bunden eller mitokondriel [5]. Hvis der påvises mo-
nogenetisk årsag, kan tilstanden yderligere opdeles i genetisk ætiologi, dvs. forårsaget af STR
eller ikke-STR (SNV/CNV) [3]. AD-HA benævnes spinocerebellar ataksi (SCA), hvoraf 14 ty-
per skyldes STR, hyppigst nukleotiderne CAG. Introduktion af NGS har medført opdagelse af
nye ikke-STR SCA-typer, og på nuværende tidspunkt er 44 forskellige typer SCA klassificeret
[8]. På såvel verdensplan som i Europa er de hyppigste SCA3, SCA1 og SCA2 [9, 10], men der
forekommer store geografiske forskelle, selv inden for landegrænser [10]. Det formodes at skyldes
en "founder effekt", dvs. en enkelt hyppigt forekommende variant i et geografisk område, hvor
befolkningen stammer fra en lille gruppe med en bestemt genotype [11].

AR-HA, til tider benævnt autosomal reccesiv spinocerebellar ataksi (SCAR), udviser en
divers fæno- og genotype med næsten 100 forskellige tilstande med ataksi og AR-arvegang iden-
tificeret (i 2028) [12]. AR-HA kan forårsages af STR [13] ved eks. CANVAS (Cerebellar ataksi,
neuropati og vestibulær arefleksi-syndrom) [3], men er hyppigere ikke-STR varianter.

Det fænotypiske billede ved HA er meget heterogent, og der ses fæno- og genotypisk over-
lap med andre bevægeforstyrrelser [1, 6]. Gennemsnitsalderen ved symptomdebut er 30 til 40
år [13]. Ved STR-HA ses ofte positiv familieanamnese, såkaldt anticipation, hvor antallet af
STR forøges gennem generationer. Det medfører en gradvis lavere debutalder og/eller forværret
symptombillede [14]. Hos ataktiske individer med negativ familiehistorie for ataksi ses hyppigere
AR-HA uden ekspansioner, men sammenhængen mellem den formodede arvegang og genotypen
er ikke entydig [13]. Ud over de klassiske genvarianter med en STR, SNV eller CNV indikeres, at
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genetikken ofte er langt mere kompleks [8], hvilket gør det vanskeligt at prædiktere genotypen
ud fra patientens klinik og formodede arvegang.

Den genetiske screeningsstrategi er i dag tilrettelagt ud fra den kliniske præsentation. Kon-
ventionelle metoder kan detektere de få 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 undersøges 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, dårlige fæno-/genotype-
korrelation og kompleks genetik kan det være vanskeligt at vælge den rette screeningsstrategi
[11, 3]. De fundamentale begrænsninger ved NGS til detektion af STR gør det yderligere van-
skeligt [14]. I dag påvises en molekylærgenetisk diagnose ved under 50 % af ataktiske patienter
mistænkt for genetiske ætiologi [7]. Det er uvist, om en vis andel af disse patienter har varianter
i nye gener eller uerkendt STR i et gen, som de nuværende metoder ikke kan detektere.

En ny metode, der kombinerer den omfattende analyse ved WGS med måling af lange
ekspansioner (>150 bp), såkaldt 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) på Aalborg Universitetshospital udreder patienter og slægtninge henvist med mistænkt
HA med genetiske analyser udført enten af den lokalt tilknyttede Afdeling for Molekylær Diag-
nostik (AfMD) eller rekvireret fra diverse laboratorier i ind- og udland. AfMD har netop fået
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 på nuværende tidspunkt lindres med understøttende behandling
[19], men der forskes i målrettet terapi mod specifikke HA-typer, samt interventioner til bærere
af HA-varianter [8]. Det er derfor essentielt at stille den korrekte molekylærgenetiske diagnose
ved ataksi.

Det er uafklaret, i hvor høj grad lave diagnostic yield (DY) ved HA skyldes vanskelighe-
der ved at erkende fænotypen eller de nuværende molekylærgenetiske metoders begrænsning.
Formålet med dette kvalitets- og litteraturstudie er derfor at undersøge, om der blandt udiag-
nosticerede ataktiske patienter er indikation for screening med LRS.
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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 nuværende og nye molekylærgenetiske metoder til screening
af HA mhp. gennemgang af styrker og begrænsninger.

3.2 Metoder del 1

3.2.1 Patienter og lokation

Liste over alle patienter henvist til genetisk udredning på 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-
område er borgere besiddende i Region Nordjylland (594.000 indbyggere i 2022 [20]). Henvisende
indstanser er andre afdelinger i det sekundære sundhedsvæsen 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 selvstændige forløb
(sagsnumre) er sammenlagt, så antal (N) dækker 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 påvirkning [6]. MR-cerebrum er
ligeledes brugt til at understøtte diagnosen. Da fænotypen ved HA er heterogen [2], er kun indi-
vider helt uden bevægeforstyrrelser defineret som asymptomatiske. Positiv familieanamnese er
defineret som anamnestisk anført oplysninger som bevægelsesforstyrrelser i familien og dækker
tre generationer, samt søskende og forældres søskende. Indekspatienter er defineret som atakti-
ske individer uden kendt HA i familien, og slægtninge som asymptomatiske individer med kendt
familie-variant.

3.2.3 Datakilder og dataindsamling

Information vedrørende symptomer og kliniske fund er indhentet via patientens primære 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. Stamtræer 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 opnå overblik over, hvorvidt øvrige familiemedlemmer
har været henvist til udredning på KGA i Aalborg.
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Der er foretaget journalopslag og gennemgang, herunder vurdering af evt. genetiske analyser.
Ved journalopslag er specifikt undersøgt for alder ved debut, køn, 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 på nuværende 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. Sekundær gennemgang af genvarianterne er primært foretaget via databaserne Franklin
[22], ClinVar [23] og OMIM [24]. Ved tvivlstilfælde er genvarianterne konfereret med Thomas
Blauenfeldt (molekylærbiolog 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 litteratursøgning

Litteratursøgning er foretaget i databaserne PubMed, Embase og SCOPUS. Der er systematisk
søgt litteratur ifa. reviews og systematiske reviews med to søgestrenge mellem 01.01-2018 og
01.12-2023, dog med inkludering af essentielle artikler før denne tidsperiode. To selvstændige
søgestrenge var nødvendig for at kunne inkludere litteratur angående metoder specifikt ved HA,
såvel som nyeste litteratur inden for molekylærgenetiske teknikker målrettet ekspansioner.

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

2. søgestreng: "Long read", "Third generation sequencing", "PacBio", "Nanopore"eller "Repe-
at expansion diagnostic"og "Repeat"eller "Short tandem repeat".

Kæde- og fritekstsøgning er ligeledes benyttet, da begreber og definitioner ved HA divergerer,
samt veldefinerede søgeord ved de nyeste metoder mangles. Publicerede studier udgivet efter
2021 er tillagt størst vægt.
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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 på KGA
fordelt i 46 forskellige familier: 2/3 af patienter med klinisk ataksi og 1/3 slægtninge. Flowchart
over populationen fremgår af figur 1.

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

.
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4.1.2 Slægtninge

De 23 henviste slægtninge fordelte sig på 16 familier. Syv individer inden for 5 familier fik på-
vist en bærertilstand af en C5/C4-variant (SCA3, SCA5, Friedrich ataksi (FRDA), SCAR8 og
Cokayne syndrom (karakteriseret ved bl.a. mikrocephali, væksthæmning og progressiv neurode-
generation [25]). Tre bærere med en AD-variant hhv. SCA3 (N=2) og SCA5 (N=1) var under
40 år, hvorfor udvikling af ataksi kan forventes.

4.1.3 Klinisk ataktiske individer

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

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 på analyse: Indekspatienter, der afventer
svar på genanalyse pr. 01-12-2023.

4.1.4 Anvendte genetiske analyser

Anvendte genetiske analyser fremgår 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. Prædiktiv test for familievariant (N=6), efterfulgt af TP (N=3) var de hyp-
pigste test med påvisning 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 Påviste varianter

Tolv individer (29,3 %) inden for 10 familier fik påvist en C5/C4-variant svarende til en estimeret
prævalens af HA på 2, 02/105 (CI 95% 1,04;3,53) af den nordjyske population. Fordeling af HA-
typer fremgår af figur 3 og påviste varianter af tabel 2). DY for påvisning af C4/C5-variant
(både HA og anden sygdom) var 36,84 % (N=14) og yderligere 10,53% (N=4) for påvisning
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Figur 2: Udførte 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
afhængigt af årstal og laboratorie. FRDA: Friedrichs ataksi. FRAXE: Fragilt X-syndrom. CANVAS:
Cerebellar ataksi, neuropati og vestibulær arefleksi-syndrom. ATM: Ataxia telangiectasia. TP: Targe-
teret panel. HSP: Hereditær spastisk paraplegi. WES: Whole Exom Sequencing. WGS: Whole Genome
Sequencing

Figur 3: Antal og fordeling af påviste patogene, formodet patogene og varianter af ukendt betydning
henvist til KGA i perioden 2018-2022. Medtaget er både individer med klinisk ataksi samt bærere af
autosomalt dominante varianter. SCA=Spinocerebellar ataksi. CANVAS: Cerebellar ataksi, neuro-
pati og vestibulær arefleksi-syndrom. PADDAS/SCA47: Pumilio1-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)
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af en VUS. SCA14 var den hyppigst forekommende, både på individ- (N=6) og familieniveau
(N=4), og to patienter fik påvist en C4-variant relateret til anden neurologisk sygdom. Jf. figur
2 blev SCA repeat-panelet udført i 62% af alle udredningerne (N=26), men kun diagnostisk
i ét tilfælde (SCA3). Tre cases initielt screenet med NGS-panel fik påvist genvariaterne ved
efterfølgende hhv. WES (VUS og anden neurogenetisk sygdom) eller WGS (VUS). Varianten
påvist ved WGS blev ikke undersøgt med WES først.

4.1.6 Omklassificerede varianter

Ingen påviste varianter er blevet omklassificeret jf. de overordnede ACMG-grupper. En C4-
variant i AGO1 er koblet til navngiven fænotype: Neurodevelopmental disorder with language
delay and behavioral abnormalities, with or without seizures (NEDBLAS).

Tabel 2: Påviste 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 færdigundersøgte) blev screenet uden fund af
forklarende molekylærgenetisk variant. Seks fik påvist tilfældighedsfund ifa. AR-variant i hete-
rozygot form eller variant uden klinisk betydning grundet raske familiemedlemmer med bærer
af samme variant. Fire patienter havde en sygdomsdebut <50 år samt en familieanamnese med
bevægeforstyrrelser (tabel 3 for karakteristika).
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Tabel 3: Individer uden molekylærgenetisk diagnose og sygdomsdebut<50 år (N=14) samt positiv
familieanamnese. RH: Region Hovedstaden.

4.2 Udvikling til molekylærgenetiske metoder målrettet HA

Molekylærgenetiske metoder til anvendelse ved HA har udviklet sig med bredere dækning og
præcision [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 begrænsninger.
Den største ændring mellem de konventionelle metoder og NGS beror på antallet af gener, der
analyseres ad gangen (through-put) [17]. NGS er nu udbredt i klinisk praksis, og særligt short
read WGS (sr-WGS) er god til detektering af patogene SNV- og CNV-varianter [14]. Ved brug
af specifik software, ExpansionHunter, kan fravær af ekspansioner fastslås samt detekteres eks-
pansioner op til 150 bp. Antallet af STR ved HA overskrider dog hyppigt denne længde. Med
repeatlængde over 150 bp skal analysen altid opfølges af PCR-analyse for at kunne kvantificere
repeatlængden [26]. Konventionelle metoder er på nuværende tidspunkt derfor er den eneste
sikre måde at detektere STR. Sammenligning af de forskellige NGS-metoder hhv. TP, WES og
sr-WGS fremgår af tabel 5b.

Da teknikkerne konstant udvikles, er der på nuværende tidspunkt meget få studier om
metodernes anvendelighed ved HA [3]. Den mest hensigtsmæssige screeningsstrategi er derfor
vanskelig at fastslægge, men for nuværende er PCR er god til screening af de hyppigste STR-
varianter og prædiktiv diagnosticering, hvorimod NGS er førstevalget ved HA ikke forårsaget 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 (lrWGS) (tabel 5c). LRS anvendes fortsat alene på eksperimentielt plan, men
foreløbige studier viser mulighed for sekventering af STR op til 200 kb (med PacBio) med høj
præcision[27]. LRS tillader yderligere mulighed for simultan måling af epigenetiske modifikatio-
ner (promotormethyleringer), en endnu uafdækket men formodet genetisk ætiologi for en del af
de uafklarede HA [15, 11].

Supplerende metoder til måling af ekspansioner, som kan bruges selvstændigt [18] eller i kom-
bination med LRS, er sideløbende under udvikling [27]. Eksempelvis Optical Genom Mapping
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(OGM) som et simplere og mere præcist alternativ til fragmentanalyse (tabel 5a) til visualisering
af specifikke lange STR (fx CANVAS med STR i RFC1 -genet)[28].

Figur 4: Overblik over molekylærgenetiske metoder til repeats og screening af ikke-repeat hereditær
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. lr-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 fremgår det visuelle output af hhv. sr-WGS analyser med brug af Expansionhunter
og LRS, som tolkes af laboratoriet.

12



Tabel 4: Samlet oversigt over de tre ’generationer’ af molekylærgenetiske metoder til repeats og scre-
ening af ikke-repeat hereditær 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],

Figur 5: Visuelle output af ekspansionsanalyser med hhv. sr-WGS m. ExpansionHunter og LRS
(PacBio). Venstre: Sekventeringsdybden (antallet af reads) og et estimat af repeatlængden med
ExpansionHunter-analyse af genet ATNX3 i de to alleller fremgår af det genererede visuel output.
Ved tilstrækkelig dybde kvantificeres repeatlængde (<150 bp) pba. data om repeatlængde og konfiden-
sinterval. Højre: Repeatlængde og sekventeringsdybde med LRS-analyse med PacBio af genet ATXN3
fremgår af det visuelle output til højre. Med LRS kan repeatlængden direkte aflæses af det visuelle
output. LRS er fortsat under testning på AfMD, og data er ikke fremkommet.
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Tabel 5: A:Sammenligning af de forskellige konventionelle metoders muligheder og begrænsninger.
Tabellen fokuserer på sammenligning af de fire primære 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 øvrige metoder henvises til tabel 7. B: Sammenligning af de for-
skellige NGS-metoders muligheder og begrænsninger. Tabellen fokuserer på sammenligning af de tre
primære metoder Targeteret panel (TP), Whole Exome Sequencing (WES) og Whole Genome Sequen-
cing (WGS). For sammenligning af NGS generelt med øvrige metoder henvises til tabel 7. Trioanalyse:
WES af afficeredes exom med forældrenes exomer som positive kontroller. C: Sammenligning af de
forskellige LRS-metoders muligheder og begrænsninger. Tabellen fokuserer på sammenligning af de to
primære metoder Targeteret-Long-Read-Sequencering (T-LRS) og Long-Read Whole Genome Sequen-
cing (lr-WGS). For sammenligning af NGS generelt med øvrige metoder henvises til tabel 7. Kilder:
[3, 8, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36],
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5 Diskussion

Dette retrospektive kohortestudie af patienter med ataksi henvist til udredning for mistænkt
monogenetisk ætiologi i perioden 2018-2022 viste en lav DY på 36,83% ved de anvendte genetiske
tests. Trods screening med de tilgængelige metoder, forblev halvdelen uden en molekylærgenetisk
diagnose. Fire udiagnosticerede individer havde positiv familieanamnese og symptomdebutal-
der<50 år, hvorfor der kan mistænkes monogenetisk årsag. Systematisk litteraturgennemgang
af molekylærgenetiske metoder i udvikling viste, at LRS formår at kombinere detekteringen af
lange ekspansioner (STR) med omfattende genombaserede analyser, som ikke er muligt med de
nuværende metoder. Derfor kan LRS formodes at bidrage til en diagnostisk merværdi ved HA.

5.1 Del 1

5.1.1 Prævalens

Den estimerede prævalens af HA på 2,02/100.000 er i overenstemmelse med litteraturen. Et æl-
dre, men eneste systematisk review, om HA-prævalensen fra 2014, fandt en prævalens af AD-HA
på 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 prævalens 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 år [8, 3]. Det bedst samlignelige nordiske studie fra 2019
fastlagde en højere prævalens (6,0/100.000), men sammenligning vanskeliggøres af inklusion af
patienter fra både 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-undersøgte
ataksipatienter påviste en overordnet DY på 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 før NGS (37,7%). Det kan indikere, at HA forårsaget af sjældnere former
for STR-HA ikke påvises med de nuværende metoder.

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

5.1.3 Fænotype, screeningsstrategi og fordeling af HA-typer

Populationen udviste en meget heterogen fænotype med både isoleret ataksi samt symptom- og
genotypeoverlap med andre neurologiske sygdomme. Det viser vanskeligheden med at erkende
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fænotypen klinisk, som rapporteres i litteraturen [1]. Den mest udbredte screeningsstrategi både
i dette og tidligere studier var initiel screening for de hyppigste SCA-typer (med SCA repeat-
panel, tabel 5a) og ved negativt resultat opfølgning med mere omfattende NGS-analyser (tabel
5b)[7]. TP blev anvendt langt overvejende og var den hyppigst diagnosestillende analyse, men
ikke tilstrækkelig for at stille diagnosen i to tilfælde, hvor hhv. WES/sr-WGS var nødvendig.
Ved formodet AD-arvegang blev samtlige screenet med SCA repeat-panel før evt. NGS udrullet.
Enkelte patienter med formodet AR-variant blev analyseret med NGS som førstevalg, grundet
større sandsynlighed for ikke-STR-variant ved denne arvegang [13]. I dette og lignende studie
blev påvist varianter med både AD- og AR-arvegang [30], og flere udiagnosticerede patienter
fik påvist en patogen AR-variant i heterozygot form. Der beskrives i litteraturen dårlig sam-
menhæng mellem formodede arvegang og genotype [8], hvorfor det er problematisk at udvælge
metoderne ud den formodede arvegang [13]. STR-HA hos et individ med negativ familieanam-
nese kan skyldes et præ-muteret antal STR, der gennem anticipation udløser ataksi i næste
generation [14],

Forekomsten af de hyppigste typer STR-HA var lav [10, 5], selvom næsten samtlige blev
undersøgt med SCA-repeat panelet. Et større studie med 1489 kinesiske ataksipatienter viste en
stor andel af disse STR-HA[38], men under halvt så stor i et lignende fransk studie[39]. Det kan
indikere, at sensitiviteten af SCA-repeat panelet er høj, men forekomsten lav i den nordjyske
population. Der forekom stor genetisk variation blandt ikke-STR-HA typer, og tilstedeværelsen
af heterogene genotyper genfindes i en lang række sammenlignelige studier med anvendelse af
NGS [30, 7]. Der blev påvist stor andel af flere forholdvis sjældne, fx SCA14, hvilket kan være
udtryk for den formodede foundereffekt [8]. På verdensplan udgør 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 påvist VUS i 10,53%, hvilket er i overenstemmelse med øvrige HA-studier [30].
Inden for neurogenetikken ses en generelt en høj forekomst af VUS, samt at mange gennem de
seneste 8 år er blevet omklassificeret [41]. Omfattende genanalyser medfører en indbygget øget
sandsynlighed for påvisning af VUS, særligt ved sjældne tilstande som HA [16]. En enkelt variant
blev koblet til en ny veldefineret fænotype i OMIM. I takt med nye typer opdages, er jævnlig
gennemgang af tidligere påviste VUS relevant [18]. Galatolo et al. [30] supplerede samtlige VUS
med undersøgelse af raske slægtninge (trioanalyse med WES som muliggør yderligere filtrering,
tabel 5b). Dermed kunne en del af de påviste VUS op- eller nedklassificeres, og andelen faldt
fra 24,3% til 15,6%.

5.1.4 Patienter uden påvist molekylærgenetisk 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 på KGA. En stor andel af
patienter med WGS-analyse fik omvendt flere tilfældighedsfund påvist. Hvorvidt disse patienter
bør få udført WGS inden evt. LRS bliver mulig, kan der derfor være både 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 mistænkt HA, og er det første danske studie over outcome af
de molekylærgenetiske udredninger. Udtræk af studiepopulationen pba. henvisningsdiagnoser
har skabt den størst mulige sandsynlighed for inddragelse af alle fortsat uforklarede tilfælde,
samt at kohorten er uselekteret på tværs af alder og formodet arvegang. Den systematiske opgø-
relse af alle anvendte genetiske analyser har gjort det muligt at vurdere outcome af hver enkelt
analyse, samt hvordan evt. tidligere udførte analyser overså en bestemt variant. Det giver sam-
menholdt med viden om nyeste sekventeringsmetoder indtryk af, hvilke screeningsstrategier der
kunne være relevante at benytte på KGA.

En væsentlig svaghed er, at studiet ikke inkluderede patienter henvist under anden mistænkt
tilstand, men hvor udredningen påviste HA. Det er grundet det store fænotypiske overlap med
øvrige neurologiske sygdomme et realistisk scenarie [6]. At gennemgå journaler og analyser på
samtlige patienter udredt på KGA med neurologiske symptomer mhp. at finde HA-suspekte be-
skrivelser er dog uden for dette studiets rammer. Prævalensen er sandsynligvis et underestimat,
da studiet kun inkluderer individer henvist til KGA for udredning og ikke samtlige patienter i
regionen. Udtræk af patienter på baggrund af ICD-10-diagnosticeret HA på tværs af hele sekun-
dærsektoren kunne imødekomme dette. Endeligt var det grundet den begrænsede tidsperiode
ikke muligt at inkludere indekspersonen for alle familier, hvilket hæmmer muligheden for at
vurdere screeningsstrategien til fulde.

5.2 Del 2

5.2.1 Nuværende molekylærgenetiske metoder

Diagnosticeringen af HA afhænger af de anvendte genetiske metoder, da ingen af de nuværende
molekylærgenetiske analyser selvstændigt er tilstrækkelig til screening for samtlige typer HA
(jf. figur 4 og tabel 4). Valget af den/de rette analyser i det enkelte tilfælde derfor essentiel for
at kunne stille den rette diagnose.

SCA repeat-panel (tabel 5a) er en hurtig og præcis 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) kræver et valg mellem TP, WES eller sr-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].

17



TP har for nuværende en DY på højde med WES [7] og giver en bedre gendækning af
de undersøgte område [16]. Omvendt er der større risiko for at overse særligt de-novo og ultra-
sjældne varianter end ved WES/WGS. Selvom de-novo-varianter er sjældne [7], forekom de både
i dette og tidligere studier [30]. Det enkelte laboratorie definerer generne inkorporeret i panelet,
og sufficient brug af TP forudsætter, at panelet opdateres i takt med opdagelsen af nye HA-
varianter [17]. Risikoen for at overse anden kausal monogenetisk årsag ikke inkluderet i panelet
er ligeledes øget ved brug af TP [16], hvilket kan være problematisk grundet det fænotypiske
overlap [1].

WES har fordelen ved at være ikke-targeteret og screener alle kodende regioner for varian-
ter med relation til monogenetisk ætiologi. På nuværende 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 merværdi ved WGS er dog for nuværende begrænset 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 større systematiske studier, der evaluerer
brugen af WGS ved HA[3, 7]. Ingen NGS-analyse formår at detektere ekspansioner over 150 bp
[14], øvrige svære detekterbare områder, såkaldte "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 være medvirkende forklaring til, at fire
patienter trods mistanke om monogenetisk STR-HA, ikke fik påvist en genetisk ætiologi. Samlet
set forblev halvdelen af ataktiske patienter uden molekylærgenetisk diagnose, hvilket på linje
med litteraturen indikerer, at en anseelig andel af HA er genetisk udiagnosticeret [3, 7]. Dette
kan skyldes flere årsager, og der vurderes at være særligt fire fundamentale udfordringer, som
skal forbedres: 1) Vanskeligheder med at erkende af fænotypen, 2) Mangelfuld evidens om den
genetiske basis bag HA, 3) Utilstrækkelige metoder til detektion af ekspansioner, 4) Variantfor-
tolkningsproblemer pga. fænotypisk heterogenicitet, komplekse arvegange og lav prævalens.

1) Bedre erkendelse af fænotypen: De rette tentative diagnoseovervejelser er på nuvæ-
rende tidspunkt forudsætningen for al diagnostik af HA. En HA-diagnose er tidligere på KGA
fremkommet ved screening for anden mistænkt tilstand, og flere patienter med ataksi fik stillet
en anden neurologisk diagnose i dette studie. Bedre og mere veldefinerede udredningsalgoritmer
i det kliniske undersøgelsesrum er en nødvendighed at kunne erkende fænotypen ved HA og
andre neurologiske sygdomme mere sufficient [13]. Om det vil medføre et behov for en helt ny
klassifikation af sygdomsgrupper inden for neurologien, vil fremtiden vise.
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2) Bedre forståelse for genetikken bag HA: Evidens omkring genotypen ved HA kan
fortsat udbygges, og med helgenoms-LRS (lr-WGS, figur 4 og tabel 5c) er det teknisk set muligt
at screene for samtlige STR og komplicerede regioner (pseudogener, dark genes og lign.) - også
i hidtil ukendte gener [27]. LRS tillader yderligere måling af methyleringsstatus simultant, og
eksplorativ brug af lr-WGS kan sandsynligvis bidrage med opdagelse af nye STR-HA typer [34].
. STR er ofte hypermethylerede, som kan medføre et manglende/defekt genprodukt[33]. Studier
indikerer, at methyleringsstatus målt med LRS muligvis kan bidrage med klinisk merværdi til
forklaring af fænotypen [32, 27]. Viden om den kliniske betydning af epigenetiske modifikationer
er dog stadigt på et grundforskningsstadium[43, 27].

3) Bedre detektering af STR: Nuværende teknikker formodes at underdiagnosticere HA
[14], da klinikeren skal vælge specifikke konventionelle tests for de enkelte/få STR med risiko
for at overse mange typer STR-HA. En ataktisk patient med negativ sr-WGS analyse fik ef-
terfølgende påvist CANVAS med specifik RP-PCR ifm. genetisk udredning på 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 førstevalg, havde risikoen for at overse
tilstanden været elimineret. AfMD er ved at udrulle targeteret LRS (T-LRS, tabel 5c) til STR
og udviklet et repeat T-LRS som screener 47 kendte gener relateret til repeattilstande, som
det tidligere kun var muligt at kvantificere tilstrækkeligt med PCR [14]. T-LRS formodes at
overflødiggøre gentagende testning samt minimere risikoen for at overse andre STR-varianter,
men som ved TP afhængig af, at panelerne konstant holdes ajour [32]. Andre STR-detekterende
metoder som OGM er under udvikling, og der pågår udvikling inden for såkaldt ’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 få betydning i klinisk
praksis, kræves sufficient varianttolkning af den påviste molekylær patogen variant/STR. Mang-
len på validt referencegenom vurderes på nuværende tidspunkt at være den største begrænsende
faktor ved LRS, da der kun er testet på små selekterede populationer, og pipelines konstant
ændres[34]. Det giver yderligere udfordringer ved tolkning af VUS og ikke-kodende varianter
end tilfældet er med NGS [33]. Store projekter med kortlægning af den normale humane ge-
netiske variation, samt databaser med indberetning af fundne varianter hos syge individer[21]
har været forudsætningen 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 på individer af
vestlig oprindelse[7], og der er brug for store etnisk diverse populationsstudier, så referencesy-
stemerne ikke diskriminerer på etnicitet [34].

19



5.3 Videre studier

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

For at teste den diagnostiske merværdi ved brug af LRS ved mistænkt monogenetisk STR-
ætiologi er der brug for at genundersøge patienternes fænotype samt reanalysere med LRS.
Studiepopulationen bør være en stor, uselekteret kohorte af ataksipatienter med negativ mo-
lekylærgenetisk diagnose efter testning med de nuværende metoder. De fire patienter i dette
studie kan indgå, men der er brug for en noget større kohorte for at opnå en valid teststyrke.

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

Slutteligt kan vanskelighed ved erkendelse af fænotypen med fordel være genstand for yder-
ligere studier. Den rette teststrategi forudsætter som nævnt, at fænotypen opdages klinisk.
Retrospektive studier af sammenhængen mellem henvisningsdiagnose, klinik, teststrategi og en-
delig diagnose kunne forhåbentlig resultere i forbedrede udredningsalgoritmer.

5.4 Konklusion og perspektiver

Studiet konkluderer, at der forekommer udiagnosticerede individer på KGA med mistænkt mo-
nogenetisk ætiologi, som muligvis kunne opnå forbedret diagnostik med LRS. Udvidet genetisk
testning medfører dog en indbygget øget risiko for påvisning af flere VUS og tilfældighedsfund
urelateret til patientens fænotype. Hvorvidt den diagnostiske merværdi også er en merværdi for
patienten, er derfor en etisk overvejelse.

Nye målrettede behandlinger er under klinisk testning, både farmakologisk og non-farmakologisk
[45], og der pågår forskning i targeret genterapi mod ekspansionerne, såvel som forebyggende
behandling af præ-symptomatiske bærere [8]. De potentielle fremtidige muligheder for evt. kura-
tiv behandlingsmuligheder understreger vigtigheden af, at den korrekte molekylærdiagnostiske
diagnose påvises. Fremtiden vil vise, om udrulning af LRS også inden for andre sygdomsgrup-
per vil kunne forbedre diagnosticeringen af kendte-, samt udvide spektret af, tilstande med
mistænkt monogenetisk ætiologi.
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