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1. GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ACMG: Asociacion Americana de Genética Médica (American College of Medical Genetics)
AD: autosémico dominante

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AE: ataxia episddica

AR: autosémico recesivo

ARCA: Autosomal Recessive Cerebellar Ataxia

AFP: alfa-fetoproteina

AMS: Atrofia Multisistema

AMS-C: Atrofia Multisistema de tipo cerebeloso

BARS: Brief Ataxia Rating Scale

CANVAS: Sindrome de ataxia cerebelosa con neuropatia y arreflexia vestibular (Cerebellar
Ataxia with Neuropathy and bilateral vestibular areflexia syndrome).

CES: Exoma clinico (Clinical exome sequencing)

CCFS: Composite Cerebellar Functional Severity Score

CNVs: Variaciones en el numero de copias (Copy Number Variants)

DE: Desviacioén estandar

DRPLA: Atrofia dento-rubro-palido-luisiana

EMG: electromiografia

FRDA: Ataxia de Friedreich

FXTAS: Sindrome de temblor y ataxia asociado al cromosoma X-fragil (Fragile X-associated
tremor/ataxia syndrome).

HF: Historia familiar

ICARS: The International Cooperative Ataxia Rating Scale

ILOCA: Ataxia cerebelosa de inicio tardio (/diopathic Late-Onset Cerebellar Ataxia)

INAS: Inventory of Non-Ataxia Signs
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MDS: International Parkinson and Movement Disorders Society

mFARS: The modified Friedrich Ataxia Rating Scale

MLPA: Multiple Ligation-dependent probe amplification analysis

NGS: Secuenciacidén genética de nueva generacion (Next Generation Sequencing)
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
PET: tomografia de emision de positrones (Positron Emission Tomography)
RP-PCR: Repeat-Primed PCR

RM: Resonancia Magnética

SARA: Scale for the Assessment and Rating of Ataxia

SBR: Striatum to background ratios

SCA: Ataxia espinocerebelosa

SCAFI: Spinocerebellar ataxia Functional Index

SCAR: Ataxia espinocerebelosa recesiva

SPECT: Tomografia computarizada por emision de positrones (Single-photon emission
computed tomography)

UMSARS: Unified Multiple System Atrophy Rating Scale

TCSREM: Trastorno de conducta de suefio REM

VLCFA: Acidos grasos de cadena muy larga (Very long chain fatty acids)
VOUS: variante de significado clinico incierto (Variant of unknown significance).
WES: Secuenciacion de exoma completo (Whole Exome Sequencing)

WGS: Secuenciacion de genoma complete (Whole Genome Sequencing)

XLD: dominante ligado a X

XLR: recesivo ligado a X

9HPT: 9-Hole Peg Test
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3. RESUMEN

Introduccion. Las ataxias cerebelosas hereditarias son enfermedades muy
heterogéneas clinica y genéticamente. Las técnicas de secuenciacion genética
masiva (NGS) han permitido identificar un gran numero de genes causales de ataxia.
Asimismo, en los Uultimos afos se han reconocido expansiones dinamicas
responsables de formas de ataxia dominante (NOP56, FGF14)y recesiva (RFC1).
Hipotesis: El espectro de mutaciones responsables de las ataxias cerebelosas
hereditarias es extraordinariamente variable. Las NGS son herramientas diagndsticas
de elevado rendimiento en el estudio diagnostico de las ataxias cerebelosas
hereditarias. El cribado sistematico de expansiones pentanucleotidicas o
hexanucleotidicas contribuira a establecer la frecuencia de éstas en nuestra area
geografica, asi como a su caracterizacion fenotipica. Profundizar en el estudio clinico
y genético de nuestros pacientes mejorara los algoritmos diagnosticos actuales.
Objetivos: Analizar mediante técnicas de secuenciacidn masiva los pacientes de
nuestra area geografica sin diagndstico. Realizar un cribado sistematico de la ataxia
espinocerebelosa tipo 36 (SCA36) para conocer la prevalencia y espectro fenotipico
en nuestra serie. Caracterizar el espectro fenotipico de los genes mas mas frecuentes
en nuestra serie y realizar estudios de correlacion fenotipo-genotipo. Revisar cual es
la estrategia diagndstica mas apropiada en nuestra area geografica.

Métodos: Se trata de un estudio observacional, analitico, transversal y unicéntrico.
Se han incluido casos indice familiares o esporadicos con sindrome cerebeloso
progresivo no congénito valorados desde enero de 2012 hasta septiembre de 2022.
En todos los pacientes se excluyeron mediante reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) convencional expansiones trinucleotidicas en ATXN1 (SCA1), ATXN2 (SCA2),
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ATXN3 (SCA3), CACNA1A (SCAB), ATXN7 (SCAT7), ATXN8 (SCA8), PPP2R2B
(SCA12), TBP (SCA17), ATN1 (DRPLA) y FXN (ataxia de Friedreich). Los probandos
sin diagndstico tras estudio de expansiones trinucleotidicas se estudiaron con exoma
clinico (CES). El cribado de SCA36 se realizé con PCR convencional y Repeat-primed
PCR (RP-PCR) en casos sin diagnéstico y presentacién AD o esporadica.
Resultados: Se han valorado 297 familias, de las cuales 99 (33.3%) corresponden a
ataxias por expansiones trinucleotidicas. La forma AD mas frecuente fue SCA3
(10.8%) y la ataxia de Friedreich la AR mas frecuente (8.1%). Se realiz6 CES a 130
casos indice. Se alcanzd el diagndstico definitivo en 50 familias (39%). El diagndstico
molecular mas frecuente fue la ataxia por mutacion en SPG7 (n=15). El fenotipo mas
frecuente de los pacientes con SPG7 fue el de ataxia espastica (57%). Los casos
heterocigotos compuestos presentaban edad de inicio mas precoz (p <0.05) y mayor
frecuencia de fenotipos complejos (p <0.05) que los homocigotos. El cribado de
SCA36 en casos con presentacion AD y esporadicos ha revelado que es la segunda
ataxia AD mas frecuente en nuestra poblacién tras SCA3. Se ha confirmado la
existencia de efecto fundador mediante estudio de haplotipo.

Conclusiones: El CES es una herramienta adecuada aunque insuficiente para
desentranar la heterogeneidad genética de las ataxias, ya que no resolvio el
diagndstico en la mayoria de casos (61%). SPG7 es la segunda ataxia AR mas
frecuente tras la enfermedad de Friedreich. SCA36 es la segunda ataxia AD tras la
SCA3, por lo que en casos con presentacion AD de nuestra area geografica es
conveniente el analisis de SCA36 con anterioridad a los estudios de secuenciacién

genética masiva.
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4. INTRODUCCION

3.1 EL CEREBELO

3.1.1 Organizacion anatémica

El cerebelo (del latin cerebellum o “pequefio cerebro) es una estructura anatémica
localizada en la fosa posterior craneal. Aunque representa solo el 10% del volumen
cerebral, contiene aproximadamente la mitad de neuronas del conjunto del sistema
nervioso'. Externamente se divide en vermis, situado centralmente y dos hemisferios
cerebelosos laterales. La superficie del cerebelo esta surcada por pliegues,
denominados folias, orientados en su mayoria transversalmente. Se distinguen fisuras
o indentaciones cerebelosas mas prominentes que dividen el cerebelo en I6bulos. La
fisura prima separa el I6bulo cerebeloso anterior del posterior y la fisura postero-lateral
u horizontal separa el l6bulo cerebeloso posterior del fléculo-nodular?. En la linea
media se forman a ambos lados las tonsilas o amigdalas cerebelosas, que quedan
adosadas al foramen magno de la base del craneo. La continuacién vermiana a nivel
de las amigdalas forma la uvula. En la profundidad de la sustancia blanca cerebelosa
o lamina medular se encuentran 4 pares de nucleos, denominados de medial a lateral:

fastigio, globosos o interpdsito posterior, emboliforme o interpdsito anterior y dentado®.

El cerebelo esta unido al tronco del encéfalo por los pedunculos cerebelosos (superior,
medio e inferior), por los que se extienden sus vias aferentes, dirigidas a la corteza
cerebelosa y eferentes, originadas en los nucleos cerebelosos profundos. El velo
medular superior que se extiende entre los pedunculos cerebelosos superiores y cierra

el IV ventriculo cranealmente. El pedunculo cerebeloso inferior contiene fibras
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aferentes originadas mayoritariamente en médula espinal y tronco-encéfalo. Esta
compuesto por el cuerpo restiforme (aferencias medulares) y el cuerpo yuxta-
restiforme, aferencia desde nucleos vestibulares. El pedunculo cerebeloso medio o
brachium pontis, esta formado por fibras originadas en nucleos pontinos
contralaterales. El pedunculo cerebeloso superior o brachium conjunctivum contiene
fundamentalmente vias eferentes de los nucleos cerebelosos. Se decusa en la linea
media a la altura de los tubérculos cuadrigéminos inferiores, dividi€ndose en una rama
débil y descendente hacia la médula espinal y una rama fuerte y ascendente hacia el

mesencéfalo y diencéfalo (nucleo rojo y talamo).

Figura 1: A: Visién ventral del cerebelo. 1: velo medular superior, 2: pedunculo
cerebeloso superior, 3: fastigio, 4: velo medular inferior, 5: pedunculo cerebeloso
inferior, 6: pedunculo cerebeloso medio, 8: VIII par craneal, 12: culmen del vermis
24: fisura horizontal, B: Corte sagital del cerebelo. Imagenes extraidas de The

human central nervous system. Nieuwenhuys R. et al, 2008

La corteza cerebelosa presenta la misma estructura trilaminar en todos los lobulos.

La capa mas superficial es el estrato molecular, que contiene fibras paralelas o axones

de las células granulosas que terminan en la capa molecular y establecen sinapsis

excitatorias glutamatérgicas con las dendritas de las células de Purkinje, controlando
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asi el patron de descarga. En la capa molecular se encuentran también las células en
cesta y estrelladas que establecen sinapsis inhibitorias con células de Purkinje.

Inferiormente se situa el estrato ganglionar o de Purkinje. Los axones eferentes de las

células de Purkinje atraviesan la sustancia blanca cerebelosa hasta alcanzar nucleos
cerebelosos profundos y también nucleos vestibulares. Las células de Purkinje son
inhibidoras y utilizan gamma-amino-butirico como neurotransmisor. Sus axones son

la Unica via eferente cortical. El estrato granuloso contiene fundamentalmente células

granulosas y las células de Golgi, las cuales establecen sinapsis inhibitorias con las
células granulosas. En esta capa se encuentran también fibras aferentes musgosas
originadas mayoritariamente fuera del cerebelo, en médula espinal, bulbo y puente y
fibras aferentes trepadoras, originadas en las olivas bulbares. Las fibras musgosas
establecen sinapsis excitatorias glutamatérgicas con células granulosas. Las fibras

trepadoras establecen sinapsis excitatorias glutamatérgicas con las células de

Purkinje.

A Parallel fibre - < B Sveumc.n

anltel cell Par!“d fore

GYofn
Granule cell
Climbing, \~Mossy fibres
Boreel "
Pu rkinje cell collateral
Unipolar brush cell

® _I\O

ToEay ¢

Cerebellar output systems Mossy fibre sources

Inferior olive

Figura 2. A: Esquema de la organizacion histolégica de la corteza cerebelosa. B:
Esquema de las conexiones celulares en corteza cerebelosa. Las sinapsis

inhibitorias estan representadas en rojo y las excitatorias (fibras musgosas y
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trepadoras) en gris. Imagenes extraidas de The human central nervous system.

Nieuwenhuys R. et al, 2008

3.1.2 Organizacion funcional

Las principales funciones del cerebelo son la coordinacion motora, especialmente de
movimientos voluntarios y la regulacion del tono muscular. Ademas, se ha implicado
también al cerebelo en la modulacion del estado emocional y en algunos aspectos
cognitivos*®, Para ello, el cerebelo se organiza de forma modular. Existe una
correspondencia aproximada entre las divisiones filogenéticas y anatomicas y la
organizacion funcional cerebelosa (tabla 1). La porcion filogenéticamente mas antigua
o arquicerebelo se localiza en el |6bulo floculo-nodular, ya presente en animales
inferiores como los peces. El I6bulo anterior o paleocerebelo es la porcion rostral en
relacion con la fisura primaria. Esta formado por el vermis anterosuperior y la corteza
paravermiana contigua. El I6bulo posterior o neocerebelo esta conformado por las
divisiones medias del vermis y sus grandes extensiones laterales. En lo que se refiere
a sus proyecciones aferentes y eferentes, el cerebelo se organiza en zonas
longitudinales: vermiana, paravermiana o intermedia y lateral (figura 3). El
arquicerebelo (I6bulo floculo-nodular) recibe informacion de los nucleos vestibulares

por lo que también se denomina vestibulocerebelo. Su principal funcién es la

conservacion del equilibrio y la coordinacion de los movimientos oculares®. El vermis

y la region paravermiana constituyen el espinocerebelo, denominado asi porque son

las unicas regiones que reciben informacién somatosensitiva espinal. El vermis recibe
aferencias vestibulares, visuales, auditivas e informacion cefalica y de regiones
corporales proximales a través de los fasciculos espinocerebelosos dorsal (miembros

inferiores) y ventral (miembros superiores). La corteza vermiana proyecta sus
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eferencias al nucleo fastigio que envia fibras a los nucleos vestibulares de ambos
lados y en menor medida a la formacion reticular del puente y bulbo raquideo. Su
principal funcién es coordinar el equilibrio axial y la mirada. La regién paravermiana
recibe informacién de regiones distales de las extremidades y proyecta sus eferencias

a los nucleos interpdsitos. El cerebrocerebelo recibe sus fibras aferentes desde la

corteza cerebral por los nucleos pontinos, por lo que también se denomina
pontocerebelo. Esta implicado en la programacién de los movimientos que se inicia
en la corteza cerebral y también en otras funciones. Las fibras de los nucleos dentado,
emboliforme y globoso que forman el pedunculo cerebelo superior se decusan y se
dividen en una porcion ascendente que proyecta al nucleo ventrolateral del talamo y
en menor medida a nucleos talamicos intra-laminares y una porcion descendente
hacia la médula espinal. Dado que la via de los nucleos cerebelosos al talamo y de

ahi a la corteza motora es®.

Division filogenética Division anatémica Division funcional Nucleo
Arquicerebelo Lébulo fléculo-nodular Vestibulocerebelo Fastigio
Paleocerebelo Lobulo anterior,

Interpésitos
porciones del vermis Espinocerebelo
_ _ (globoso,
Lobulo posterior regidon ]
emboliforme)

medial.
Neocerebelo Porciones laterales del Cerebrocerebelo o Dentado
I6bulo posterior pontocerebelo

Tabla 1. Correspondencia de divisiones anatémicas, filogenéticas y funcionales.
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A Inputs B Outputs

Spinal and Spinocerebellum
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(lateral hemisphere)
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Dentate 'Mtér
nucleus
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cerebellum

Visual and auditory inputs To motor To medial To
ing descending vestibular

etk R . and premotor
m Vestibular inputs cortices S} systems nuclei
—_— ) —
Motor Motor Balance

planning execution and eye
movement

Figura 3. Aferencias y eferencias de las 3 divisiones funcionales cerebelosas.

Imagen extraida de Principles of Neural Science de ER. Kandel et al, 2012,

3.2 EL SINDROME CEREBELOSO

La ataxia cerebelosa es un sindrome caracterizado por la pérdida del equilibrio y la
coordinaciéon motora con afectacion de la marcha, las extremidades y el hablag.
Etimolégicamente el término ataxia deriva del griego faxis que significa “orden” y el
prefijo a “ausencia de™. Las primeras observaciones sobre la funcion cerebelosa
corresponden a los fisiélogos Luigi Rolando (1773-1831), Marie-Jean-Pierre Flourens
(1794-1867)'° y Luigi Luciani (1840-1919)"". Todos ellos describieron la repercusion
sobre el equilibrio y la coordinacion motora de lesiones en animales de
experimentacion’?. Hasta entonces se habian atribuido funciones diversas al cerebelo,
como la de ser una valvula que regulaba el flujo entre el lll y IV ventriculo o ser el
origen de los pares craneales (Galeno 129-199 AC)'3. El término ataxia ademas, se
utilizaba con multiples acepciones®. Las primeras descripciones clinicas de los signos

cerebelosos clasicos corresponden a William Hammond (1828-1900), William Gowers
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(1845-1915) y Joseph Babinski (1857-1932). Hammond describi6é en su tratado de
neurologia A Treatise on the Diseases of the Nervous System la marcha con aumento
de la base de sustentacion, la presencia de manifestaciones vertiginosas y la mayor
incidencia en lesiones cerebelosas de nauseas, vomitos y cefalea occipital’. Gowers
describié la ataxia truncal caracteristica de lesiones vermianas, asi como la
implicacién del cerebelo en la motilidad ocular’®. Babinski acufio los términos
“asinergia cerebelosa”, que hace referencia a la incapacidad de realizar movimientos
que requieren la coordinacion de varios grupos musculares produciéndose la
descomposicién del movimiento y “disdiadococinesia”, del griego diadocho que
significa “alternante” y kinesia que significa “movimiento”1°, Asimismo, observé que
los problemas de coordinacién de los pacientes con ataxia cerebelosa, no estaban
influenciados por la deprivacion visual con la consiguiente ausencia del signo de
Romberg®. Afos mas tarde Gordon Holmes (1857-1932) analizd6 en detalle las
manifestaciones clinicas debidas a lesiones cerebelosas en la | Guerra Mundial,

definiendo el temblor de intencién cerebeloso o la hipotonia cerebelosa.

3.2.1 Manifestaciones motoras

1. Trastorno de la postura y de la marcha: los pacientes con ataxia cerebelosa

tienen grados variables de dificultad para mantener la postura erecta y realizar
la marcha. Las correlaciones clinico-anatomicas localizan la alteracién del
equilibrio axial a nivel del vermis anterior. La principal caracteristica de la
marcha cerebelosa es la ampliacion variable de la base de sustentacién. La
longitud de los pasos es variable y colocan los pies de forma desalineada. Para
mantener el equilibrio pueden se puede recurrir al arrastre de los pies. En

pacientes con ataxia de la marcha leve puede hacerse evidente la dificultad
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pidiéndole que camine en tdndem, lo que suele desencadenar que tras uno o
dos pasos ponga un pie al lado para no caer.

Coordinaciéon extremidades: que se manifiestan en la descomposicion del

movimiento apendicular o dismetria. Se evidencia dificultad para calcular la
distancia, velocidad y direccién del movimiento'>. Se puede explorar mediante
la maniobra dedo-nariz o talon-rodilla, asi como con el movimiento alternante
de manos que evidencia disdiadocinesia. Otra manifestacion de la
descoordinacién o disinergia cerebelosa es el temblor de intencién, que es
perpendicular a la trayectoria del movimiento y se produce predominantemente
en el plano horizontal

Hipotonia: consiste en una disminucion de la resistencia normal de los
musculos a la manipulacion pasiva. Suele ser mas evidente en lesiones
cerebelosas agudas que en crénicas. Para la exploracion de la hipotonia
existen varias maniobras como el golpeteo del carpo con brazos extendidos,
en cuyo caso la extremidad afectada (o ambas en la enfermedad cerebelosa
difusa) oscila y se desplaza en un angulo mas amplio que lo normal. El
fendmeno de rebote es también caracteristico. Al flexionar el brazo contra una
resistencia que se libera de manera subita, el paciente es incapaz de contener
el movimiento de flexion, hasta el punto que el brazo puede golpear la cara.

Alteracién del habla o disartria: la articulacién de las palabras esta enlentecida,

con separacion de las palabras y entonacién variable con tendencia a acentuar
todas las silabas o habla escandida®’®.

Alteracién de la motilidad ocular: las enfermedades cerebelosas pueden

producir nistagmus, dismetria de las sacadas, fragmentacién del seguimiento

lento, lentitud de las sacadas y desviacién en skew, siendo el hallazgo mas
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habitual el nistagmus en la direccion de la mirada'®. Algunas formas de ataxias
hereditarias tienen manifestaciones oculomotoras caracteristicas como las
sacadas horizontales muy lentas en la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA 2).
La alteracion del reflejo vestibulo-ocular es un rasgo distintivo del sindrome de
ataxia cerebelosa con neuropatia y arreflexia vestibular (CANVAS), aunque
también se ha descrito en pacientes con SCA3 o enfermedad de Machado-

Joseph'”.

Sindrome vestibular: suele ser mas frecuente en patologia cerebelosa aguda.
Los pacientes pueden presentar clinica vertiginosa de origen central,
habitualmente por afectacion de territorio de Arteria Cerebelosa Postero-Inferior
o de la Arteria Cerebelosa Antero-Inferior. No obstante, también en los
pacientes con ataxias hereditarias de tipo episddico presentan crisis de vértigo

y/o ataxia recurrentes.

3.2.2 Manifestaciones no motoras

1.

Sindrome cognitivo-afectivo cerebeloso: En las ultimas décadas ha cobrado

relevancia la implicacion del cerebelo en aspectos cognitivos y emocionales.
En 1998 se definid el llamado sindrome cognitivo-afectivo cerebeloso por
Jeremy D. Schmahmann, que se caracteriza por: 1) alteracion de funciones
ejecutivas, con déficits en planificacion, flexibilidad mental, razonamiento
abstracto, memoria de trabajo y disminucion de fluencia verbal; 2) alteracion de
la memoria visuo-espacial y desorganizacion visuo-espacial; 3) cambios de
personalidad consistentes en aplanamiento afectivo y comportamiento
desinhibido o inapropiado; 4) alteraciones del lenguaje como disprosodia,

agramatismo o leve anomia*. Una forma extrema de sindrome cognitivo-
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3.

afectivo cerebeloso seria el mutismo cerebeloso que se observa en ocasiones
tras la cirugia de tumores cerebelosos en edad pediatrica. Suele aparecer 24
horas tras la cirugia, pudiendo acompariarse de clinica cerebelosa motora. La
tendencia habitual es hacia la resolucion completa en un plazo aproximado de
seis meses'®. Las correlaciones anatomo-clinicas sefialan la disfunciéon del
I6bulo posterior cerebeloso (cerebro-cerebelo), filogenéticamente mas reciente,
como la principal responsable de las manifestaciones cognitivas’®?°. Estudios
de neuroimagen funcional han demostrado la activacion cortical cerebelosa
ante la realizacidon de actividades cognitivas no motoras?'-?2. Por otra parte, el
fendmeno de diasquisis o hipoperfusion cerebral cortical (habitualmente en
regiones parietales, temporales y prefrontales), en pacientes con patologia
cerebelosa apoya la participacion de las conexiones cerebelo-talamico-
cerebrales en la coordinacion de funciones mentales superiores®.

Fatiga: la astenia es un sintoma ya descrito en las primeras descripciones del
sindrome cerebeloso'!. Se ha observado que la prevalencia de la fatiga es alta
en pacientes con enfermedades cerebelosas crénicas, tanto
neurodegenerativas como inflamatorias, incluso en estadios iniciales?324.
Otros: las ataxias cerebelosas son enfermedades muy heterogéneas
clinicamente. Es frecuente, especialmente en formas neurodegenerativas y/o
genéticas, que los pacientes asocien signos clinicos de otras entidades
neurologicas relacionadas, como paraparesia espastica®>?®, mioclonias®’?8 o
distonia?®. Asimismo, algunas formas de ataxias pueden presentar
manifestaciones sistémicas caracteristicas como los xantomas cutaneos en la
xantomatosis cerebro-tendinosa, la esplenomegalia en Niemann-Pick tipo C o

las telangiectasias oculares en la ataxia-telangiectasia.
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3.2.3 Escalas para la evaluacion clinica de los pacientes con ataxia

Se han desarrollado distintas escalas clinicas para cuantificar los hallazgos en la
exploracion de los pacientes, asi como para analizar la historia natural de la
enfermedad. Se distinguen escalas que recogen exclusivamente signos cerebelosos
como Scale for the Assessment and Rating of Ataxia (SARA), The International
Cooperative Ataxia Rating Scale (ICARS) o Brief Ataxia Rating Scale (BARS)';
escalas que incluyen clinica cerebelosa y no cerebelosa como The modified Friedreich
Ataxia Rating Scale (mFARS)*? o Unified Multiple System Atrophy Rating Scale
(UMSARS)* y escalas centradas en manifestaciones no cerebelosas como Inventory
of Non-Ataxia Signs (INAS)3** o la escala del sindrome cognitivo-afectivo cerebeloso o

de Schmahmann?°.

La escala SARA es la mas ampliamente utilizada. Se trata de una escala semi-
cuantitativa, facil y rapida de administrar. Esta integrada por 8 items (4 bilaterales) que
evaluan: marcha, postura, sedestacion, habla, maniobra de persecucion dedo, dedo-
nariz, talén-rodilla y test de movimientos alternantes. La puntuacion total puede oscilar
entre 0 y 40 puntos. Distintos estudios han demostrado que es una escala util para
cuantificar la progresion de la enfermedad en distintas ataxias hereditarias3®3’.
Ademas, se ha utilizado para definir clinicamente el estadio de paciente ataxico como
aquel con puntuacion en la escala SARA mayor o igual a 3 y pre-ataxico o portador
pre-sintomatico si la puntuacién es inferior a 3 puntos, asocia sintomas neuroldgicos
inespecificos o alteracion sugestiva en exploraciones complementarias®. Estudios
recientes en el campo de los biomarcadores séricos y de liquido cefalorraquideo (LCR)

estan ayudando también a definir estos estadios3%40.
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Para evaluar la repercusion funcional de la enfermedad se utilizan escalas
cuantitativas que incluyen tareas especificas de coordinacion como Spinocerebellar
ataxia Functional Index (SCAFI) que combina la prueba de marcha de 8 metros (8m
walk) a maxima velocidad posible, the 9-hole peg test (9HPT) y PATA rate test que
evalla el habla*' o el Composite Cerebellar Functional Severity Score (CCFS) que
combina el 9HPT vy el click test*?. No obstante, en la practica clinica habitual y en los
ensayos clinicos, es mas relevante utilizar escalas que evaluan el estadio de
enfermedad en base fundamentalmente a la marcha y a la repercusion sobre la
independencia funcional. Para ello, se utilizan mayoritariamente la Ataxia Disability
Scale o escala de Klockgether®*® o bien el item de estadio funcional de la escala

mFARS®,

3.2.4 Diagnostico diferencial en ataxia cerebelosa.

Las ataxias cerebelosas se clasifican segun su etiologia en adquiridas, hereditarias y
degenerativas idiopaticas**. Establecer el curso temporal de los sintomas (agudo,
subagudo, crénico) es importante para identificar la etiologia subyacente. Las ataxias
de inicio agudo suelen ser secundarias a infartos, tumores, hemorragias, infecciones
o lesiones desmielinizantes (tabla 2). Las ataxias de curso mas subagudo o progresivo
suelen ser de etiologia tdxica, nutricional, inmunolégica o degenerativa. Es importante
tener en cuenta que las ataxias metabdlicas y de etiologia mitocondrial, aunque son
de causa genética, pueden manifestarse de forma aguda o subaguda y con frecuencia

en el contexto de infecciones, traumatismos o transgresiones dietéticas.

En el grupo de las ataxias degenerativas idiopaticas se incluye la atrofia multisistema

de tipo cerebeloso (AMS-C) y la atrofia cerebelosa idiopatica de inicio tardio (/diopathic
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Late Onset Cerebellar Ataxia, ILOCA). La AMS-C es una forma de parkinsonismo
atipico por depdsito de alfa-sinucleinopatia en el citoplasma de los oligodendrocitos.
Para el diagnostico se requiere la presencia de disautonomia, siendo la clinica
cardiovascular y urogenital la mas prominente*>. Los pacientes también pueden
presentar un grado variable de parkinsonismo, asi como trastorno de conducta del
suefio REM (TCSREM). Es recomendable en todos los pacientes con sospecha de
AMS-C el andlisis de las ataxias espinocerebelosas mas frecuentes ya que clinica y

radiolégicamente pueden ser indistinguibles*4.

El término ILOCA hace referencia a aquellos casos esporadicos en los que se han
excluido extensamente etiologias adquiridas y genéticas y no se ha alcanzado el
diagndstico. Se ha planteado que sea una entidad neurodegenerativa distinta de la
AMS-C. La mayoria de los pacientes presentan sindrome cerebeloso puro de inicio en

la quinta década de la vida y tienen un mejor pronéstico que la AMS-C4346,

Vascular
- Ictus o hemorragia en territorio vertebro-basilar
- Malformaciones vasculares en territorio posterior
Neoplasias
- Hemangioblastoma, meduloblastoma, astrocitoma, meningioma, schwannoma
- Metastasis, carcinomatosis meningea
Téxico-metabdlica
- Intoxicacién alcohdlica, encefalopatia de Wernicke
- Antiepilépticos: fenitoina, fenobarbital, carbamacepina
- Anti-neoplasicos: florouracilo, arabindsido de citosina, metotrexate, ciclosporina
- Toxicos: litio, mercurio, talio, plomo, mercurio, tolueno, alcohol etilico, solventes
- hipertermia, hipotermia
- Hipomagnesemia

Infecciosa
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- Cerebelitis viral: herpes simplex, varicela zéster, echovirus, coxsackie Ay B,
Epstein-Barr, Mycoplasma pneumoniae, virus JC, encefalopatia VIH
- Enfermedad de Creutzfeld-Jakob adquirida
Autoinmune
- Cerebelitis post-infecciosa
- Enfermedades desmielinizantes: Esclerosis multiple, neuromielitis 6ptica
- Ataxia con Ac anti-GAD
- Ataxia subaguda paraneoplasica (Anti-Yo, anti-Hu, anti-Ri, anti-Tr, anti-Ma2,
anti-VGCC, anti-CRMP5/CV2, anti-mGIuR1)
- Ataxia asociada a la enfermedad celiaca
- Encefalopatia de Hashimoto
Otras

- Malformacion de Arnold-Chiari, hemosiderosis superficial

Tabla 2. Etiologia de las ataxias adquiridas. Adaptado de Sindromes ataxicos.
Ataxias heredodegenerativas. Baviera-Mufioz R, et al. Medicine — Programa de

Formacién Médica Continuada Acreditado. 2023; 76(13): 4516-452447

3.3 ATAXIAS CEREBELOSAS HEREDITARIAS

Las ataxias cerebelosas hereditarias son enfermedades muy heterogéneas clinica y
genéticamente®®. Pueden clasificarse segun su patrén de herencia en: autosémico
dominante (AD), autosémico recesivo (AR), ligado a X y mitocondrial. Segun la edad
de inicio se dividen en ataxia cerebelosa de inicio temprano (inicio <20 afios)***0 y
ataxia cerebelosa de inicio tardio (inicio >20 afos). Las ataxias congénitas no
progresivas constituyen una entidad distinta clinica y biolégicamente. Se deben a
alteraciones del desarrollo del cerebelo y suelen manifestarse con retraso del
desarrollo psicomotor. Los pacientes suelen tener un curso estatico, no progresivo,

combinando ataxia y retraso intelectual en grado variable .
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3.3.1 Clasificacion. Recuerdo histoérico.

La primera descripcion de una familia con ataxia hereditaria corresponde al patélogo
aleman Nikolaus Friedreich (1825-1882) en 1863%2%3. Friedreich describiéo un
sindrome clinico diferenciado en nueve pacientes de cinco familias diferentes.
Ademas de ataxia progresiva de la marcha de inicio en la adolescencia, los pacientes
presentaban arreflexia, escoliosis, diabetes y taquicardia. La autopsia demostro la
degeneracion de los cordones posteriores, raices espinales posteriores y cordones
laterales. Ademas, tres de ellos presentaban miocardiopatia®®. En el siglo XX se
propusieron diversas clasificaciones por distintos autores basadas en los hallazgos
neuro-patoldgicos®. Greenfield propuso una primera clasificaciéon distinguiendo tres
grupos®®: 1) formas predominantemente espinales que incluian la ataxia de Friedreich
y la ataxia espastica hereditaria, 2) formas espinocerebelosas y 3) formas
predominantemente cerebelosas®®. Dentro de estos grupos, se distinguian a su vez
multiples entidades nosoldgicas, muchas veces dificiles de diferenciar®’. Destacar de
entre todas ellas la ataxia olivo-ponto-cerebelosa descrita por Déjerine y Thomas. Este
es un término heterogéneo que aun se sigue utilizando en la actualidad,
especialmente en relacion con las formas de AMS de tipo cerebeloso, si bien en las
clasificaciones originales se distinguian formas hereditarias (tipo Menzel) y formas
esporadicas (tipo Déjerine-Thomas)®®. Las clasificaciones clinico-patoldgicas eran
dificiles de interpretar y escasamente utiles en la practica clinica habitual. Incluso
miembros de una misma familia podian clasificarse en categorias neuro-patoldgicas
distintas. Para resolver estas inconsistencias, Anita Harding propuso en 1983 una
clasificacion clinico-genética que permitié organizar la heterogeneidad de las ataxias
hereditarias y mejorar su manejo diagnostico. Harding establecié dos categorias

principales (tabla 3)°": sindromes de etiologia conocida y sindromes de etiologia
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desconocida, entre los que se distinguen formas de ataxia de inicio por debajo de los
20 afos, la mayoria de herencia recesiva y formas de ataxia de inicio tardio o por
encima de los 20 afios, la mayoria de herencia dominante. En este ultimo grupo se
distinguian 4 categorias , aunque posteriormente se establecidé que el grupo IV
correspondia a wuna citopatia mitocondrial. Esta clasificacion fue aceptada
universalmente, lo que contribuyd a asentar las bases metodoldgicas de la ataxiologia
clinica moderna. Los trabajos de Harding contribuyeron ademas a una mejor definicién

de categorias clinicas que siguen utilizandose en la actualidad®®°.

TIPO HERENCIA
I. TRASTORNOS DE ETIOLOGIA METABOLICA U OTRA CAUSA CONOCIDA
Enfermedades metabdlicas:

- Ataxias progresivas:

Abelipoproteinemia (sindrome Bassen-Kornzweig) AR
Hipobetalipoproteinemia AR
Deficiencia hexosaminidasa AR
Deficiencia glutamato deshidrogenasa AR
Colestanolosis AR

- Ataxias intermitentes:
Déficit piruvato deshidrogenasa AR
Enfermedad de Hartnup AR
Deficiencias enzimaticas en ciclo de la urea (déficit de ornitina AR/XLD*
transcarbamilasa®, argininosuccinico aciduria, arginemia)

Trastornos de reparacion ADN:

- Ataxia telangiectasia (sindrome Louis Bar) AR
- Xeroderma pigmentoso (sindrome de Sanctis-Cacchione) AR
- Sindrome de Cockayne AR

Il. TRASTORNOS DE ETIOLOGIA DESCONOCIDA
Ataxia cerebelosa de inicio precoz (<20 anos):

- Ataxia de Friedreich AR
- Ataxia de inicio precoz con reflejos tendinosos conservados AR
- Con hipogonadismo con o sin sordera y/o demencia AR

AR
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- Con sordera congénita AR
- Con sordera de inicio en la infancia y retraso mental AR
- Con retinosis pigmentaria y/o retraso mental y/o sordera AR

- Con atrofia optica y retraso mental y/o sordera espasticidad

(sindrome de Behr) AR
- Con cataratas y retraso mental (sindrome de Marinesco-Sjégren) AR/AD
- Con mioclono (sindrome de Ramsay-Hunt) XLR
- Ataxia espinocerebelosa recesiva ligada al cromosoma X AD

- Ataxia cerebelosa con temblor esencial

Ataxia cerebelosa de inicio tardio (>20 anos): AD

- Ataxia cerebelosa con atrofia Optica, oftalmoplejia, demencia,

amiotrofia, clinica extrapiramidal (incluye ataxia de Machado-

Joseph) o ataxias AD tipo | AD
- Ataxia con retinosis pigmentaria y/o oftalmoplejia y/o clinica

extrapiramidal o ataxia AD tipo Il AD
- Ataxia cerebelosa pura de inicio tardio o ataxia AD tipo lll AD
- Ataxia cerebelosa pura con mioclono y sordera o ataxia AD tipolV AD

Tabla 3. Clasificacion de las ataxias hereditarias de A. Harding. AD: herencia
autosdmico dominante, AR: herencia autosémico recesiva, XLD: dominante ligado
a X, XLR: recesivo ligado a X. Adaptado de Classification of the hereditary ataxias

and paraplegias. Harding A.E. The Lancet 1983; 1151-1154°",

En los ultimos 30 afios la investigacion en genética de las ataxias ha permitido
descubrir un gran numero de genes causales. La primera mutacion causal de ataxia
autosémico dominante que se identifico en 1993 fue la expansion de colas de
poliglutaminas (CAG) en el gen ATX1%', que se denominé ataxia espinocerebelosa
tipo 1 (SCA1). La mutacién causal de la ataxia de Friedreich, la expansion homocigota
intronica GAA en el gen de la frataxina (FXN), se identificd en 1996%2. En los afios
siguientes se descubrieron nuevos genes causales de ataxia hereditaria AD, que se

denominaron por orden cronoldgico de descubrimiento con el término ataxia
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espinocerebelosa (SCA) y el numero correspondiente, sin aplicarse esta nomenclatura
a las ataxias episodicas (AE) y la atrofia dento-palido-luisiana (DRPLA)®. Las ataxias
AD mas frecuentes estan en su mayoria causadas por expansiones dinamicas
exodnicas (SCA1, SCA2, SCA3, SCAG, SCA7, SCA17, DRPLA), presentando muchas
de ellas fendbmeno de anticipacion con aumento del tamafio de la expansion y
consiguiente agravamiento del cuadro clinico en generaciones sucesivas. No
obstante, se han identificado también formas dominantes por expansiones intrénicas
(SCA10, SCA12, SCA31, SCA36, SCA37, SCA27B) o en extremos 3’ o 5 no
codificantes (SCA8, SCA12) y por mutaciones puntuales (SCA5, SCA11, SCA13,
SCA14, SCA15, SCA19/22, SCA23, SCA26, SCA27A, SCA28, SCA35)%¢ cuyo
numero ha aumentado considerablemente con el advenimiento de las nuevas
herramientas de secuenciacion genética masiva. La ultima mutacion causal de ataxia
AD ha sido identificada mediante WGS en 2023. Se trata de la expansion (GAA)s>2s0 en
el intron 1 del gen FGF14 %556 Mutaciones puntuales en este gen son responsables de
la SCA27A, una ataxia de inicio temprano asociada con temblor, discinesias y
deterioro cognitivo. Por el contrario, los pacientes con expansiones intronicas
presentan un fenotipo de ataxia cerebelosa pura de inicio tardio. Pueden asociar de
manera variable vestibulopatia, neuropatia, disautonomia y signos piramidales, dando
lugar por consiguiente a un fenotipo CANVAS-Iike®-%7, Se ha estimado que SCA27B
podria ser una de las etiologias mas frecuentes de ataxia de inicio tardio, con una

frecuencia incluso superior a la de SCA3°.

En relacion con las ataxias hereditarias recesivas el numero de genes causales

identificados ha aumentado también de forma exponencial. °Las mas frecuentes son

las causadas por mutaciones convencionales, sin embargo existen también formas
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recesivas por expansiones intronicas como la ataxia de Friedreich o el sindrome de
CANVAS (RFCT). Por otra parte, en los ultimos afios se han identificado formas
recesivas de ataxia causadas por mutaciones bialélicas en genes dominantes como
AFG3L2, SPTBN2, OPA1 o ITPR1%. La gran heterogeneidad clinica y genética de las
ataxias AR ha dificultado su nomenclatura y clasificacion*’%°. Los sistemas de
clasificacion ARCA y SCAR (SCA-recesivas) enumeran las ataxias de forma
cronoldgica. No obstante, ninguna de las dos clasificaciones incluye la totalidad de las
formas recesivas y ademas, la denominaciéon numérica ARCA y SCAR no coincide
con frecuencia’™, por ejemplo, ARCA1 y SCAR8 hacen referencia a la misma
enfermedad, la ataxia por mutacion de SYNE1. En 2016 la International Parkinson and
Movement Disorders Society (MDS) Task Force on Classification and Nomenclature
of Genetic Movement Disorders propuso una clasificacion de los trastornos del
movimiento genéticos basado en el fenotipo”". El objetivo era superar las limitaciones
de las clasificaciones previas mediante un sistema que fuese uniforme y adaptable al
creciente numero de entidades identificadas. Asi pues, el prefijo ATX seguido del gen
causal es utilizado para designar los trastornos genéticos recesivos y ligados a X cuya
manifestacion principal es la ataxia. Mientras que en las formas dominantes de ataxia
la MDS, mantiene el prefijo SCA de la clasificacion original seguido del gen. En las
enfermedades que combinan ataxia y otro trastorno del movimiento se utiliza un doble
prefijo seguido del gen, como es el caso de ATX/HSP-SACS (ataxia espastica recesiva
de Charlevoix-Saguenay) o MYC/ATX-CSTB (epilepsia mioclénica de Unverricht y
Lundborg), situando en primer lugar el prefijo correspondiente a la manifestacion

predominante’®.
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Las ataxias ligadas a X son raras y en su mayoria son congénitas o de inicio precoz,
asociadas con hipoplasia o malformaciones cerebelosas’. Las ataxias ligadas a X
que con mayor frecuencia se manifiestan en edad adulta son la variante ataxica de la
adrenoleucodistrofia (ABCD1)’>’4 y el sindrome de temblor y ataxia asociado al
cromosoma X-fragil (FXTAS). Las ataxias mitocondriales pueden producirse por
mutaciones en ADN nuclear o en ADN mitocondrial, que es de herencia materna. La
disfuncién mitocondrial ocasiona fenotipos complejos con diversas manifestaciones
neurologicas y sistémicas como cataratas, sordera diabetes o miocardiopatia®>’. La
ataxia es una manifestacién bien establecida y cardinal en distintos sindromes
mitocondriales como el sindrome de Kearns-Sayre o el sindrome NARP (Neurogenic

Ataxia and Retinitis Pigmentosa)®.

3.3.2 Epidemiologia

Individualmente las ataxias son enfermedades muy poco frecuentes, incluidas dentro
del grupo de enfermedades raras, pero globalmente generan importante discapacidad
y coste socio-econdmico. La prevalencia mundial se estima en 5-7 casos por cada
100.000 habitantes. En nuestro pais la prevalencia de ataxia hereditaria es de 5.48
por 100.000 habitantes, siendo de 1.62/100.000 habitantes en ataxias dominantes y
1.53/100.000 habitantes en ataxias recesivas’®. La ataxia autosémico dominante mas
frecuente en nuestro entorno es la ataxia espinocerebelosa tipo 3 o enfermedad de
Machado-Joseph (SCA3), mientras que la ataxia recesiva mas frecuente es la ataxia
de Friedreich, con una prevalencia de 2-4.7/100.000 habitantes y una frecuencia de
portador sano de 1/60-1/90. Por otra parte, las nuevas herramientas de secuenciacién
genética masiva, han permitido reconocer causas frecuentes de ataxia, hasta ahora

infra-diagnosticadas, como la ataxia por mutacion del gen SPG7, relacionado
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inicialmente con la paraparesia espastica tipo 7. Por otra parte, se debe tener en
cuenta la prevalencia geografica de determinadas mutaciones. En Espafa se han
identificado dos nuevas formas genéticas de ataxia. La SCA36 causada por la
expansion intronica en el gen NOP56 del hexanucleotido GGCCTG fue identificada
simultdneamente en Japon y en la Costa da Morte de Galicia’”-’®. Se trata de una
ataxia de inicio entre la cuarta y sexta década de vida. Los pacientes ademas de ataxia
pueden asociar grados variables de espasticidad y otras manifestaciones
caracteristicas como hipoacusia neurosensorial y fasciculaciones linguales. La
SCA37, provocada por la expansion intronica de un pentanucleétido en el gen DAB1,
es una ataxia cerebelosa pura de inicio en la edad adulta, que se precede de alteracion
de movimientos oculares verticales que fue identificada en familias del sur de

Espaiia’2°. No se han descrito hasta el momento casos en otras areas geograficas.

3.3.3 Estudios diagnésticos en ataxias cerebelosas hereditarias

A. Estudios bioquimicos

La realizacién de estudios bioquimicos y pruebas metabdlicas especificas puede
ayudar al diagndstico de sospecha de determinadas ataxias (tabla 4)8'. No obstante,
con la gran disponibilidad actual de estudios de secuenciacion genética masiva, la
principal aplicacién de estudios bioquimicos y metabdlicos es guiar el llamado
fenotipado inverso, contribuyendo a establecer correlaciones fenotipo-genotipo
especialmente en casos con variantes genéticas de significado incierto®?83, En este
sentido, es importante también tener en cuenta que se ha descrito que sujetos sanos

portadores de mutaciones en SETX o0 ABCD1 pueden presentar elevaciones de menor
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magnitud alfa-fetoproteina (AFP)3 o de acidos grasos de cadena muy larga (very long

chain fatty acids, VLCFA)3.

Determinacioén
Vitamina E
Alfa-fetoproteina (AFP)

Albumina
Inmunoglobulinas
Acidos grasos de
cadena muy larga
(VLCFA)

Colestanol

Acido fitanico
Ceruloplasmina, cobre
sérico y en orina 24h.
Coenzima Q10

Acido lactico

Quitotriosidasa
Oxisteroles
Actividad

Hexosaminidasa

Enfermedad (gen)

Ataxia con déficit de vitamina E (TTPA), Abetalipoproteinemia (MTTP)
Ataxia-telangiectasia (AT), Ataxia con Apraxia Oculomotora tipo 1
(APTX), Ataxia con Apraxia Oculomotora tipo 2 (SETX), Ataxia con
Apraxia Oculomotora tipo 4 (PNKP), ARCA3 (ANO10)

Ataxia con Apraxia oculomotora tipo 1 (APTX)

Ataxia-telangiectasia (AT)

Adrenoleucodistrofia, variante ataxica (ABCD1T)

Xantomatosis cerebrotendinosa (CYP27A1)
Enfermedad de Refsum (PHYH)
Enfermedad de Wilson (ATP7B)

Ataxia cerebelosa autosdmico recesiva 2 (ADCK3)

Sindrome de neuropatia ataxica sensitiva disartria oftalmoplejia (POLG,)
Sindrome de ataxia recesiva mitocondrial (POLG)

Ataxia de herencia mitocondrial

Niemann-Pick C (NPC1, NPC2)

Enfermedad de Tay-Sachs (HEXA), enfermedad de Sandhoff. (HEXB)

Tabla 4. Estudios bioquimicos y metabdlicos en ataxias hereditarias. Adaptado de

Sindromes ataxicos. Ataxias heredodegenerativas. Baviera-Munoz R, et al,

Medicine — Programa de Formacién Médica Continuada Acreditado. 2023;76(13):

4516-4524 47,

B. Neuroimagen
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La Resonancia Magnética (RM) cerebral es una prueba indispensable en todos los
pacientes con ataxia**®. La atrofia cerebelosa es el hallazgo mas comun en los
pacientes con ataxia hereditaria. No obstante, hay formas genéticas de ataxia que no
suelen presentar en estadios iniciales atrofia cerebelosa porque la inestabilidad se
relaciona con una afectacion sensitiva cordonal o polineuropatica grave, como la
ataxia de Friedreich, la ataxia por déficit de vitamina E (TTPA) o la ataxia por

mutaciones en POLG*. En algunas entidades se observan hallazgos caracteristicos

que pueden ayudar a identificar la causa genética subyacente.

Hallazgos RM cerebral

Ataxia sin atrofia cerebelosa

Hiperintensidad en T2 en pedunculos

cerebelosos medios

Signo de la cruz (hot cross bun)

Hiperintensidades en tronco y cerebelo

Telangiectasias

Calcificaciones nucleo dentado
Restriccion a la difusion cortical

Atrofia de tronco y cerebelo
Hiperintensidad de sustancia blanca en
pedunculos cerebelosos y subcortical
Hiperintensidad T2 bilateral en nucleos

olivares inferiores

Etiologia

Ataxia de Friedreich

Ataxia con déficit de vitamina E (TTPA)
Abetalipoproteinemia (MTTP)

Sindrome de temblor/ataxia asociado a la
premutacion de X-fragil.

Atrofia multisistémica

SCA1, SCA2, SCA3, 6,7, 8, 34

Atrofia multisistémica

Xantomatosis cerebro-tendinosa, enfermedad
de Alexander

Ataxia-Telangiectasia

Ataxia espinocerebelosa tipo 20

Sindrome Gerstmann-Straussler-Scheinken

Ataxia por mutacién POLR3A

Ataxia POLG, enfermedad de Alexander del

adulto.

Tabla 5. Hallazgos caracteristicos de RM cerebral en ataxia hereditaria. Adaptado

de Sindromes ataxicos. Ataxias heredodegenerativas. Baviera-Mufoz R, et al.
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Medicine — Programa de Formacion Médica Continuada Acreditado. 2023; 76(13):

4516-4524 V'

Las pruebas de medicina nuclear no se utilizan con frecuencia en el manejo clinico de
los pacientes con ataxia. El estudio con tomografia computarizada por emision de
fotdn unico (SPECT) de la via presinaptica nigroestriada con 123l-lofluopano o
DaTSCAN o de la via post-sinaptica con tomografia de emision de positrones (PET)
de fluorodopa ('8F) permite una mejor caracterizacion de los pacientes con ataxia y
manifestaciones extrapiramidales®®’. El PET con fluoro-desoxi-glucosa ('®FDG), se
emplea fundamentalmente en el ambito de la investigacion clinica, con el objetivo de

caracterizar el deterioro cognitivo de los pacientes con ataxia®.

C. Estudios genéticos

Aproximadamente el 60% de las mutaciones causales de ataxias se deben a
expansiones de tripletes en genes clasicamente descritos®®. Por tanto, el protocolo
habitual en las unidades de ataxia es analizar inicialmente mediante PCR (reaccion
en cadena de polimerasa) los genes causales de ataxia por expansiones
trinucleotidicas: ATXN1 (SCA1), ATXN2 (SCA2), ATXN3 (SCA3), CACNA1A (SCAB),
ATXN7 (SCAT7), ATXN8 (SCA8), PPP2R2B (SCA12), TBP (SCA17), ATN1 (DRPLA)
and FXN (ataxia de Friedreich). Tradicionalmente si el estudio de expansiones era
negativo, se realizaba el estudio de mutaciones convencionales dirigido por Sanger
gen a gen, en funcion del fenotipo del paciente hasta alcanzar el diagnostico. Este
proceso consumia logicamente mucho tiempo y recursos sin muchas veces
alcanzarse el diagnodstico. Los nuevos métodos de secuenciacion genética masiva

(Next Generation Sequencing, NGS) permiten secuenciar de forma precisa miles de
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genes en menor tiempo y coste economico’. En funcion del volumen de material

genético analizado distinguimos:

1.

Paneles genéticos dirigidos. Secuenciacidon de region exdnica de genes
implicados en ataxias hereditarias

Exoma clinico (Clinical Exome Sequencing). Secuenciacion de region exoénica
de todos los genes implicados en enfermedades genéticas mendelianas. La
principal ventaja del exoma clinico, es que permite reanalizar genes relacionados
con otras entidades si el paciente desarrolla otra clinica.

Exoma completo (Whole Exome Sequencing). Secuenciacion de region exdnica
de todos los genes, incluyendo aquellos no relacionados hasta el momento con
patologia. La principal ventaja de esta técnica es que permite identificar nuevos
genes causales, aunque habitualmente solo disponible en el ambito de la
investigacion.

Genoma completo (Whole Genome Sequencing). Secuenciacion tanto de
exones como de intrones. Actualmente solo disponible en el ambito de la
investigacion. Permite reconocer mutaciones en regiones intronicas, no

accesibles con las técnicas anteriores®.

Las NGS de segunda generacion son las mas utilizadas en la practica clinica

actual. Tienen capacidad para detectar mutaciones puntuales, inserciones y

deleciones, translocaciones y variaciones en el numero de copias de corta longitud.

Han permitido identificar un gran numero de mutaciones causales desde su

introducciéon. No obstante, su capacidad de lectura es de solo unas 250-300 pares

de bases y por tanto estan limitadas para la identificacion de mutaciones de gran
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tamano. Por tanto, estan limitadas para la identificacién de grandes mutaciones

estructurales y expansiones dinamicas.

En los ultimos anos se han desarrollado las NGS de 32 generaciéon o Long Reading

Sequencing (LRS) son capaces de leer de forma continua secuencias extensas

desde 10 kilobases a varias megabases, o incluso un cromosoma completo de
telébmero a teldmero. La lectura se realiza con Real Time PCR, sin necesidad de
amplificacion de la secuencia con PCR, lo que hace posible la lectura del ADN
(acido desoxirribonucleico) en su estado nativo. Las herramientas LRS han
superado importantes limitaciones de las técnicas NGS convencionales como: 1)
deteccion de mutaciones estructurales de gran tamafio (pe. grandes inversiones o
translocaciones); 2) secuenciacién de expansiones de repeticiones y areas ricas
en GC; 3) reconocimiento de herencia paterna o materna de una mutacién o origen
de novo; 4) diferenciacién entre genes y pseudogenes®'%?. No obstante, aliin deben
perfeccionarse distintos aspectos técnicos de la deteccion de variantes, el analisis

bioinformatico de las mismas o la correccién de errores de lectura.

Genen [ 3 mH———1—HE—.

Short reads

Long reads

- . —
Structural variation Repeat expansion — Phasing r—
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Figura 4. Diferencias entre NGS 22 generacion y NGS 32 generacion o
secuenciacion de lectura larga. Extraido de Mantere T, et al. Front Genet. 2019;

10(May): 426 ©'.

Para interpretar la patogenicidad de las variantes identificadas con la tecnologia NGS
se utilizan los criterios de la Asociacion Americana de Genética Médica (ACMG),
basados en bases de datos poblacionales, la realizacién de estudios funcionales,
estudios de conservacibn aminoacidica y estimaciones por predictores
bioinformaticos, datos alélicos, de segregacion y correlacion fenotipo-genotipo. En
base a estos criterios, las variantes se pueden clasificar en: 1) patogénica; 2)
probablemente patogénica; 3) significado clinico incierto (variant of unknown

significance, VOUS); 4) probablemente benigna y 5) benigna®.

Benign Pathogenic
Strong Supporting Supporting Moderate Strong Very strong
Population MAF is too high for Absent in population Prevalence in
data disorder BA1/BS1 OR databases PM2 affecteds statistically
observation in controls increased over
inconsistent with controls PS4

disease penetrance BS2

Computational Multiple lines of Muittiple lines of Novel missense change Same amino acid Predicted null
and predictive computational evidence computational acid residue change as an variant in a gene

data suggest no impact on gene evidence support a nt established where LOF is a
/gene product BP4 deleterious effect sens pathogenic variant known
on the gene /gene change has been seen PS1 mechanism of
Missense in gene where product PP3 before PM5 disease
only truncating cause PVS1
disease BP1 Protein length changing
variant PM4

Silent variant with non
predicted splice impact BP7

In-frame indels in repeat
w/out known function BP3

Functional Well-established Missense in gene with Well-established
data functional studies show low rate of benign functional studies
no deleterious effect missense variants and show a deleterious
BS3 path. missenses effect PS3
common PP2
Nonsegregation Cosegregation with
regation with disease BS4 disease in multiple .
::gaega affected family Increased segregation data S
members PP1
De novo De novo (without De novo (paternity and
data paternity & maternity maternity confirmed)
confirmed) PM6 Ps2
Allelic data Observed in trans with For recessive
a dominant variant BP2 disord detected
int a
Observed in ds with a pathogenic variant
pathogenic variant BP2 PM3
Other Reputable source w/out Reputable source
database shared data = benign BP6 = pathogenic PP5
Found in case with Patient’s phenotype or
Other data an alternate cause FH highly specific for
BP5 gene PP4
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Figura 5. Clasificacién de criterios segun evidencia de patogenicidad. BS: benign
strong; BP: benign supporting, FH: family history, LOF: loss of function, MAF: minor
allele frequency; path: pathogenic; PM: pathogenic moderate; PP: pathogenic
supporting; PS: pathogenic strong; PVS: pathogenic very strong. Extraido de
Richards S, et al. Standards and guidelines for the interpretation of sequence
variants: A joint consensus recommendation of the American College of Medical
Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genetics in

Medicine. 2015;17(5):405-424. %,

La mayoria de trabajos sobre la aplicacion de NGS en el campo de las ataxias
hereditarias han utilizado paneles, exoma clinico (CES) o exoma completo (WES). El
rendimiento en la practica clinica habitual con estas herramientas no supera el 50%
en la mayoria de series publicadas (tabla 6)%. Aunque es dificil establecer
comparaciones por las diferencias entre las series de pacientes estudiados, técnicas
empleadas y numero de genes analizados, los distintos trabajos publicados han
permitido estimar la prevalencia de las distintas formas de ataxia hereditaria
producidas por mutaciones puntuales. La secuenciacion de genoma, tanto de lectura
corta como de lectura larga, aun no se emplea en la practica clinica habitual y son
pocos los trabajos realizados en el campo de las ataxias hereditarias®-¢. El exoma
representa solo 1-2% del genoma. Por tanto, el procesamiento de la gran cantidad de
variantes generadas con Whole Genome Sequencing (WGS) dificulta su
procesamiento y andlisis bioinformatico®”. No obstante, aunque esta tecnologia se
utilice fundamentalmente en el ambito de la investigacion®', es clave para resolver los
casos que quedan sin diagndstico. Ha permitido la identificacién de nuevas etiologias

ataxia como la expansion intrénica (GAA)>2s0 en FGF14 (SCA27B). No obstante, aun
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deben perfeccionarse distintos aspectos técnicos de la deteccion de variantes, el

analisis bioinformatico de las mismas o la correccidon de errores de lectura.

Primer autor, ano

Coutelier et al, 201728

Hadjivassiliou et al,

2017%°

Igbal et al, 20171

Fogel et al, 2014

Ngo et al, 201992

Coutelier et al, 2018193

Kang et al, 2018"%4

Sun et al, 20199

Kim et al, 20191%

Graca et al, 20227

N°y tipo de
pacientes
412
con HF HAD

146

105
SPG y ataxia

76

319
sin HF HAD
Panel n=32,
WGS n=3
170
18, SPG con
0 sin ataxia

76

Estrategia NGS
(n° genes)

Panel (65)

Panel (42)

Panel (18)

CES (226)

WES

CES (209)

Panel (46 0 98)

WGS

CES (441)

WGS

CES

Rendimiento diagndstico

12.1% (50/412)

32% (46/146)

19% (20/105)

CES 21% (16/76)

WES: 28% (21/76)

22.6% (72/319)

Panel 34.4% (11/32)

WGS 33.3% (1/3)

52% (88/170)

38.9% (7/18)

35.5% (27/76)

Tabla 6. Resumen del rendimiento diagnéstico de los estudios realizados con

técnicas de secuenciacién genética masiva.

El estudio de expansiones pentanucleotidicas (CANVAS, SCA10, SCA31, SCA37) o

hexanucleotidicas (SCA36, C9orf721%.109) se realiza de forma dirigida si el fenotipo y
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la historia familiar son sugestivas mediante Repeat-Primed-PCR (RP-PCR), a
diferencia de la PCR convencional utilizada para expansiones trinucleotidicas. No
obstante, ya se dispone de estudios preliminares que demuestran la aplicabilidad de
la técnica para la deteccion de expansiones dinamicas de gran tamafo, como la

expansién del cromosoma X-fragil, la enfermedad de Huntington o C9orf72%,

3.3.4 Tratamiento

Lamentablemente muy pocos tipos de ataxias son tratables. No obstante, en la
actualidad, existen varias lineas de investigacion destinadas a desarrollar terapias
modificadoras de enfermedad que puedan ser beneficiosas para los subtipos mas

comunes®.

Determinados farmacos que se emplean en otras enfermedades neuroldgicas han
demostrado que pueden proporcionar una mejoria de algunos sintomas. En este
sentido, el empleo de riluzole (nivel de evidencia B) podria mejorar la inestabilidad de
la marcha y la disartria en algunos pacientes. La amantadina (nivel de evidencia C)
podria contribuir a un alivio sintomatico independientemente del tipo de ataxia. Las
ataxias episddicas disponen de algunos tratamientos sintomaticos beneficiosos''°. La
acetazolamida es el tratamiento de eleccidon en las ataxias episédicas, siendo
especialmente efectivo en la disminucion del numero de ataques en la ataxia episddica
tipo 2. La 4-aminopiridina puede reducir el nuUmero de ataques en pacientes con ataxia

episddica tipo 1y, también, mejorar los sintomas del nistagmo vertical hacia abajo™'".

Hay diversos tratamientos que estan disponibles para algunos tipos de ataxias

recesivas, con resultados variables. La coenzima Q10 podria ser beneficiosa cuando
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se evidencia una deficiencia de la misma (mutaciones en ADCK3)'"2. El &cido
guenodesoxicélico se utiliza en la xantomatosis cerebrotendinosa. Mientras que la
reposicion con vitamina E en la ataxia asociada al déficit de la vitamina E (mutaciones

TTPA) podria contribuir a una mejoria de los sintomas de la misma''3.
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5. HIPOTESIS

Las hipotesis formuladas son:

1) La mayoria de las ataxias cerebelosas progresivas (infantiles y del adulto)

tienen una base genética. El espectro de mutaciones responsables de este
sindrome es extraordinariamente variable, de modo que innumerables

mutaciones en innumerables genes causan un mismo fenotipo.

Las técnicas de secuenciaciéon masiva son una herramienta clinica util en

la practica clinica para el diagnéstico genético de las ataxias cerebelosas.

El cribado sistematico de ataxias por expansiones dinamicas
pentanucleotidicas o hexanucleotidicas contribuira a establecer la
frecuencia de estas mutaciones en nuestra area geografica, asi como a

una mejor caracterizacion fenotipica.

Conocer el espectro fenotipico y su correlacion genotipica permite mejorar
los algoritmos de diagndstico clinico de un modo coste-efectivo. Las
variaciones regionales en la frecuencia de mutaciones permite adaptar este
tipo de algoritmos a diferentes areas geograficas, como la Comunidad

Valenciana.
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6. OBJETIVOS

Estudiar desde un punto de vista clinico y genético una serie de pacientes con ataxia
cerebelosa hereditaria en seguimiento en la Unidad de Ataxias y Paraparesias
espasticas del Hospital Universitari i Politécnic La Fe, de referencia a nivel nacional
del sistema CSUR (Centros, Servicios y Unidades de Referencias). Objetivos

particulares:

1. Analizar mediante técnicas de secuenciacion masiva (exoma clinico) el
conjunto de pacientes con ataxia cerebelosa sin diagndstico tras estudio

exhaustivo de etiologias adquiridas y genéticas mas frecuentes.

2. Caracterizar el espectro fenotipico de los genes mas frecuentemente mutados

en nuestra serie, asi como realizar estudios de correlacion fenotipo-genotipo.

3. Realizar un cribado sistematico de la ataxia espinocerebelosa tipo 36 (SCA36)
para conocer la prevalencia y espectro fenotipico de la misma en nuestra area

geografica.

4. Definir el algoritmo diagnéstico mas apropiado para orientar los estudios

genéticos de los pacientes afectos de ataxia cerebelosa hereditaria en la

Comunidad Valenciana.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 SELECCION DE PACIENTES

Se trata de un estudio observacional, analitico, transversal y unicéntrico. Los
pacientes objeto de estudio son casos en seguimiento en la Unidad de Ataxias y
Paraparesias espasticas del servicio de Neurologia y estudiados en la Unidad de
Genética del Hospital Universitari i Politecnic La Fe desde enero de 2012 hasta
septiembre de 2022. Se han incluido casos indice familiares o esporadicos con un
sindrome cerebeloso progresivo no congénito (inicio a partir de los 2 afios)*'-''* en los

que se hayan excluido pertinentemente las etiologias adquiridas''-15, tabla 7.

Estudio basico Hemograma
Bioquimica general: glucosa, electrolitos, funciéon
renal, funcién hepatica
Perfil lipidico (Colesterol total, LDL, HDL, TG)
TSH
Vitamina B9, B12, E
Cobre sérico, ceruloplasmina
Serologias: VIH, VHB, VHC, sifilis
Ac anti-GAD65
Ac anti-transglutaminasa
Ac anti-tiroglobulina, Ac anti-peroxidasa
RM cerebral
Estudio avanzado, casos seleccionados Ac onco-neuronales, Ac IgLon5
Ac antinucleares, Ac Sjogren (SSA, SSB)
Inmunofijacién suero y orina
Puncién  lumbar:  citobioquimico, bandas

oligoclonales, estudio microbiolégico
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Tabla 7. Estudios complementarios en ataxias adquiridas. Ac: anticuerpos, LDL:

Low Density Lipoprotein, HDL: High-Density lipoprotein, TG: triglicéridos. VHB: virus

hepatitis B, VHC: virus hepatitis C, GADG65: glutamato descarboxilasa isoforma 65.

No se han incluido en este trabajo aquellos sindromes complejos en los que la ataxia

no era una manifestacion predominante.

7.2 EVALUACION CLINICA

La evaluacidon clinica se realizd6 de forma sistematica durante las visitas de

seguimiento habitual de los pacientes en consultas externas de Neurologia,

recogiéndose la historia familiar, variables demogréficas y variables clinicas.

Historia familiar: 1os pacientes se clasificaron segun el patron de presentacion
en autosomico dominante (AD) si arbol familiar con evidencia de transmision
vertical''®, autosémico recesivo (AR) si afectacion de al menos dos hermanos
o historia de consanguinidad sin la existencia de casos en ofras
generaciones'® y ligado a X si existia afectacion de varones con transmision
materna.

Variables demogréaficas: sexo, fecha de nacimiento, lugar de nacimiento
Variables clinicas: edad de inicio de la clinica, edad al examen, sintoma de
inicio, otras manifestaciones neuroldgicas, manifestaciones sistémicas, escala
SARA (ver apéndice) y valoracion funcional con la escala “ataxia disability
scale” o escala de Klockgether*3. Asimismo, se evalud clinicamente a los

familiares a riesgo disponibles, clasificandose en afectos o asintomaticos. Se
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clasifico como estatus pre-clinico o presintomatico si la puntuacién en escala

SARA fue inferior a 3.

7.3 EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS

En todos los pacientes se realizaron estudios bioquimicos basicos relacionados con
ataxias hereditarias (alfa-fetoproteina, albumina, inmunoglobulinas, vitamina E). En
casos seleccionados, con fenotipo sugestivo se solicitaron estudios bioquimicos
adicionales (lactato, colestanol, acidos grasos de cadena muy larga, actividades

enzimaticas lisosomales, aminoacidos en plasma o acidos organicos en orina).

Se revisaron las RM cerebrales realizadas en la practica clinica habitual. Por protocolo
se obtienen en un equipo de 1.5-Teslas Siemens, Avanto (Erlangen, Alemania)
secuencias ponderadas en T1, T2, FLAIR (Fluid-Attenuated Inversion Recovery), DWI
(Diffussion Weighted Imaging) y ADC (Apparent Diffusion Coefficient). En casos
seleccionados que asociaban signos de parkinsonismo (temblor de reposo,
bradicinesia, rigidez) se realizd estudio de la via nigroestriada presinaptica mediante
SPECT con 123l-lofluopano o DaTSCAN. Se utilizé el programa DaTQUANT version
2.000 Software application (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) para analizar los
resultados obtenidos de forma semi-cuantitativa. Los volumenes de interés en
putamen y caudado derecho e izquierdo se seleccionaron de forma semi-automatica
en el plano transaxial. Para el calculo del striatum to background ratios (SBR), la
captacion del radiotrazador de ganglios basales se comparé con una regién de
referencia en corteza cerebral. Los resultados del SBR se compararon con una base

de datos de controles sanos (z-score).
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Dentro de la practica clinica habitual los pacientes con manifestaciones sugestivas de
neuropatia se estudiaron mediante los pertinentes examenes neurofisioldgicos:
estudios de conduccién nerviosa, electromiografia (EMG) y/o potenciales evocados
somatosensoriales, asi como EMG y/o biopsia muscular en pacientes con sospecha

de miopatia.

7.4 ESTUDIOS GENETICOS

Los analisis genéticos se realizaron en la Unidad de Genética del Hospital Universitari
i Politecnic La Fe. EI ADN se extrajo de muestras de 10 mL de sangre periférica en
EDTA (acido etilendiaminotetraacético) mediante los métodos estandarizados tras la

firma del consentimiento informado para estudio genético (ver apéndice).

En todos los pacientes se excluyeron mediante PCR convencional expansiones
trinucleotidicas en ATXN1 (SCA1), ATXN2 (SCA2), ATXN3 (SCA3), CACNA1A
(SCAB), ATXN7 (SCAT), ATXN8 (SCA8), PPP2R2B (SCA12), TBP (SCA17), ATN1
(DRPLA) y FXN (ataxia de Friedreich). En algunos casos con fenotipo y patron de
herencia sugestivo se estudio de forma directa el gen causal (expansiones CANVAS

y FXTAS, otros).

7.4.1 Estudios de secuenciacion genética masiva: exoma clinico.
Los probandos sin diagnéstico tras estudio de expansiones dinamicas se estudiaron
mediante el exoma clinico, Targeted-Exome Sequencing Panel (Agilent Technologies,

Santa Clara, CA) para lllumina (San Diego, CA) que comprende 184 genes causales

78



de ataxia y trastornos relacionados. En los casos con fenotipo de ataxia episddica
(episodios recurrentes de ataxia de duracion variable)'"?, se investigaron inicialmente
los genes causales de AE, ampliandose el estudio a todos los genes de ataxia
cerebelosa en los casos que no se identificara mutacion causal. Casos seleccionados
fueron estudiados en el Centro de Investigacién Principe Felipe (CIPF), en el
laboratorio del Grupo de Enfermedades Raras Neurodegenerativas, en el marco de
proyectos de investigacion en los que participa la Unidad de Ataxias y Paraparesias
espasticas del Hospital La Fe. En estos casos se aplicé el panel de genes relacionados
con trastornos del movimiento MovDisord-498 previamente reportado en otros

trabajos’.

La preparacion de librerias genéticas se realizé mediante el protocolo Bravo NGS
SureSelectQXT Automated Target Enrichment (Agilent Technologies) para lllumina
Multiplexed Sequencing. Las librerias seleccionadas se secuenciaron en el
secuenciador NextSeq500 (Illumina) en un modo de lectura desde ambos extremos
para generar asi una cobertura media minima de 100x. Las secuencias obtenidas se
alinearon contra la secuencia del genoma de referencia (GRCh37/hg19) para asi
realizar la deteccion de variantes con la plataforma Alissa Clinical Informatics (Agilent
Technologies). Las variantes se filtraron inicialmente segun un valor de frecuencia
alélica (MAF) <0.02, aunque solo se consideraron candidatas las variantes con una
MAF <0.01. La frecuencia de las variantes se evalu6 con la base de datos Exome
Aggregation Consortium database/gnomAD (gnomAD.broadinstitute.org) y 1000
genomas (internationalgenome.org). Las variantes se clasificaron segun las guias del
ACMG %2, Para la clasificacion se consultaron la anotacion de las variantes en la base

de datos The single polymorphism database (dbSNP, ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) y su
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descripcién en ClinVar (ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), Varsome (varsome.com/), Human

Gene Mutation Database (hgmd.cf.ac.uk) y Leiden Open Variation Database, LOVD

(lovd.nl/). La conservacion de la base aminoacidica se analiz6 con la aplicacion
Genomic Evolutionary Rate Profiling (GERP)''8. Los analisis in silico se realizaron con
las herramientas predictivas Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN)'"®, Sorting
Intolerant from Tolerant (SIFT)'?, Polyphen'' and MutationTaster'??. Todas las
variantes patogénicas/probablemente patogénicas se confirmaron con Sanger. Se
realizo la segregacion de las variantes con familiares a riesgo disponibles siempre que
fue posible. En todos los casos se comprobd la correlacién genotipo-fenotipo. En todos
los casos de AE sin diagnéstico se realizd estudié de variaciones en el numero de
copias (CNVs) con Multiple Ligation-dependent probe amplification analysis (MLPA,
MRC Holland, Amsterdam, the Netherlands) del gen CACNA1A con la SALSA P279.
En los casos con una unica variante patolégica/probablemente patoldgica en gen
recesivo y fenotipo compatible se analizaron las CNVs con MLPA o microarray
citogenémico (aCGH, CytoScan XON array, Thermofisher, Waltham, MA) cuando no
existiese disponibilidad comercial de kit MLPA para el gen objeto de estudio. Para el
analisis de MLPA y microarrays se utilizaron respectivamente el Coffalyser Software y

el Chromosome Analysis Suite.

7.4.2 Cribado de ataxia espinocerebelosa 36 (SCA36)

El cribado de SCA36 se realizé en casos sin diagndéstico y presentacion AD o
esporadica. La expansion GGCCTG en el gen NOP56 se analizé inicialmente con PCR
convencional segun los métodos estandar [secuencia directa del cebador:
TTTCGGCCTGCGTTCGGG (marcado  con fluorescencia) e inversa

AGCCGACCGCGTGCTCAA; temperatura de hibridacion: 60°C]. Posteriormente se
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realizo Repeat-primed PCR (RP-PCR) segun lo descrito previamente’®. Las moléculas
obtenidas con PCR se separaron con ABI Prism 3130 Analyzer (Applied Biosystems,
Vernon Hills, lllinois, USA) y fueron analizados con GeneMapper software (Applied
Biosystems, Vernon Hills, lllinois, USA). Se considerd resultado positivo la
combinacién de un pico unico en el electroferograma de la PCR convencional y el

patron en sierra clasico en la RP-PCR.

3° ANALISIS DE OTRAS EXPANSIONES:
SCA36, CANVAS, FXTAS

2° EXOMA CLINICO GENES ATAXIA CEREBELOSA
Analisis variaciones en numero de copias con MLPA o aCGH

1° ANALISIS EXPANSIONES TRINUCLEOTIDICAS
SCA1, SCA2, SCA3, SCAB, SCA7, SCA8, SCA12, SCA17, DRPLA, FRDA

Figura 6. Estrategia diagndstica en pacientes con ataxia cerebelosa hereditaria en

el Hospital Universitari i Politécnic La Fe.

7.5 ESTADISTICA

Se realiz6 analisis descriptivo de los hallazgos clinicos y paraclinicos, comparando las
diferencias entre pacientes en los que se alcanzé el diagndstico y aquellos no
diagnosticados. Se utilizé el programa IBM SPSS Statistics para Mac version 27.0.1.
Las variables categoricas se expresaron en valor absoluto y porcentajes y se
compararon mediante test de Fisher o de chi-cuadrado, segun correspondiese. La
distribucion de las variables continuas se evaluo con el test de Shapiro-Wilk en el caso

de n<50 o Kolmogorov-Smirnov si n>50, utilizdndose test paramétricos o no
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paramétricos en funcion del resultado. En todos los analisis se considerd p valor <0.05

como estadisticamente significativo.

7.5 ASPECTOS ETICOS

El estudio se realizé siguiendo las recomendaciones de la declaracion de Helsinki.
Fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitari i
Politécnic La Fe (numero de registro 2022-388-1). Todos los pacientes y los familiares
a riesgo estudiados dieron su consentimiento por escrito para la recogida y analisis de
datos clinicos y genéticos en el marco de esta investigacion (ver apéndice). Antes y
después de la realizacion de los estudios genéticos se ofreci6 asesoramiento
genético. Todos aquellos pacientes cuyas imagenes o grabaciones fueron utilizadas
para publicaciones cientificas firmaron también un consentimiento especifico para tal

fin (ver apéndice).
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8. RESULTADOS

En esta seccion se resumen los resultados de los trabajos publicados que integran la
presente tesis doctoral. En total se han valorado 297 familias (tabla 8), de las cuales
99 (33.3%) corresponden a ataxias por expansiones trinucleotidicas, siendo la forma
dominante mas frecuente SCA3 (10.8%) y la ataxia de Friedreich la recesiva mas
frecuente (8.1%). En pacientes con fenotipo sugestivo se estudié de forma dirigida las
expansiones causales de FXTAS y CANVAS, identificandose 4 y 5 casos

respectivamente.

Se realiz6 exoma clinico a un total de 130 casos indice, siendo la forma de
presentacion AD en 37 (29%), AR en 28 (21%) y esporadica en 65 (50%). Se alcanzd
el diagnaostico definitivo en 50 familias (39%). En total, se han identificado 22 variantes
noveles patogénicas o probablemente patogénicas segun los criterios de la ACMG. El
rendimiento diagndstico fue mayor en casos AR (18/28, 64%), que en esporadicos
(23/65%) o AD (9/37, 24%). En la mayor parte de casos esporadicos se identificaron
etiologias AR (11 SPG7, 5 SETX, 2 POLR3A, 1 CAPN, 1 SPG11). Globalmente, el
diagndstico molecular mas frecuente fue la ataxia por mutaciéon en SPG7 (n=15),
seguido de SETX (n=6), CACNA1A (n=5), POLR3A (n=4) y SYNE1 (n=3) . La mayor
parte de los casos de SPG7 en nuestra serie fueron varones (n=19, 90.5%) y la edad
media de inicio fue de 37.4 afos, rango 15-64. ¢ (n=12, 57%), seguido de paraparesia
espastica (n=4, 19%) y fenotipos complejos (n=4, 19%). En los casos con fenotipos
complejos se identificaron manifestaciones mitocondriales como miopatia y
oftalmoplejia externa progresiva y extrapiramidales como distonia’®.  Un paciente

debutd a los 17 afos con distonia multifocal de predominio craneo-cervical. En la RM
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cerebral se identificaba leve atrofia cerebelosa e hiperintensidad de pedunculos
cerebrales. Con la progresion se hicieron evidentes signos cerebelosos y
piramidales’?*. La variante mas frecuente fue p.Ala510Val (27/42 alelos, 64.3%). Los
casos heterocigotos compuestos presentaban edad de inicio mas precoz (p <0.05) y
mayor frecuencia de fenotipos complejos (p <0.05) que los homocigotos '23. Por otra
parte, la aplicacion de NGS ha permitido el diagnéstico de formas raras de ataxias con
afectacion de 1 o 2 familias (KCND3 , KIF1C, AFG3L2, ANO10, CAPN1, CWF19L1,

ITPR1, KCNA1, OPA1, PNPLA6, SPG11, SPTBN2, TPP1).

El cribado sistematico de SCA36 en nuestra poblacion ha revelado que es la segunda
forma mas frecuente de ataxia cerebelosa hereditaria AD (n=16, 5.4%). La mayoria

eran originarios de la misma region geografica (La Costera, Comunidad Valenciana),
excepto dos pedigris originarios de las ciudades de Valencia y Murcia. La edad media
de inicio fue de 52.5 afios (rango 44-67). Todos los casos presentaban un fenotipo de
ataxia cerebelosa progresiva con manifestaciones extracerebelosas frecuentes. Se
identificod hipoacusia neurosensorial en 68%, ptosis y/o limitacién de la mirada en 64%
y piramidalismo en el 46%. Por el contrario, se identificaron en menor medida
fasciculaciones linguales, en orbiculares oculi y miembros (25%). Tres pacientes
desarrollaron distonia cervical y 2 distonia en miembros superiores. En 3 casos se
detectaron signos de parkinsonismo (bradicinesia y temblor de reposo). La
denervacion dopaminérgica se confirmo mediante DaTSCAN ® y analisis DaTQUANT.
Los portadores asintomaticos eran mas jévenes que los portadores pre-ataxicos
(SARA <3). Dos pacientes pre-ataxicos referian leve inestabilidad y uno de ellos

hipoacusia neurosensorial y mioquimias orbiculares persistentes. Se realizé analisis
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de haplotipos que demostré la existencia de un haplotipo compartido de 0.65 Mb en

todas las familias excepto en una familia originaria de la ciudad de Valencia.

Subtipo de ataxia Casos indice (%)
SCA3 32 (10.8)
Friedreich ataxia 24 (8.1)
SCA36 16 (5.4)
SPG7 15(5.1)
SCA2 14 (4.7)
SCA8 14 (4.7)
SCA6 8 (2.7)
SETX 6 (2.1)
CACNA1A 5(1.7)
CANVAS 501.7)
POLR3A 4 (1.3)
FXTAS 4 (1.3)
SYNE1 3(1)
SCA7 3(1)
SCA17 2(0.7)
KCND3 2(0.7)
KIF1C 2(0.7)
CYP27A1A 2(0.7)
DRPLA 2(0.7)
AFG3L2 1(0.3)
ANO1 1(0.3)
CAPN1 1(0.3)
CWF19L1 1(0.3)
ITPR1 1(0.3)
KCNA1 1(0.3)
OPA1 1(0.3)
PNPLA6 1(0.3)
SPG11 1(0.3)
SPTBN2 1(0.3)
TPP1 1(0.3)
Undiagnosed 123 (41.4)
TOTAL 297

Tabla 8. Frecuencia global de las distintas formas de ataxia hereditaria identificadas

en nuestra poblacién.
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Trabajo 1:

Diagnostic efficacy of genetic studies in a series of hereditary cerebellar ataxias in

Eastern Spain.

Baviera-Mufoz R, Carretero-Vilarroig L, Vazquez-Costa JF, Morata C, Campins-
Romeu M, Muelas N, Sastre-Bataller |, Martinez-Torres |, Pérez-Garcia J, Sivera R,
Sevilla T, Vilchez JJ, Jaijo T, Espinds C, Millan JM, Bataller L, Aller E. Neurol Genet

Dec 2022, 8(6) e200038; doi: 10.1212/NXG.0000000000200038
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Abstract

Background and Objectives

To determine the diagnostic efficacy of clinical exome-targeted sequencing (CES) and spi-
nocerebellar ataxia 36 (SCA36) screening in a real-life cohort of patients with cerebellar ataxia
(CA) from Eastern Spain.

Methods

A total of 130 unrelated patients with CA, negative for common trinucleotide repeat expansions
(SCAL1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCAS, SCA12, SCA17, dentatorubral pallidoluysian at-
rophy [DRPLA], and Friedreich ataxia), were studied with CES. Bioinformatic and genotype-
phenotype analyses were performed to assess the pathogenicity of the variants encountered.
Copy number variants were analyzed when appropriate. In undiagnosed dominant and sporadic
cases, repeat primed PCR was used to screen for the presence of a repeat expansion in the

NOPS6 gene.

Results

CES identified pathogenic or likely pathogenic variants in 50 families (39%), including 23 novel
variants. Overall, there was a high genetic heterogeneity, and the most frequent genetic diagnosis
was SPG7 (n = 15), followed by SETX (n = 6), CACNAIA (n=S5), POLR3A (n = 4),and SYNEI
(n = 3). In addition, 17 families displayed likely pathogenic/pathogenic variants in 14 different
genes: KCND3 (n = 2), KIFIC (n = 2), CYP27AIA (n=2), AFG3L2 (n = 1), ANO10 (n = 1),
CAPNI (n = 1), CWFI9LI (n = 1), ITPRI (n = 1), KCNAI (n = 1), OPAI (n = 1), PNPLA6
(n=1),SPGI11 (n =1),SPTBN2 (n = 1), and TPPI (n = 1). Twenty-two novel variants were
characterized. SCA36 was diagnosed in 11 families, all with autosomal dominant (AD) pre-
sentation. SCA36 screening increased the total diagnostic rate to 47% (n = 61/130). Ultimately,
undiagnosed patients showed delayed age at onset (p < 0.05) and were more frequently sporadic.

Discussion

Our study provides insight into the genetic landscape of CA in Eastern Spain. Although CES was
an effective approach to capture genetic heterogeneity, most patients remained undiagnosed.
SCA36 was found to be a relatively frequent form and, therefore, should be tested prior to CES in
familial AD presentations in particular geographical regions.
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Glossary

aCGH = arrayCGH; AD = autosomal dominant; AOA2 = ataxia with oculomotor apraxia type 2; AR = autosomal recessive;
CA = cerebellar ataxia; CES = clinical exome-targeted sequencing; CNV = copy number variant; MLPA = multiple ligation-
dependent probe amplification analysis; NGS = next-generation sequencing; RP-PCR = repeat primed PCR; SCA =

spinocerebellar ataxia.

Hereditary cerebellar ataxias (CAs) are highly heterogeneous
disorders frequently associated with additional neurologic and
extraneurologic manifestations.”” The genetic diagnosis in the
clinical practice is challenging. Nearly 200 causal genes have
been associated with ataxia,** and different technologies are
needed to cover the full mutational spectrum: dynamic ex-
pansions, point mutations, and small and large duplications,
insertions, or deletions. Sanger sequencing of candidate genes
has been superseded in recent years by next-generation se-
quencing (NGS) techniques.*” However, conventional NGS is
not technically capable of detecting tandem repeat expansions,
the most common sequence variant type in adult-onset CA."
Furthermore, ethnic and geographical background should be
considered in diagnostic algorithms because some SCA sub-
types are more common in certain populations.*” Accordingly,
spinocerebellar ataxia 36 (SCA36) was reported as the most
frequent hereditary CA in the northwest regions of Spain.'’

In this study, the authors aimed to analyze the diagnostic yield of
clinical exome-targeted sequencing (CES) in our cohort of patients
with CA. In addition, the authors screened for SCA36 in un-
diagnosed dominant and sporadic cases. This study may help
clarify the most appropriate diagnostic algorithm in our population.

Methods

This is a retrospective descriptive study which includes clinical
and genetic data collected from January 2012 to October 2021
at Hospital Universitari i Politécnic La Fe, Valencia (Spain), a
national referral center for Hereditary Cerebellar Ataxia and
Spastic Paraplegia. This work describes the experience of a
Spanish Ataxia Unit and is influenced by local standards of care.

Standard Protocol Approvals, Registrations,
and Patient Consents

This study was approved by the institutional ethics committee
at Health Research Institute Hospital La Fe (PI18/00147;
P12022-388-1). Informed consent was obtained before the
genetic analysis. Genetic counseling was offered prior to and
after the genetic results.

Patient Recruitment

Between January 2012 and October 2021, a total of 234 index
cases with familial or sporadic noncongenital CA were
recruited from the Neurology and Genetics Department at
Hospital Universitari I Politécnic La Fe. All included patients
had familial or sporadic noncongenital CA,"'" with onset after
2 years. In all cases, acquired etiologies were fully excluded.
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Common trinucleotide dynamic expansions in ATXN1 (SCA1),
ATXN2 (SCA2), ATXN3 (SCA3), CACNAIA (SCA6), ATXN7
(SCA7), ATXNS (SCAS8), PPP2R2B (SCA12), TBP (SCA17),
ATNI (DRPLA), and FXN (Friedreich ataxia) were previously
ruled out in all patients by PCR, followed by capillary electro-
phoresis. In addition, mutations in specific genes (FMRI and
RFCI) were studied in patients with a highly suggestive phe-
notype. A total of 31 SCA3, 23 Friedreich ataxia, 14 SCA2, 14
SCAS, 7SCA6, 3 SCA7,2 SCA17,1 DRPLA, S cerebellar ataxia
neuropathy and vestibular areflexia syndrome, and 4 fragile
X-associated tremor/ataxia syndrome families were identified
and excluded from further analysis. A total of 172 patients
from 130 unrelated families were ultimately selected to de-
termine the diagnostic efficacy of CES and SCA36 screening
in a real-life CA cohort.

Clinical Assessments

All patients were examined by consultant neurologists (J.J.V,
LB, NM, and RB.-M.) in clinical settings during their follow-
up visits. Demographic, familial, age at onset, and phenotypic
information was systematically collected in a prospective data-
base. Dominant transmission was considered if vertical in-
heritance.'> Recessive inheritance was assumed if consanguinity
or family history of at least 2 affected siblings, with no cases in
other generations. In all, a biological workup including albumin,
immunoglobulin, cholesterol, triglycerides, a-fetoprotein, and
vitamin E was routinely carried out. Additional metabolic testing
(lactate, cholestanol, very long chain fatty acids, enzymatic ac-
tivity assays, plasma amino acids, or urine organic acids) were
performed based on dlinical presumption. Brain MRI, nerve
conduction studies, EMG, vestibular function testing, and muscle
biopsy were performed and reviewed whenever needed.

Genetic Procedures

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples
following standard procedures. A total of 130 probands from
unrelated families were studied with a singleton Targeted-
Exome Sequencing Panel (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) for Illumina (San Diego, CA), in which 184 genes in-
volved in CA and related forms were studied (additional data
are provided in eAppendix 1, links.lww.com/NXG/AS554).
Family ATX-1 and ATX-27 were studied with the
MovDisord-498 panel previously reported."* Genes related to
episodic ataxia were initially studied in cases with prominent
and recurrent spells of ataxia and mild CA at interictal ex-
amination. If negative, all genes involved in CA were analyzed.

The library preparation was carried out according to the Bravo
NGS SureSelectQXT Automated Target Enrichment protocol

Neurology.org/NG



(Agilent Technologies) for Illumina Multiplexed Sequencing.
The captured libraries were sequenced on NextSeqS00 (Ilu-
mina) in a paired-end mode to generate a minimum median raw
target coverage of 100x. The obtained sequences were aligned
against the genome reference sequence (GRCh37/hgl9) to
perform the calling of variants with the Alissa Clinical Informatics
Platform (Agilent Technologies). The annotated variants were
initially filtered according to a minor allele frequency value < 0.02,
but only variants with a MAF <0.01 were considered. The fre-
quency of the variants was explored in the Exome Aggregation
Consortium database/gnomAD  (gnomadbroadinstitute.org/)
and 1,000 genomes (internationalgenome.org/). Filtered DNA
variants were classified according to the American College of
Medical Genetics guidelines.'* To classify the variants, the au-
thors consulted their annotation in the single nucleotide poly-
morphism database (dbSNP, ncbinlm.nih gov/SNP/) and their
description in ClinVar (ncbinlm.nih.gov/clinvar/), varsome (var-
some.com/), Human Gene Mutation Database (hgmd.cfacuk),
and Leiden Open Variation Database (lovd.nl/). In addition, base
conservation was assessed with Genomic Evolutionary Rate Pro-
filing," and in silico analysis were performed with the predictive
tools: Protein Variation Effect Analyzer,® Sorting Intolerant from
Tolerant,"” Polyphen,18 and MutationTaster.”” All the likely
pathogenic/pathogenic point mutations detected were confirmed
by Sanger sequencing, and segregation of the variant in available
family members was done when possible. Matching of phenotypic
presentation to molecular diagnoses was evaluated in all cases. The
presence of copy number variants (CNVs) was investigated by
multiple ligation—dependent probe amplification analysis (MLPA;
MRC Holland, Amsterdam, the Netherands) and arrayCGH
(aCGH) when appropriate. In all episodic ataxia cases undiagnosed
after CES, CACNAIA CNVs were analyzed using SALSA P279.
Furthermore, in the context of a compatible phenotype, CNVs in
autosomal-recessive (AR) genes were analyzed if a single hetero-
zygous pathogenic variant was detected by CES. Whenever MLPA
commercial kit was not available for a gene, cytogenomic micro-
array (CytoScan XON array, Thermofisher, Waltham, MA) was
performed. Coffalyser software and Chromosome Analysis Suite
were used to analyze MLPA and aCGH results, respectively.

SCA36 Screening

NOPS6 GGCCTG hexanucleotide repeat expansion was
firstly studied by conventional PCR following standard procedures
[sequence forward primer: TTTCGGCCTGCGTTCGGG (flu-
orescently labeled) and reverse: AGCCGACCGCGTGCTCAA;
annealing temperature: 60°CJ. Then, repeat-primed PCR (RP-
PCR) was arried out as previously described” PCR products
were separated on an ABI Prism 3,130 Analyzer (Applied Bio-
systems, Vemon Hills, IL), and data were examined using Gene-
Mapper software (Applied Biosystems, Vernon Hills, IL). A
positive result was defined by the combination of a single peak in
the conventional PCR electropherogram plus the typical sawtooth
pattern in the RP-PCR.

Statistical Methods

Descriptive analysis of dinical and paraclinical data was per-
formed. In addition, differences in clinical features between
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diagnosed and undiagnosed patients were studied. Statistical
analysis was performed using IBM SPSS Statistics for Mac
version 27.0.1. Distribution of continuous variables was
assessed with the Kolmogorov-Smirnov test (*p < 0.05), and
subsequently, nonparametric tests were used for comparisons
between groups. In all analysis, p < 0.0S was considered sta-
tistically significant.

Data Availability
Anonymized data not published within this article will be
made available by request from any qualified investigator.

Results

QOverall, 172 individuals from 130 unrelated families were
studied by CES. Screening of NOPS6 expansion was done in
all undiagnosed families with a possible dominant disease and
sporadic cases with a suggestive phenotype of hereditary CA
(Figure 1 and eFigure 1, linkslww.com/NXG/ASSS). The
mean age at onset was 39 years (range 2-83, SD * 19.5).
Ninety-four patients (55%) were male. Ethnicity was pre-
dominantly Caucasian (n = 125, 96%). Four families had
Romani ancestry and one African. The pattern of disease pre-
sentation was autosomal dominant (AD) in 37 (29%), AR in 28
(219%), and sporadic (S) in 65 (50%). First-degree consanguinity
was present in 16 families (12%), Table 1.

CES reached very probable or definite diagnoses in SO families
(39%). Clinical and genetic features of these patients are displayed
in Table 2. Diagnosis yield was higher for AR presentation (18/28,
64%) than sporadic (23/65, 35%) or AD (9/37, 24%). Overall,
the most frequently mutated gene was SPG7 in 15 of 130 families
(12%), followed by SETX in 6 (5%), CACNAIA in 5 (4%),
POLR3A in 4 (3%), and SYNEI in 3 (2%). Sporadic cases har-
bored more frequently AR-associated genes (11 SPG7, S SETX, 2
POLR3A, 1 CAPN, and 1 SPG11) than AD genes (3 CACNAIA).
Our population showed a high degree of genetic heterogeneity.
Only 2 recurrent variants were identified: the SPG7 change
¢.1529C > T; p.(Ala510Val)*' was found in 19 alleles and the
POLR3A variant ¢.1909 + 22G > A* in 4 alleles. Seventeen
families displayed likely pathogenic/pathogenic variants in
14 different genes: KCND3 (n = 2),KIFIC (n = 2), CYP27Al
(n=2),AFG3L2 (n = 1), ANOIO (n=1), CAPNI (n=1),
CWEFI9LI (n = 1), ITPRI (n = 1), KCNAI (n = 1), OPAI
(n=1), PNPLA6 (n=1),SPG11 (n=1),SPTBN2 (n=1),and
TPPI (n = 1). Twenty-two novel likely pathogenic/pathogenic
variants were detected. Pathogenicity assessments are provided
in Supplementary material, eTable 1 (links.lww.com/NXG/
AS56). Any gene with X-linked dominant or recessive trans-
mission was identified. Copy number variations (CNVs) were
studied by MLPA in CACNAIA, SALSA P279 (n = 7); SPG7,
SALSA P213 (n = 5); ATM, SALSAs P041, and P042 (n = 1);
SACS, SALSA P441 (n = 1); and SETX, SALSA P316 (n = 1),
but any CNVs were identified. aCGH was performed only in
family ATX-S, which carried a heterozygous pathogenic variant
in POLR3A.
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Figure 1 Diagnostic Flowchart and Genetic Results of the Studied Patients

Cerebellar ataxia probands
(N=130)

v

Sporadic Autosomal dominant Autosomal recessive
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Clinical features were generally highly concordant with the
genetic diagnosis. Spastic ataxia was the most frequent SPG7
phenotype, but rarer clinical features such as progressive ex-
ternal ophthalmoplegia or dystonia were also identified.”®
Alpha-fetoprotein was elevated in 8 patients, and molecular
analysis later confirmed that 7 of them harbored SETX (ataxia
with oculomotor apraxia type 2, AOA2) biallelic pathogenic
variants. AOA2 was a frequent cause of early-onset ataxia (mean
age at onset 12.6 years, range 3-17). Patients displayed a phe-
notype consistent of ataxia, oculomotor apraxia, sensorimotor
neuropathy, and elevated alpha-fetoprotein. All patients with

Table 1 Demographic Characteristics of the Cohort

Total no. of CA patients/families 1721130
Male/female 55%/45%
Caucasian 96%

Mean age at onset (y) 39 (range 2-83)
Consanguinity 12%

AD inheritance pattern 29% (37/130)
AR inheritance pattern 21% (28/130)
Sporadic 50% (65/130)

Abbreviations: AD = autosomal dominant; AR = autosomal recessive; CA =
cerebellar ataxia.

Neurology: Genetics | Volume8,Number 6 | December 2022

POLR3A-related ataxia were compound heterozygotes carriers
of the intronic variant ¢.1909 + 22G > A.** Three novel
pathogenic/likely pathogenic POLR3A variants were identified:
c.685C > T; p.(Arg229Ter), c.1628A > C; p.(GInS42Pro) and
¢.3688G > A; p.(Asp1230Asn). Phenotypes were rather homo-
geneous across different families. All 6 cases displayed short
stature and central sensory tracts impairment with normal nerve
conduction studies. Dystonia and dystonic tremor were prom-
inent features in 4/6. Abnormal dentition (5/6) and mild MRI
white matter hyperintensities (5/6) were also characteristic
hallmarks. In 2 monozygotic twin siblings (ATX-5) with a highly
suggestive phenotype, Figure 2, a cytogenic microarray (Cyto-
Scan XON array, Thermofisher, Waltham, MA) detected a
formerly reported deletion (arr{ GRCh37] 10q22.3(79781064_
79782608) x 1) including exons 6, 7, and 8> Recessive ataxia
due to SYNEI was relatively common in our population (2%);
the authors detected 2 novel pathogenic variants: ¢.368T > C;
p-(Leul23Pro) and ¢.11253 + 2_11253+4dupTAG in 2 families
a pure CA. Two siblings who carried a known pathogenic variant
c21148C > T; p.(Arg7050Ter)* presented with early-onset
ataxia and upper motor neuron involvement. The most severely

affected brother had a history of congenital cataracts.

Channelopathies were the most frequent AD ataxia detected
by NGS (9/13). CACNAIA was the channel gene most
commonly mutated. Patients with episodic ataxia, belonging
to the families ATX-39, ATX-41, ATX-42, and ATX-43, had
loss of function variants while the family ATX-40’s patients

Neurology.org/NG
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Table 2 Clinical and Genetic Characteristics of the Cases With a Genetically Confirmed Diagnosis

Family Age Age SARA
Family ID history Gene Variants onset, y examination, y scale UMN Nerve§ Extrapyramidal Others
ATXA1 1 AR KIF1C NM_006612.5: hom ¢.608+1G>A; p.(?) 18 55 30 +++ + Cervical and UL Eyelid opening and oculomotor apraxia
dystonia
ATXA1 2 AR KIF1C NM_006612.5: hom ¢.608+1G>A; p.(?) 15 56 35 it + Cervical and UL Eyelid opening and oculomotor apraxia
dystonia
ATX-2 3 AR(C) KIFIC NM_006612.5: hom ¢.455A>G; p.(Glu152Gly) 15 67 29 +++ + Head tremor -
ATX-3 4 AR, (C) TPP1 NM_000391.3: hom ¢.887-10A>G; p.(?)*" 29 53 29 et - Rest tremor Late-onset seizures
ATX4 5 S POLR3A  NM_007055.4: c.1909+22G>A?2, .685C>T; 1 61 235 + - Cervical and UL Short stature, normal dentition.
p.(Arg229Ter) dystonia
Spine atrophy, abnormal SEP
ATX-5 6 AR POLR3A  NM_007055.4: c.1909+22G>A, arr[GRCh37] 13 34 20 + - Generalized Short stature, abnormal dentition, brain
10q22.3(79781064_79782608)x1%° dystonia WMH, spine atrophy, delayed
SEP<!--Para Run-on—>
ATX-5 7 AR POLR3A NM_007055.4: c.1909+22G>A, arr[GRCh37] 13 34 18 + - Cervical and UL Short stature, abnormal dentition
10q22.3(79781064_79782608)x1 dystonia
Brain WMH, absent SEP
ATX-6 8 AR POLR3A NM_007055.4: c.1909+22G>A, c.1628A>C; 23 60 16.5 + - - Short stature, abnormal dentition
p.(GIn543Pro)
Eyelid myokymia; delayed SEP
ATX-6 9 AR POLR3A NM_007055.4: c.1909+22G>A, ¢.1628A>C; 13 68 5 - - Right UL dystonic Short stature, abnormal dentition
p.(GIn543Pro) tremor
ATX-7 10 S POLR3A  NM_007055.4: .1909+22G>A, ¢.3688G>A; 20 34 13 ++ = - Scoliosis, normal dentition.
pAAsp1230Asn)
ATX-8 1 AR, (C) ANO10  NM_001204831.1: hom ¢.1009T>G; p.(Phe337Val)*? 23 70 24 - - - Laryngeal stridor
ATX-9 12 AR, (Q) SYNET NM_182961.4: hom ¢.368T>C; p.(Leu123Pro) 25 46 15 - - - -
ATX-9 13 AR, (C) SYNE1 NM_182961.4: hom ¢.368T>C; p.(Leu123Pro) 23 37 NA - - - -
ATX-10 14 AR, (C) SYNE1 NM_182961.4: hom ¢.11253+2_11253+4dupTAG 40 44 NA - - - -
ATX-11 15 AR SYNE1 NM_182961.4: hom ¢.21148C>T; p.(Arg7050Ter® 18 33 21 ++ - - -
ATX-11 16 AR SYNE1 NM_182961.4: hom ¢.21148C>T; p(Arg7050Ter) 8 24 105 + - - Congenital cataracts
ATX-12 17* AR, (Q) SPG7 NM_003119.3: hom ¢.233T>A; p.(Leu78Ter)** 20 50 NA ++ - - -
ATX-12 18* AR, (C) SPG7 NM_003119.3: hom ¢.233T>A; p.(Leu78Ter) 20 52 NA + - - -

Continued
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Table 2 Clinical and Genetic Characteristics of the Cases With a Genetically Confirmed Diagnosis (continued)

Family Age Age SARA
Family D history Gene Variants onset, y examination, y scale UMN Nerve§ Extrapyramidal Others
ATX-30 39 S SETX NM_015046.7: ¢7163C>T; p(Thr2388Met) 3 38 16.5 - + Cervical and upper  Oculomotor apraxia, high AFP
[rs765418950], limbs dystonia
€.5895_5903delTGGAACAGG; p.(Gly1966_Gly1968del)
ATX-31 40 S SETX NM_015046.7: c.6843-2A>G; p(?), .6133CT, 20 47 NA - + Postural tremor Oculomotor apraxia, high AFP
p.(Arg2045Ter)*®
ATX-32 41 S SETX NM_015046.7: .7385T>A,; p.(Ile2462Asn), ¢.5224_ 5 29 NA + + - Oculomotor apraxia, high AFP
5227delGATTINSAATC; p.(Asp1742_
Tyr1743delinsAsnHis)®
ATX-33 42 AR, (O CWF19L1 NM_018294.6: hom ¢.24-1G>C; p.(?) 25 51 NA - - - -
ATX-33 43 AR, (C) CWF19L1 NM_018294.6: hom ¢.24-1G>C; p.(?) 35 54 NA - - - -
ATX-33 44 AR, (C) CWF19L1 NM_018294.6: hom ¢.24-1G>C; p.(?) 30 59 NA - - - -
ATX-34 45 S SPG11 NM_025137.3: c6100C>T; p.(ArgZ(BdTer).57 10 4 NA e+ + Generalized Oculomotor apraxia
¢.1440delG; p.(Cys481AlafsTerd) dystonia
ATX-35 46 AR, () PNPLA6 NM_001,166,111.1: hom ¢.3373G>A; p.(Asp1125Asn) 27 32 8.5 - - - -
[rs372763461]
ATX-36 47 AR, (C) CYP27A1 NM_000784.4: hom c.1016C>T; p.(Th r339Met)*® 23 27 NA + - - Aquilles tendon xanthomas
ATX-37 48 AR, (C) CYP27A1 NM_000784.4: hom c.1016C>T; p.(Thr339Met) 19 35 19 + - Right foot dystonia ~ Xanthomas in auricular pavilion, aquilles
tendon, cataracts, cognitive impairment
ATX-38 49 S CAPN1 NM_001198868.1: c.618_619delAG; 44 65 - ++ - - Hand and feet interosseous amyotrophy
p.(Gly208GInfsTer7),% ¢.1605+5G>A%
ATX-39 50 AD CACNATA NM_023035.2: ¢.2042_2043delAG; 10 42 55 - - - EA
p.(GIn681ArgfsTer103)®!
ATX-39 51 AD CACNATA NM_023035.2: ¢.2042_2043delAG; 10 14 6 - - - EA, attention deficit hyperactivity disorder
p.(GIN681ArgfsTer103)
ATX-40 52 AD CACNATA NM_023035.2: ¢.1748G>A; p.(ArgS83GIny” 2 63 19 + - Multifocal dystonia  Axial weakness, migraine with aura,
dementia
ATX40 53 AD CACNATA NM_023035.2: c.1748G>A; p.(Arg583GIn) 40 56 95 - - - Axial weakness, migraine with aura
ATX-40 54 AD CACNATA NM_023035.2: c.1748G>A; p.(Arg583GIn) 26 29 2 - - - -
ATX41 55 S CACNATA NM_023035.2: c4045C>T; p(Argl 349Ter)®? 15 62 4 - - - EA
ATX42 56 S CACNATA NM_023035.2: c4600G>T; p.(Glu1534Ter) 30 50 NA - - - EA
ATX43 57 S CACNATA NM_023035.2: c.3704+1G>A; p.(?)63 12 7 NA - - - EA

96
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Table 2 Clinical and Genetic Characteristics of the Cases With a Genetically Confirmed Diagnosis (continued)

Family Age Age SARA

Family D history Gene Variants onset, y examination, y scale UMN Nerve§ Extrapyramidal Others

ATX-44 58 AD KCND3 NM_004980.4: c.1117A>G; p{Met373Val) 65 72 14 - - - Paroxysmal exacerbations ACZ
responsive

ATX-44 59 AD KCND3 NM_004980.4:c. 1117A>G; p.(Met373Val) 40 58 13 - - - -

ATX-45 60 AD KCND3 NM_004980.4: ¢.680_682delTCT, p.(Phe227del*® 29 40 10 - - - Migraine, paroxysmal ataxic
exacerbations

ATX-46 61 AD KCNAT NM_000217.2: ¢ 904A>C; p.(lle302Leu) 5 52 NA - - - EA, seizures

ATX-47 62 AD SPTBN2 NM_006946.2: c 482A>G; p.(GIn161Arg) 8 8 15 + - - Mild intellectual delay

ATX-47 AD SPTBN2 NM_006946.2: c 482A>G; p.(GIn161Arg) 3 18 25 + - - Mild p.ﬁjchanotor delay, oculomotor
apraxia

ATX-48 64 AD OPA1 NM_015560.2: ¢.1940G>T; p{Gly647Vval) 4 ral NA - - - -

ATX-48 65 AD OPA1 NM_015560.2: ¢.1940G>T; p{Gly647Vval) 49 64 145 - - - -

ATX-49 66 AD ITPR1 NM_001168272.1: ¢.3601C>T; p.(Arg1201Trp) 62 66 NA - - - EA

ATX-49 67 AD ITPR1 NM_001168272.1: ¢.3601C>T; p.(Arg1201Trp) 74 78 NA - - - -

ATX-50 68 AD AFG3L2 NM_006796.2: ¢.2021_2023del; p{Ser674del) 18 35 7.5 - - - PEO, migraine with aura

ATX-50 69 AD AFG3L2 NM_006796.2: ¢.2021_2023del; p{Ser674del) 14 63 165 - - Dystonia PEO, migraine with aura

Abbreviations: AD = autosomal dominant; AFP = alphafetoprotein; AR = autosomal recessive; ATX = cerebellar ataxia family identification code; C= consanguinity; hom=homozygous; D =patientidentification; S=sporadic UL

= upper limbs; UMN = upper motor neuron signs; WMH =white matter hyperintensity; +++ = severe; ++= moderate; + =mild.

*EA = episodic ataxia; PEO = progressive external ophthalmoplegia.
These SPG7 patients were included in a previously published work.”
§Neuropathy is assumed if clinical and/or elearoneurographic findings are present. Novel variants are indicated in bold charaaers, and dbSNP references are indicated between brackets.




Figure 2 Family ATX-5, 2 Female Monozygotic Twins With Spastic Ataxia Had Compound Heterozygous Variants in
POLR3A c.1909 + 22G > A and arr[GRCh37] 10g22.3(79781064_79782608)x1

(A) Both patients had typically abnormal dentition; (B) T2-
weighted brain MRI (left) and fluid attenuated recovery
(FLAIR) brain MRI (right) showing characteristic mild supra-
tentorial and infratentorial white matter hyperintensities.

with the missense change c.1748G > A; p.(Arg583Gln)*
displayed a complex phenotype. Both siblings in family ATX-
40 showed marked axial weakness on examination, but EMG,
including repetitive nerve stimulation and single fiber jitter,
studies showed no abnormalities. Two novel changes in
KCNAI c904A > C; p.(Ile302Leu) and KCND3 c.117A > G;
p-(Met373Val) were identified. Patient 60, with the novel
pathogenic variant KCND3 c.117A > G; p.(Met373Val), had
frequent paroxysmal ataxic exacerbations responsive to acet-
azolamide. Patient 50, with the previously reported KCND3
c.680_682delTCT; p.(Phe227del),*® displayed occasional
ataxic exacerbations triggered by emotional stress.

Very rare genetic etiologies were identified by CES. A novel
homozygous pathogenic splicing variant in CWFI19L1 (c.24-
1G > C) was identified in 3 affected siblings with late-onset
pure CA. In addition, a homozygous likely pathogenic variants
in PNPLAG6 ¢.3373G > A; p.(Asp1125Asn) was detected in a
Romani proband with adult-onset pure CA.

Spinocerebellar Ataxia 36 Screening

NOP56 hexanudleotide repeat expansion (GGCCTG) was
screened in all undiagnosed families with an AD presentation
(n = 20) and sporadic cases with a phenotype of late-onset
(older than 20 years) progressive CA (n = 35). SCA36 was
diagnosed in 31 patients of 11 families, all with AD pre-
sentation, and in none sporadic. Patients displayed a pheno-
type of pure or spastic CA. Sensorineural hearing loss was
frequent (15/31, 48%), but facial and lingual myokymia were
identified only in 3/31. Progressive external ophthalmoplegia
and mild parkinsonism were presentin 13/31 and 4/31 cases,
respectively. NOP56 hexanucleotide expansion represented
the most common dominant variants in this study, which
accounted for 30% (11/37) of cases with AD, increasing the
overall diagnostic rate to 47% (61/130). Of interest most of
the SCA36 apparently unrelated families lived in the geo-
graphical areas of La Costera and La Vall d’Albaida, pointing
to a founder effect, as reported in other SCA36 series.”

Sixty-nine families (53%) were not genetically diagnosed
despite CES and SCA36 screening. Undiagnosed patients
showed a significantly delayed age at onset (n =81,47,SD + 172
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years) compared with diagnosed cases (n = 86, 32, SD + 18.5
years), p < 0.0S, but without differences in sex distribution.
Negative cases were more frequently sporadic (n =39/69, 49%),
followed by AD (n = 18/69, 30%) and AR (n = 10/69, 21%).

Discussion

In this study, CES was performed in a series of 130 probands
with CA, leading to an overall diagnostic yield of 39%. Al-
though common classic repeat expansions were excluded, the
NOPS56 hexanucleotide repeat expansion was further ana-
lyzed, which allowed us to diagnose 11 additional AD cases
with SCA36. Several practical conclusions can be established
from our study: (1) Diagnostic efficacy of CES applied to
hereditary CA remains unsatisfactory because it missed the
genetic diagnosis in more than 60% of cases in our series. This
is concordant with other adult-onset CA cohorts, which
reported a yield between 12.1% and 52%.°">* (2) There is
an enormous genetic heterogeneity underlying CA pheno-
types, and the routine clinical use of CES allows the diagnosis
of very rare genetic etiologies. Most genes mutated were
detected in individual families, and diverse novel pathogenic/
likely pathogenic variants were identified. (3) Because SCA36
is a common form of AD CA in Eastern Spain,lo the di-
agnostic workup of HCA in our geographical region should
consider SCA36 testing in advance to NGS, espedially if AD
presentation. (4) The diagnostic efficacy was slightly higher in
patients with a positive family history of dominant or, more
frequently, recessive disease. The lowest diagnostic efficacy
was found in sporadic and elderly cases. In this particular
group, care should be taken to exclude neurodegenerative
nonmendelian forms of CA such as multiple system atrophy.
Future studies are also needed to ascertain if the so-called
“idiopathic late-onset cerebellar ataxia” represents a distinct
neurodegenerative disease entity.>>>°

The correct interpretation of the countless number of detected
DNA variants is the main challenge in NGS-based studies.
Despite this, this study’s CES allowed the identification of
unexpected etiologies and expanded the dlinical spectrum of
known genes. A pathogenic variant in CWFI9LI (c.24-1G > C)
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was detected in 3 siblings with adult-onset pure CA.
CWFI9LI is a very rare gene associated with congenital or
early-onset CA and mental retardation. Only 3 families have
been described to date.’”?” Thus, the dinical findings
reported here contribute to broaden CWFI9L1 phenotypi-
cal spectrum. Similarly, PNPLAG, a gene traditionally related
with complex congenital or childhood disorders, was re-
cently associated with adult-onset CA presentations.* The
novel PNPLAG6 ¢.3373G > A; p.(Asp1125Asn), substitution
described here, reinforces previously reported observations.

The availability of updated genome variant databases (e.g,
ExAc/gnomAD or ClinVar) is critical in the diagnostic
workup of diseases with variable expressivity or incomplete
penetrance and, also, in late-onset diseases where segregation
studies are often difficult. Familial trio (proband and parents)
whole-exome or genome sequencing approaches can further
improve diagnostic efficacy by identifying new ataxia-related
genes and mutations.

NGS studies across different populations have contributed to
identify underdiagnosed mutations in commonly mutated genes.
In keeping with other CA cohorts, few genes harbored most
pathogenic variants in our series. SPG7 (12%) and SETX (5%)
were the most common AR genes detected,’ and channelo-
pathies were the most frequent AD ataxias. ! Originally involved
in 4H-leukodystrophy (hypomyelination and hypodontia),
POLR3A is increasingly found in adult CA/hereditary spastic
paraplegia cohorts (3.1%).”?* Concordantly, in this study,
POLR3A represented 3% of the studied population. All cases
carried the recurrent intronic varant c1909 + 22G > A in
compound heterozygosity and displayed a uniform phenotype of
ataxia, spasticity, central sensory tract impairment, and dystonia.
SYNEI mutations, initially described in Quebec, have also been
reported as a frequent cause of ataxia outside French-Canadian
population, with an estimated frequency of 5.3%.”® Herein, ho-
mozygous SYNEI mutations were identified in 2% of cases. The
authors reported 2 novel deleterious variants and described a
family with ataxia, spasticity, and congenital cataracts.

The main limitations of this work are the retrospective nature
of this study and the influence of local standards of care.
Extensive metabolic testing was not systematically performed.
Specific biochemical tests were carried out solely based on
dlinical presumption. Although CES is increasingly available
and shall ultimately identify mutations in inherited metabolic
disorders genes, metabolic screening should be done prior to
molecular testing.” Many adult-onset forms of inherited
metabolic disorders can present either with complex or iso-
lated ataxia phenotypes*>** and some benefit from specific
treatments that improve prognosis or prevent early death*®
Therefore, our approach could have missed the diagnosis of
some patients or led to a delayin the identification of treatable
conditions.

Because CES does not detect dynamic expansions and SCA36
was a common cause of AD ataxia in Spain, the authors
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systematically studied NOPS6 hexanucleotide repeat expansion
in AD and sporadic cases. SCA36 was a common cause of AD
ataxia in this study, increasing the diagnostic yield from 39 to
47%. Studies in other populations showed that SCA36 has a
worldwide distribution with reduced prevalence (France 1.9%,
Japan 1.5%, and the United States 0.7%).***” These findings
support that SCA36 should be tested prior to CES in Spanish
families with AD presentations. New AD repeat expansion dis-
orders are continuously being discovered. For instance, SCA37,
caused by the intronic ATTTC repeat expansion in DABI, was
recently identified in families from Portugal and Spain.**
Screening of newly recognized repeat disorders should be care-
fully incorporated to genetic diagnostic algorithms.

In recent decades, advances in high-throughput sequencing
technologies have enabled impressive achievements in the
molecular diagnosis of mendelian diseases. However, an un-
satisfactorily high proportion of patients remain undiagnosed
among different CA series. Implementation of advanced se-
quencing strategies such as whole-genome sequencing to-
gether with collaborative international networks focused on
ataxia are necessary steps toward reducing this diagnostic gap.
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eTable 1

GENE REF SEQUENCE
KIF1C NM_006612.5
KIF1C NM_006612.5
POLR3A  NM_007055.4
POLR3A  NM_007055.4
POLR3A  NM_007055.4
SYNE1 NM_182961.4
SYNE1 NM_182961.4
SPG7 NM_003119.4
SPG7 NM_003119.4
SPG7 NM_003119.4
SETX NM_015046.7
SETX NM_015046.7
SETX NM_015046.7
CWF19L1 NM_018294.6
SPG11 NM_025137.4
CACNA1A NM_023035.3
KCND3 NM_004980.5
KCNA1 NM_000217.3
SPTBN2  NM_006946.4
OPA1 NM_015560.2
ITPR1 NM_001168272.2
AFG3L2 NM_006796.3
not applicable

VARIANT

c.608+1G>A; (p?)

¢.455A>G; p.Glu152Gly
€.685C>T; p.Arg229Ter
c.1628A>C; p.GIn543Pro
€.3688G>A; p.Asp1230Asn
¢.368T>C; p.Leu123Pro
€.11253+2_11253+4dupTAG
c.2164del; p.Leu722TrpfsTer16
c.758+2T>C; (p.?)
¢.1562T>C; p.lle521Thr
€.6843-2A>G; (?)
¢.5895_5903delTGGAACAGG
C.7385T>A,; p.lle2462Asn
€.24-1G>C (p.?)

c.1440del p.Cys481AlafsTerd
¢.4600G>T; p.Glu1534Ter
c.1117A>G; p.Met373Val
¢.904A>C; p.lle302Leu
c.482A>G; p.GIn161Arg
¢.1940G>T (p.Gly647Val)
¢.3601C>T; p.Arg1201Trp
€.2021_2023del; p.Ser674del

TYPE VARIANT
Splicing
Missense
Nonsense
Missense
Missense
Missense
Nonsense
Frameshift deletion
Splicing
Missense
Splicing

In-frame deletion
Missense
Splicing
Nonsense
Nonsense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
In-frame deletion
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YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES (1)
NA
YES
YES
YES
YES (1)
YES
YES
NA
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES

4.4
5.4
2.9
5.7
5.9
5.7
5.5
3.9
5.3
55
6.2
55
4.8
5.3
neg
4.8
4.8
5.1
4.5
5.7
1.1
4.8

9.83
9.28
1.49
7.2

7.24
9.14
8.92
2.78
7.46
7.89
5.94
5.67
4.72
6.58
neg

7.76
8.04
9.02
7.82
9.87
1.28
9.38

YES
YES
NA
YES
YES
YES
NA
NA
NA
NA
YES
NA
NA
YES
NA
NA
YES
NA
YES
YES
YES
YES

PHENOTYPE
MATCHING

YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
YES
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ABSTRACT

Keywords:
Neurogenetics
Cerebellar ataxia
Spastic paraplegia
Rare diseases

Spastic paraplegia type 7 (SPG7) is one of the most common hereditary spastic paraplegias. SPG7 mutations most
often lead to spastic paraparesis (HSP) and/or hereditary cerebellar ataxia (HCA), frequently with mixed phe-
notypes. We sought to clinically and genetically characterize a Spanish cohort of SPG7 patients. Patients were
recruited from our HCA and HSP cohorts. We identified twenty-one patients with biallelic pathogenic SPG7
mutations. Mean age at onset was 37.4 years (SD + 14.3). The most frequent phenotype was spastic ataxia (57%),
followed by pure spastic paraplegia (19%) and complex phenotypes (19%). Isolated patients presented with focal
or multifocal dystonia, subclinical myopathy or ophthalmoplegia. p.Ala510Val was the most frequent pathogenic
variant encountered. Compound heterozygous for p.Ala510Val displayed younger onset (p < 0.05) and more
complex phenotypes (p < 0.05) than p.Ala510Val homozygotes. Two novel variants were found: p.
Lys559Argfs*33 and p.Ala312Glu. In conclusion, spastic ataxia is the most common phenotype found in Spanish
patients. Nonetheless, SPG7 analysis should also be considered in patients with less frequent clinical findings

such as dy ia or ophthalmoplegia especially when these symptoms are associated with mild spastic ataxia.

1. Introduction

Hereditary spastic paraplegias (HSPs) and hereditary cerebellar

form an ATP-dependent metalloprotease located in the inner mito-
chondrial membrane and involved in mitochondrial protein processing
and mtDNA maintenance [8-10]. AFG3L2 mutations cause autosomal

ataxias (HCAs) are heterogeneous disorders with significant clinical and
genetic overlap. Mutations in SPG7 were first found in patients with
autosomal recessive (AR) hereditary spastic paraplegia [1,2]. However,
in the last few years, SPG7 has been recognized as a frequent cause of
unexplained cerebellar ataxia in mid-adult life [3-6] and represents
even the most common SPG7 phenotype in some cohorts [7]. Hence, it is
usually included in the differential diagnosis of spastic ataxia in the
routine clinical practice.

SPG7 gene encodes paraplegin, which assembles with AFG3L2 to

dominant (AD) spinocerebellar ataxia 28 (SCA28), AR spastic ataxia
type 5 and AD optic atrophy. It is noteworthy that coincidental het-
erozygous variants in SPG7 and AFG3L2 have deleterious effects with
distinctive underlying pathogenic mechanisms [11]. Complex SPG7
phenotypes may display clinical features of dystonia, parkinsonism, or
mitochondrial diseases such as optic atrophy, progressive external
ophthalmoplegia, or myoclonus [9-14]. Phenotype is however not
explained by quantitative variations in mtDNA [10]. Genotype-
phenotype correlations have yet to be fully ascertained.
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The aim of this study is to describe the clinical and genetic charac-
teristics of a cohort of SPG7 patients in a tertiary hospital. To date, this is
the second largest Spanish cohort published [10,15]. In addition, two
novel variants are described: ¢.1676del (p.Lys559Argfs*33) and ¢.935C
> A (p.Ala312Glu).

2. Materials and methods
2.1. Patient recruitment

We studied all cases positive for biallelic pathogenic or likely path-
ogenic SPG7 mutations in our HCA and HSP cohorts. HSP cases had a
phenotype mainly characterized by progressive lower limb spasticity,
frequently accompanied by urinary urgency and mild impairment of
deep sensory modalities. HCA patients presented with progressive
incoordination of gait, hands and speech and cerebellar eye movements
abnormalities. Familial and sporadic cases were considered. Acquired
diseases (nutritional, metabolic, toxic, and immune) were ruled out
appropriately.

Journal of the Neurological Sciences 429 (2021) 118062

2.2. Clinical assessments

Patients were examined in clinical settings during their usual follow-
up visits. Data about demographic, clinical and genetic information
were collected systematically. Disability was assessed during the last
visit with the following categorical scale [16]: 0 = no gait difficulties; 1
= disease onset as defined by onset of gait difficulties; 2 = loss of in-
dependent gait, as defined by permanent use of a walking aid or reliance
on a supporting arm; 3 = confinement to wheelchair; 4 = death.
Whenever available, ancillary tests were retrospectively reviewed: brain
Magnetic Resonance Imaging (MRI), nerve conduction studies, electro-
myography and muscle biopsy.

2.3. Genetic analysis

Informed consent was obtained before the genetic analysis. Genomic
DNA was extracted from peripheral blood samples following standard
procedures.

In all subjects with a HCA phenotype, abnormal dynamic expansions

Table 1
Summary of clinical and genetic characteristics of the SPG7 cohort.
Pt Fam. Presentation Sex Ageat Phenotype Disease Disability at Allele 1 Allele 2
onset duration last visit!
(years) (years)
p-Alas10Val 1 A Sporadic M 32 Pure paraplegia 9 1 €1529C>T(p. ¢1529C > T (p.
Homozygotes Ala510val) Ala510val)
. 3 1529C>T(p. ¢1529C>T(p.
2 B Familial Mo 35 Pure cerebellar ataxia N ) Ala510Val) Ala510Val)
- ) . c1529C>T(p. ¢1529C>T(p.
3 B Familial M 43 Spastic ataxia 15 1 Alas10val) Alas10val)
. . . c1529C>T(p. ¢1529C>T(p.
4 C Sporadic M 43 Spastic ataxia 9 1 Alas10val) Alas10val)
) ) ) c1529C>T(p. ¢1529C > T (p.
5 D Sporadic M 47 Spastic ataxia 8 1 Alas10val) Alas10val)
. . . c1529C>T(p. ¢1529C>T (p.
6 E Sporadic M 49 Spastic ataxia 17 2 Alas10val) Ala510val)
. . . c1529C>T(p. ¢1529C>T (p.
7 F Sporadic M 50 Spastic ataxia 29 2 Alas10val) Alas10val)
. 5 €1529C>T(p. ¢1529C>T (p.
8 G Familial M 50 Pure paraplegia 18 2 Alas10val) Alas10val)
. . . c1529C>T(p. ¢1529C>T (p.
9 H Sporadic F 64 Spastic ataxia 8 2 Alas10val) Alas10val)
g Complex: ataxia, pes cavus, c1529C>T(p. c.1676delA (p.
o1 Familial Mo1s myopathy N 0 ! Alas10val) LysS59Argf*33)
Complex: ataxia, onic
. . c1529C>T(p. c.1676delA (p.
1 1 Familial M 15 mpapiyamng 28 1 Alas10val) LysS59Argf:+33)
Complex: multifocal
. A . c1529C>T(p. ¢1715C>T(p.
12 J Sporadic M 17 dystom:alu:lsz'amm and 19 1 Alas10val) Alas72val)
. Complex: Spastic ataxia, c1529C>T(p. ¢1729G > C(p.
Compound 13 K Sporadic Mo 20 PEO 35 2 Ala5]10Val) Glys577Arg)
heterozygotes . ) ) c1529C>T(p.  c.2164delC (p.
14 L Sporadic M 34 Spastic ataxia 14 2 Alas10val) Leu722Trpf*16)
- . . ¢.1529C > T (p.
15 M Familial M 36 Spastic ataxia 33 2 Alas10val) dell7 (p.?)
. . c1529C>T(p. ¢935C> A(p.
6 N Sporadic M 4 Pure paraplegia 6 1 Alas10Val) Ala312Glu)
. . . c1529C>T(p. ¢1948G> A (p.
17 O Sporadic M 42 Spastic ataxia 11 1 Ala510Val) ASp650Asn)
. . : c1529C>T(p. 806G > A (p.
18 P Sporadic M 53 Spastic ataxia 5 1 Ala510val) Tp269+)
e . : c233T>A(p. ¢233T>A(p.
19 Q Familial M 20 Spastic ataxia 33 2 Leu78%) Leu78%)
a2 . : c233T>A(p. c233T>A(p.
Other 20 Q Familial M 25 Spastic ataxia 27 2 Leu78%) Leu78%)
- . ¢.806G > A(p. ¢.806G > A(p.
21 R Familial F 54 Pure paraplegia 18 2 Trp269%) Tp269+)

Abbreviations: AR: autosomal recessive, M: male, F: female. PEO: Progressive External Ophthalmoplegia.
! Disability scale [16]: 0 = no gait difficulties; 1 = disease onset as defined by onset of gait difficulties; 2 = loss of independent gait, as defined by permanent use of a

walking aid or reliance on a supporting arm; 3 = confi to wheelchai
! Novel variant.

4 = death.
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in ATXN1 (SCA1), ATXN2 (SCA2), ATXN3 (SCA3), CACNAIA (SCA6),
ATXN7 (SCA7), ATXNS (SCA8), PPP2R2B (SCA12), TBP (SCA17), ATN1
(DRPLA) and FXN (Friedreich ataxia) were previously excluded by
Sanger sequencing.

Next-Generation Sequencing (NGS): SPG7 was analyzed using a
SureSelect Custom Constitutional Panel 17 Mb (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) for Illumina (San Diego, CA, USA), in which 237
genes involved in HCA, HSP and related forms were studied (See Sup-
plementary Material). The obtained sequences were aligned against the
genome reference sequence (GRCh37/hg19) to perform the calling of
variants with the Alissa Clinical Informatics Platform, and identified
variants were analyzed using VarSome. To investigate the novelty of the
identified variants, several databases were consulted: 1000G, ESP6500,
gnomAD, and ClinVAR. Patient 6, affected by generalized dystonia
(Table 1), was studied with the custom gene panel MovDisord-498
previously described [17]. DNA variants were classified according to
the American College of Medical Genetics (ACMG) guidelines [18].

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification Analysis (MLPA):
In patients carrying only one heterozygous SPG7 mutation, large de-
letions and duplications were analyzed by MLPA using the SALSA MLPA
P213-HSP (MRC-Holland, Amsterdam, Netherlands).

2.4. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics for Mac
Version 27.0.1.0. Descriptive analysis of clinical and paraclinical data
was performed. Pearson’s chi-squared or Fisher’s exact test were used to
compare categorical variables when appropriate. Normal distribution of
continuous variables (age at onset, disease duration) was verified with
the Shapiro-Wilk test (p > 0.05) and the Student’s t-test was used to
assess differences between groups. In all analysis p < 0.05 was consid-
ered statistically significant.

3. Results
3.1. Demographic and phenotypic characterization

Twenty-one patients from 18 different families had biallelic muta-
tions in SPG7 (Table 1 and Supplementary Material Table S1). All
families were Spanish Caucasian, except family Q of Roma ancestry.
Nineteen patients were male (90.5%) and two were female (9.5%). The
overall mean age at onset was 37.4 years (SD + 14.3, median age 41,
range 15-64). Five patients (24%) from four different families had early
onset cerebellar ataxia (EOCA, <25 years of age) [19].

The most frequent phenotype at last visit was spastic ataxia in 12
(57%), followed by spastic paraplegia (n = 4, 19%) and complex phe-
notypes (n = 4, 19%). Only one patient had a pure cerebellar ataxia
phenotype without development of pyramidal signs after 11 years of
follow-up. The majority of patients presented with gait unsteadiness
(95.2%). Only one patient recalled dysarthric speech as his first symp-
tom (4.8%). Subject 12, previously reported [20], presented with early
onset multifocal dystonia with severe cranio-cervical involvement and
mild cerebellar atrophy on brain MRI. Because follow-up examinations
also showed mild cerebellar ataxia and spasticity, HSP and HCA genes
were analyzed, leading to SPG7 diagnosis.

We found mitochondrial features in some subjects. Subject 10
showed cerebellar ataxia, pes cavus and persistent hyper-CKemia 3xULN.
Electroneurography/electromyography studies were normal. His sibling
(subject 11) had cerebellar ataxia and dystonic hand posturing. Muscle
biopsies from both subjects showed mild myopathic changes and pe-
ripheral clusters of mitochondria in myofibers on succinate dehydro-
genase (SDH) staining. Patient 13 (p.Ala510Val/p.Gly577Arg) exhibited
spastic ataxia and abnormal eye movements indicative of progressive
external ophthalmoplegia (Fig. 1). These patients with complex phe-
notypes (patients 10-13, Table 1) had an earlier age at onset (complex
phenotypes 16.75 years, SD + 2.3 vs non-complex 42.24, SD + 11.1,
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Fig. 1. SPG7 patient with progressive external ophthalmoplegia.

Student’s t-test, p < 0,05).

The mean disease duration at the last evaluation was 18.2 years (SD
+ 9.9, median 17, range 5-35). Independent gait was preserved in 11
(52.4%) while permanent gait support was required in 10 (47.6%). No
patient was wheelchair bound at the end of follow-up. We found no
differences in functional outcome among different phenotypes as
defined in Table 1 (Chi-square test, p > 0.05). MRI was available in 17
patients. Cerebellar atrophy was noted in 15 (88.2%), mostly general-
ized. We did not encounter hyperintense dentate nucleus as reported by
other authors [5].

3.2. Genetic characterization

Twelve cases were sporadic (57.1%) and nine had family history
(42.9%) consistent with autosomal recessive inheritance, with two or
more siblings affected. Twelve patients (57.1%) were homozygous,
while nine were compound heterozygous (42.9%). History of consan-
guinity was only present in three families (16.6%), including the one of
Roma ancestry. The most frequent variant was p.Ala510Val (27 out of
42 alleles, 64.3%). It was found in homozygosity in nine patients and in
all the compound heterozygous cases. Two consanguineous cases were
homozygous for ¢.233 T > A (p.Leu78*) and one for c.806G > A (p.
Trp269*). A single copy number variation was detected after MLPA in
patient 15 (exon 17 deletion).

We identified two novel probably damaging variants: c.1676delA (p.
Lys559Argfs*) and ¢.935C > A (p.Ala312Glu). Both of them are pre-
dicted as deleterious changes by in silico applied tools and are not an-
notated in the consulted databases. According to the ACMG criteria p.
Lys559Argfs* is classified as pathogenic and p.Ala312Glu as a likely
pathogenic variant. Both mutations were identified in compound het-
erozygosity with p.Ala510Val: p.Lys559Argfs*33 in the siblings 10 and
11 with a complicated phenotype, and p.Ala312Glu in the patient 16
with a pure paraplegia (Table 1).

Additionally we identified five cases single heterozygous for the
deleterious variant p.Ala510Val, and importantly, none of them
harbored AFG3L2 mutations or other pathogenic/likely pathogenic
variants in HCA/HSP related genes included in our panel.

3.3. Genotype-phenotype correlations

The effect of the commonest SPG7 variant ¢.1529C > T (p.
Ala510Val) was analyzed (Table 2). p.Ala510Val carriers in compound
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Table 2 Table 3
Genotype-phenotype correlation findings among p.Ala510Val homozygotes vs SPG7 extended clinical spectrum.
compound heterozygous for p.Ala510Val. Clinical manifestation® No. patients [Reference] Total
Homozygotes =~ Compound P patients
heterozygotes value Progressive external 105],3[71, 5[5, 801, 9[10], 48 [26],8 83
n 9 9 - ophthalmoplegia [271,1 [37]
Male 8 9 >0.05 Proximal myopathy/ 7[31,5109]. 24 [5], 1 [32] 37
Mean age at onset (years) 45.9 30.3 <0.05 waddling gait
Non- o B Optic neuropathy 1[31,1[51.3[7.2[9],1[111,10[14],1 65
Phenotype complex* <0.05 [23], 44 [26], 1 [27], 1 [34]
Complex 0 5 Cognitive impairment 5[51,1[71,4[€],1[9],2[10],1[14],22 52
Disability 1 5 3 [26], 4 [27],6[22],1 [29],3[30],2[34]
scale! 2 4 6 >0.05 Parkinsonism 1071,7 (101, 1 [11], 1 [24], 13 [26] 23
Dystonia 2[71,1[10],1[12],1[20],1[25),8[26 14
Abbreviations: * Spastic ataxia, pure paraplegia, pure cerebellar ataxia. 'Ataxia Isolated Pisa syndrome 1 [1]0] ! 1
disability scale: 1 = disease onset as defined by onset of gait difficulties; 2 = loss Myoclonus 1[13], 1 [10] 2
of independent gait, as defined by permanent use of a walking aid or reliance on Primary lateral sclerosis 5 [31] 5
a supporting arm. Peripheral neuropathy 1 [30], 1 [33], 15 [34] 6
Hypoacusia 1[5],2[8],1[34] 4
. Retinopathy 2[a] 2
heterozygosity were younger at onset than p.Ala510Val homozygotes Epilepsy 1[29],1 [34] 2

(30.3 years SD + 13.9 vs 45.9 years SD + 9.4, Student’s t-test, p < 0.05).
Compound heterozygous patients more often displayed complex phe-
notypes (44%) compared to p.Ala510Val homozygous cases (Fisher test,
p < 0.05). p.Ala510Val homozygotes showed no additional features
other than spastic ataxia. Differences in disease progression were not
found between different p.Ala510Val genotypes (Fisher test, p > 0.05).
Patients with loss-of-function mutations did not differ in age at onset
(31.5 years SD + 15.6 vs 41 years SD + 12.7, Student’s t-test >>0.05) or
phenotype (Fisher test, p > 0.05) from patients with missense variants.

4. Discussion
4.1. Phenotypic spectrum of SPG7

Here we report 21 patients from a single center with mutations in
SPG7, the second largest Spanish cohort published to date [10]. This
study confirmed in our population the main clinical and genetic char-
acteristics associated with SPG7 mutations: male predominance, mid-
age at onset, and spastic ataxia as the main phenotype. Ambulation
was preserved in most patients (52%), despite a mean disease duration
of 18 years, and it was unrelated to either the phenotype or genotype.
This reflects slow progression and the overall good functional prognosis
of SPG7 patients compared to other HSP and HCA [21,22].

Clinical features beyond spastic ataxia matched previously published
works [3,4]. The complex phenotypes seen in our SPG7 patients
included neuromuscular symptoms, such as PEO and/or the presence of
hyper-CKemia and myopathic changes in the muscle biopsy. These
findings are consistent with the subcellular mitochondrial function of
SPG7. Different mitochondrial disease-like phenotypes have been re-
ported in SPG7 patients [9] (Table 3). Optic atrophy is usually mild and
frequently subclinical [14], although severe infantile-onset optic atro-
phy has also been described [23]. Ophthalmoplegia tends to appear late
in the evolution of the disease and is often associated with proximal
myopathy with evidence of mitochondrial pathology upon muscle bi-
opsy [9].

One of our patients displayed multifocal dystonia with prominent
cranio-cervical involvement [20], expanding the extrapyramidal mani-
festations of this disease. The presence of mild cerebellar and pyramidal
signs at follow up examinations, and cerebellar atrophy on MRI, helped
us to reach the diagnosis.

Extrapyramidal manifestations in SPG7 patients are increasingly
being reported, even as the main clinical presentation [11-13,24]. In
fact, parkinsonism was found in one fifth of the SPG7 patients in a
Spanish cohort [10]. However, dystonia seems a rarer manifestation and
has been reported mainly in the form of focal dystonia [7,25] or spas-
modic dysphonia [12]. Given the increasing recognition of SPG7 in
patients with movement disorders, the inclusion of SPG7 in the genetic

* Solely patients with biallelic variants have been included.

differential diagnosis of dystonia-ataxia and complex parkinsonism
syndromes should be considered, especially when pyramidal or cere-
bellar signs are also present [20]. Other clinical features, such as cere-
bellar cognitive-affective syndrome or impairment in executive and
verbal tasks as found by Lupo et al [28], were not specifically addressed
in our study. Cerebellar atrophy was a consistent finding in our cohort
(88.2%). Further studies should evaluate the quantitative degree of
cerebellar atrophy and its possible correlation with disease duration.

5. Genetic background in SPG7

p-Ala510Val was the most frequent variant identified in both ho-
mozygosity and heterozygosity [22,24]. The genotype-phenotype anal-
ysis showed that patients harboring compound heterozygous mutations
for p.Ala510Val were younger at onset and more often presented a
complex phenotype compared to homozygous for p.Ala510Val as re-
ported by other authors [6,10]. Nevertheless, no differences in func-
tional outcome were found. We discovered two novel variants: the
frameshift mutation p.Lys559Argfs*33 in family D (siblings 4 and 5),
and the missense p.Ala312Glu variant in patient 14, a sporadic case with
a predominant HSP phenotype.

History of consanguinity was not common (16%), which reflects the
high frequency of p.Ala510Val carriers in the healthy Spanish popula-
tion. p.Ala510Val mutation is present at a carrier frequency of approx-
imately 1% in Spain [15] and consequently, may represent a source of
considerable disease burden. Although SPG7 is currently considered an
autosomal recessive disease, this mode of inheritance has been ques-
tioned. For instance, some studies postulated dominant transmission
[34,35], but this was disputed after the recognition of deep intronic
mutations in SPG7 heterozygotes [36]. Besides, in a Canadian cohort
heterozygous SPG7 pathogenic variants were more frequently found
among HSP patients than in controls [37]. Of interest, single heterozy-
gous SPG7 patients more frequently had additional pathogenic/likely
pathogenic variants in other known HSP genes, suggesting the possi-
bility of non-Mendelian inheritance. In our cohort we did not find any
kindred with dominant transmission of SPG7. In addition, pathogenic/
likely pathogenic variants in other HCA/HSP related genes were not
found in SPG7 single heterozygotes. Because exome sequencing
approach might miss mutations in deep intronic regions, further studies
with new diagnostic tools like Whole Genome Sequencing are needed to
unravel SPG7 molecular pathogenesis.

In conclusion, spastic ataxia is the main phenotype in patients with
SPG7. Nevertheless, searching for mutations in SPG7 gene should also be
considered in patients with less frequent clinical findings, such as dys-
tonia or ophthalmoplegia, especially when these symptoms are
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associated with spastic ataxia.
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ATCAY, ATGS, ATLI, ATM, ATP1342, ATP1A3, ATP2B3, ATP8A2, AUH, B4GALNTI, BICD?2,
BSCL2, Cl10orf2, C120rf65, C190rf12, CA8, CACNAIA, CACNA1G, CACNB4, CAPNI, CASK,
CC2D24, CCDCSSC, CCT5, CLCN2, CLN5, CLN6, COLI18A41, COX20, CP, CPTIC, CWFI9LI,
CYP27A1, CYP2UI, CYP7BI, DARS2, DCTNI, DDHDI, DDHD2, DNAJC19, DNAJC3, DNM2,
DNMTI, EEF2, EIF2BI1, EIF2B2, EIF2B3, EIF2B4, EIF2BS5, ELOVL4, ELOVLS5, ENTPDI, EPM24,
ERLINI, ERLIN2, EXOSC3, FA2H, FAM134B, FARS2, FGF12, FGF14, FLTRI, FLVCRI, FMRI,
FXN, GADI, GALC, GAN, GBA2, GFAP, GJC2, GLBI, GLRX5, GOSR2, GRID2, GRM1, HEXA,
HEXB, HSD17B4, HSPDI, IBA57, IFIHI, ITPRI, KCNAI, KCNA2, KCNC3, KCND3, KCNJI10,
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PEX7, PGAPI, PHYH, PIK3RS5, PLA2G6, PLD3, PLEKHG4, PLPI, PMCA4, PMM2, PMPCA,
PNKP, PNPLA6, POLG, POLR3A, POLR3B, PRKCG, PRNP, PSAP, PSENI, PTF1A4, RAB3GAP2,
REEPI, REEP2, RNASEH2B, RNE168, RNF216, RTN2, SACS, SCN2A4, SCNS8A, SCYL1, SDHA,
SETX, SIL1, SLC16A42, SLC17A5, SLCIA3, SLC25A415, SLC25A446, SLC2A1, SLC33A41, SLC52A2,
SLC6A19, SLC6A9, SLCY9A1, SLC9A46, SNX14, SPAST, SPG11, SPG20, SPG21, SPG7, SPR, SPTBN2,
STUBI, SYNEI, SYT14, TBP, TDPI, TDP2, TECPR2, TFG, TGM6, THGIL, TMEM240, TPP],
TRPC3, TSFM, TTBK2, TTC19, TTPA, TUBB4A, TXN2, UBAS5, UBQLN2, UCHLI, USPS8, VAMPI,
VCP, VLDLR, VPS37A4, VWA3B, WDR4S8, WDR73, WDRS1, WFSI, WWOX, ZFR, ZFYVE26,
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Symptom at

Age at

Bladder

Pt | Fam | Sex onset diagnosis Ocular Dysarthria Ataxia Spasticity | Hyperreflexia | EPR | Extrapyramidal disturbances Other Skeletal
(years)

1 A M | Gait disorder 41 - - - + 3+ + - 6] - -

2 B M | Gait disorder 45 Sac C G - 3+ - - - - -

3 B M | Gait disorder 56 Nys, Sac C G/L + 3+ + - - - -

4 C M | Dysarthria 50 Nys, Sac C G/L + 4+ + - - - -

5 D M | Gait disorder 53 Nys, Sac - G/L + 4+ - - U - Scoliosis
6 E M | Gait disorder 65 Nys, Sac S/IC G/L + 4+ + - U - -

7 F M | Gait disorder 77 Sac C G/L + 2+ + - - - -

8 G M | Gait disorder 66 Sac S - + 4+ + - - - -

9 H F | Gait disorder 72 Sac - G + 3+ + - U/l - -

10 I M | Gait disorder 43 Sac C G/L - 3+ - - - Myopathy | Pes cavus
11 I M | Gait disorder 41 Sac C G/L + 3+ - Mild dystonia - Myopathy -

12 J M | Gait disorder 34 Nys, Sac C/D G/L + 4+ + Multifocal - - -

dystonia

13 K M | Gait disorder 53 Nys, Sac, C G/L + 3+ + - U PEO -

14 L M | Gait disorder 46 Sac C G/L + 4+ + - U/l - -

15 M M | Gait disorder 67 Nys, Sac C G/L + 4+ + - U - -

14 N M | Gait disorder 45 - - - + 4+ + - - - -

17 0] M | Gait disorder 51 Sac C G/L + 4+ - - - - -

18 P M | Gait disorder 58 Sac - G + 4+ + - U - Pes cavus
19 Q M | Gait disorder 50 Nys, Sac C G/L + 4+ + - - - -
20 Q M | Gait disorder 51 Nys, Sac C G/L + 3+ - - U - -
21 R F | Gait disorder 71 Sac - - + 3+ + - U - -

Table S1: Abbreviations: EPR: Extensor Plantar Response, Nys: Nystagmus, Sac: slow saccades, C: Cerebellar dysarthria, S: spastic dysarthria, G: Gait

ataxia, L: Limbs dysmetria, U: Urgency, [: Incontinency, - : absent, + : present, PEO: Progressive External Ophthalmoplegia.
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Trabajo 3:

Hereditary Spastic Paraplegia 7 presenting as multifocal dystonia with prominent

cranio-cervical involvement.

Campins-Romeu M, Baviera-Mufioz R, Sastre-Bataller |, Bataller L, Jaijo T, Martinez-

Torres |. Mov Disord Clin Pract. 2021; 8(6);966-968, doi: 10.1002/mdc3.13257.
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CLINICAL PRACTICE

Hereditary Spastic Paraplegia 7 Presenting
as Multifocal Dystonia with Prominent
Cranio-Cervical Involvement

Marina Campins-Romeu, MD,' Raquel Baviera-Mufioz, MD,’ Isabel Sastre-Bataller, MD,’ Luis Bataller, MD, PhD,' Teresa Jaijo, PhD,?

and Irene Martinez-Torres, MD, PhD**

Hereditary spastic paraplegias (HSP) are neurodegenerative disor-
ders with significant clinical and genetic heterogeneity. To date,
more than 80 causative loc of HSP have been identified, com-
prising autosomal dominant, autosomal recessive, X-linked and
mitochondrial inheritance pattemns.”

Spastic paraplegia type 7 (SPG7) is one of the most common
autosomal recesive forms. SPG7 gene encodes paraplegin a
mitochondrial metalloprotease involved in mitochondrial mem-
brane trafficking, regulation of cell components and protein
metabolism.” SPG7 mutations have been widely referred as a fre-
quent cause of mid-age onset hereditary cerebellar ataxia.®> Mito-
chondrial dinical features like optic neuropathy, progressive
external ophthalmoplegia or parkinsonism are being increasingly
recognized.*® We report a SPG7 case presenting with multifocal
dystonia with prominent cranio-cervical involvement.

A 28-year-old Caucasian male with gait and speech problems
was referred to our Movement Disorders clinic for further diag-
nostic and therapeutic assessments.

He was bom from healthy non-consanguineous parents. Fam-
ily history was unremarkable and no relevant past medical history
was reported. His neurological problems started at the age of
17 with clumsiness when playing football. One year later he suf-
fered a quite sudden aphonia that 1 month later evolved to dys-
arthric speech and chewing difficulties without swallowing
impairment. Cervical dystonia was especially triggered when
speaking or chewing. At the age of 20, he developed dumsiness
with manipulation and abnormal posturing of hands when writ-
ing. He did not recognize fluctuations throughout the day. Gait
difficulties slowly worsened and at 31-years-old he was unable to
run indefinitely.

On initial examination oromandibular and cervical dystonia,
mainly antero-caput, were prominent. He showed dystonic pos-
turing and dystonic tremor in both hands. Dystonic postures in
feet emerged when walking. Tandem gait was slightly unstable

although he was able to perform it without aid. Deep-tendon
reflexes were increased in lower limbs with no other pyramidal
signs. Extraocular movements, smooth pursuit and saccades were
normal.

Levodopa trial for 4 months, tetrabenazine and trihexyphenidyl
treatments reported no benefits. Botulinum toxin injections on ster-
nocleidomastoids, digastric and genioglossus muscles achieved slight
relief of speech, chewing and cervical dystonia.

Acquired causes were extensively excluded. Serum copper, ceru-
loplasmin and 24-hour urinary copper were normal. Brain MRI
demonstrated mild cerebellar atrophy and T2-weighted hyper-
intensities of the cerebral peduncles (Fig. 1). Corpus callosum thick-
ness was normal. Kayser-Fleischer ring was absent and funduscopic
exam was nomal. A focused dystonia gene panel was negative.
Neurodegeneration with brain iron accumulation disorders
(PANK2 and PLA2G6) and Niemann-Pick disease were also ruled
out. Informed consent was obtained before genetic analysis.

Three years later, examinaton revealed mild abnormal
extraocular movements with saccadic pursuit, hypometric sac-
cades and horizontal gaze nystagmus. Speech was dysarthric with
a mixed spastic/dystonic and cerebellar quality. Finger-nose and
knee-toe maneuvers showed mild dysmetria. Generalized hyper-
reflexia and ankle clonus were easily elicited. Right cutaneous-
plantar response was flexor and left was equivocal (Video 1 and
Video 2).

As pyramidal and cerebellar signs became evident, we decided
to perform further genetic tesing. We followed a stepwise
approach and initially dynamic repeat expansion mutations
(SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCAS8, SCA10, SCA12,
SCA17, DRPLA, FXN) were excuded. Subsequently HSP and
hereditary cerebellar ataxia genes were analyzed using a custom
gene panel.® Two previously reported* SPG7 pathogenic variants
were found: ¢.1529C > T(p.Ala510Val) and c.1715C > T(p.

"Movement Disorders Unit, Department of Neurology, Hospital Universitari i Politécnic La Fe, Valencia, Spain; *Department of Genetics, Hospital Universitari i

Politéenic La Fe, Valenda, Spain
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Video 1. The patient displays marked cervical and oromandibular dystonia with almost unintelligible speech. Smooth pursuit is impaired

and saccades are hypometric, particularly in the vertical plane.

Video content can be viewed at https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/mdc3.13257

Video 2. Mild dysmetria is evident in fin
Gait is unsteady and slightly wide-|

r-nose and knee-toe maneuvers. Tendon reflexes are brisk in lower limbs, with left ankle clonus.
although tandem is possible.

Video content can be viewed at https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/mdc3.13257

Ala572Val). Segregation analysis demonstrated that variants
affected both alleles (trans configuration).

Herein we describe a genetically confirmed SPG7 case pre-
senting with multifocal dystonia with prominent bulbar and cer-
vical involvement. Emergence of cerebellar and pyramidal signs
helped us to reach diagnosis. Patient’s follow up was 8 years later.
At present he is 36, and ambulatory gait is still preserved. Speech
and chewing impairment are the most important symptoms.

Dystonia in SPG7 is uncommon. Solely cases of focal dystonia
have been reported. Cervical dystonia was present in two

120

patients from the Dutch cohort.” Spasmodic dysphonia was
described in a patient of Pakistani origin® and recently focal limb
dystonia was added to SPG7 phenotypes.”

Cerebellar atrophy is the most frequent radiological abnormal-
ity in all hereditary ataxias. It was present at inital evaluation in
our patient, reflecting that dinical or radiological signs of cere-
bellum involvement should guide genetic testing approach in
dystonia-ataxia syndromes. The finding of bilateral cerebral
peduncle T2 hyperintensities should also be observed as it has
never been described before.

MOVEMENT DISORDERS CLINICAL PRACTICE 2021; 8(6): 966-968. doi: 10.1002/mdc3.13257 967
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SPG7 PRESENTING AS MULTIFOCAL DYSTONIA

FIG 1. Axial and coronal brain MRI demonstrates punctiform hyperintensities on cerebral peduncle in T2-weighted images. Sagittal

Tl-weighted image shows cerebellar atrophy.

Different studies have demonstrated that dystonia is a network
disorder. Lesions not only in the basal ganglia but also in the cer-
ebellum or in sensorimotor cortex may lead to the development
of dystonia. Additionally, dystonia can be the presenting symp-
tom in inherited cerebellar diseases and cerebellar atrophy can be
found both in patiens with idiopathic or familial dystonia.'®
Recognition of new disease phenotypes will contribute to delin-
eate the shared genetic background of dystonia-ataxia syndromes
and also improve the yield of genetic testing.

This case widens SPG7 phenotype with multifocal dystonia
and shows that SPG7 should be included in the differental diag-
nosis of combined dystonia, especially when clinical and/or
radiological pyramidal and cerebellar signs are present.
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Spinocerebellar ataxia 36 is a frequent cause of hereditary ataxia in Eastern
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Spinocerebellar Ataxia 36 is a Frequent
Cause of Hereditary Ataxia in Eastern Spain
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Abstract: Background: Autosomal dominant spinocerebellar ataxia 36 (SCA36) is caused by hexanucleotide
repeat expansion in the NOP56 gene.

Objectives: To assess frequency, clinical and genetic features of SCA36 in Eastern Spain.

Methods: NOP56 expansion was tested in a cohort of undiagnosed cerebellar ataxia families (n = 84). Clinical
characterization and haplotype studies were performed.

Resultss SCA36 was identified in 37 individuals from 16 unrelated famiilies. It represented 5.4% of hereditary
ataxia patients. The majority were originally from the same region and displayed a shared haplotype. Mean age
at onset was 52.5 years. Non-ataxic features included: hypoacusis (67.9%), pyramidal signs (46.4%), lingual
fasciculations/atrophy (25%), dystonia (17.8%), and parkinsonism with evidence of dopaminergic

denervation (10.7%).

Conclusions: SCA36 is a frequent cause of hereditary ataxia in Eastern Spain, and is associated with a strong
founder effect. SCA36 analysis should be considered prior to other studies, especially in AD presentations.
Parkinsonism reported here broadens SCA36 clinical spectrum.

SCA36 is caused by a large GGCCTG hexanucleotide non-
coding repeat in the nudeolar protein 56 (NOP56) gene. It was

Methods

initially described in Western Japan (3.6% of all SCA)" and in the
Costa da Morte region of Spain (6.3%).> Patients usually exhibit
late-onset progressive cerebellar ataxia, characteristically associ-
ated with upper and lower motor neuron involvement in the
form of lingual and/or skeletal muscle atrophy and fasciculations,
and sensorineural hearing loss.” In recent years, additional fea-
tures were added to SCA36 phenotypes such as dystonia™® and
cognitive-affective cerebellar syndrome (CcAs)”

In this study, we investigated the frequency and clinical char-
acteristics of SCA36 in Eastemn Spain. Haplotype analysis was
conducted to ascertain a founder effect in our population.

Patients were enrolled from the Awmxia Clinic at Hospital
Universitari i Politécnic La Fe, a national referral center for
Hereditary Cerebellar Ataxia and Spastic Paraplegia. The inclu-
sion criteria were: (1) patients with a progressive cerebellar ataxia
with negative studies for acquired etiologies; (2) sporadic or AD
presentation; and (3) negative genetic studies including analysis
of trinucleotide repeat expansion ataxias (SCA1, SCA2, SCA3,
SCA6, SCA7, SCAS8, SCA12, SCA17, DRPLA and Friedreich
ataxia) and/or clinical exome sequencing.® Ultimately, SCA36
was screened in 84 index patients from 297 pedigrees. Written
informed consent was obtained before the genetic analysis.
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Clinical Assessments

Symptomatic subjects and family members at risk were clinically
assessed. Demographic, familial and dinical data, incduding the
Scale for Assesment and Rating of Ataxia (SARA) were col-
lected. Predlinical stage was considered if the SARA score was
<3 while carriers free of symptoms and signs were considered
asymptomatic.” Cognitive assessment was based on patient, care-
giver and clinician impression. Disability was assessed at last visit
with the ataxia disability scale.'” I-123-Iofluopane presynaptic
nigrostriatal imaging (DaTSCAN®) was performed if parkinso-
nian signs (bradykinesia, rigidity and/or tremor) were identified.
The DaTQUANT vesion 2.000 Software application
(GE Healthcare, Little Chalfont, UK) was used to perform semi-
quantitative analysis. The volumes of interest were semi-
automatically placed over the right and left putamen and caudate
nucleus in the transaxial dice showing most intense tracer uptake.
To calculate the statum to background ratios (SBR), tracer
uptake was compared with a reference region plced in the
occipital cortex. In addition, SBR scores were compared to an
age-matched healthy controls database.

Genetic Analysis

Screening of the hexanudeotide repeat was ruled out with both
conventional PCR and Repeat-Primed PCR (RP-PCR) as pre-
viously described.® The number of repeats in non-expanded
alleles was calculated according to an amplicon of 174pb with a
static region of 132 pb.

Haplotype analysis: D20S113 (chr20:2,035,488) and D20S842
(chr20:2,686,204) microsatellite markers flanking the NOP56
gene were studied through PCR-fragment analysis. D20S113
was amplified using primers FOR:5-TAACAGTGGTTGA-
CTCTCAGAGG-3' and REV:5'-AAGAGGTGCTGTCACAT-
ATTTATTC-3, while D20S842 using FOR:5'-ACAGCCT
TCATCGACTTCGT-3' and REV:5'-GTCCACCCCTTCTC-
CTAACC-3'. Forward primers were labeled with 6-FAM at the
5'-end. The annealing temperature was 60°C. Capillary electro-
phoresis was conducted on ABI PRISM 3130XL. Fragment
analysis was performed using Gene Mapper software (Thermo
Fisher).

Statistical Methods

Chi-squared or Fisher’s test were used to compare categorical
variables. Distribution of continuous variables was assessed with
Kolmogorov-Smimov test and subsequently non-parametric tests
were used. In all analysis P < 0.05 was considered statistically
significant.

Results

NOP56 expansion was identified in 37 individuals from 16 appar-
ently unrelated families. Of these, 28 were clinically affected,
three were in the preataxic stage (SARA <3) and six were
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asymptomatic. All were Caucasian and most of them were origi-
nally from the same geographical area of La Costera, except pedi-
grees F4 and F13 that were originally from the city of Valenda
and Murda respectively. All kindreds showed AD transmission,
except F6 that was sporadic, Figure 1.

Clinical Characteristics

The main clinical characteristics of the 28 affected subjects are
summarized in Table S1.. Mean age at onset was 52.5 (range:
44-67) and mean age at exam was 63.7 (range: 49-77). All cases
displayed a phenotype of progressive cerebellar ataxia. At onset,
most patients presented with unsteady gait (n = 23) and rarely
with other symptoms such as hearing loss (n = 2), loss of hand
dexterity (n = 1), dysarthria (n = 1) or muscle cramps (n = 1).
The average SARA score was 19 & 8.3 (mean =+ SD). Gait ataxia
was the most prominent feature followed by lower limb ataxia
and dysarthria. Mild eye movement saccadic abnormalities were
common but only 11 (39.3%) patients showed horizontal nystag-
mus. A majority of patients (64%) exhibited ptosis and/or gaze
limitation, Figure 2, with no significant association with longer
disease duration or SARA scores.

Hypoacusia was the most distinguishable non-cerebellar fea-
ture (67.9%). Audiometry studies were available in four cases,
and showed bilateral sensorineural hearing loss with a drop of
approximately 40 dB at high frequendies. The presence of hear-
ing los was not correlated with SARA scores. Mild pyramidal
signs were present in 46.4%. Lingual fasciculations and atrophy
were seen in five cases and orbicularis oculi myokymia in two.
Lower limb fasciculations were only identified in a patient with
axonal sensory-motor neuropathy. Few cases showed extra-
pyramidal features. Cervical dystonia was detected in three and
asymmetric upper limb dystonic posturing and tremor in two,
Figure 2. In three patients signs of parkinsonism (bradykinesia,
rest tremor) were identfied. Rigidity was not observed.
DaTSCAN® and DaTQUANT analysis confirmed dopaminergic
denervation in these three cases compared to age-matching
healthy controls, Figure 2. Levodopa was administered only to
one patient without clinical improvement. The majority of
patients did not report cognitive impairment. Six patients
referred mild cognitive difficulties and three developed severe
dementia. In some cases, CCAS features such as disinhibition or
pseudobulbar affect were identified in usual clinical interviews.

Asymptomatic carriers were younger than preataxic cases
(mean age at exam 38 vs. 47.7 years). Age at exam of preataxic
carriers was 40, 35 and 54. Two referred mild gait imbalance and
one had been diagnosed with bilateral sensorineural hypoacusis at
32 years and had orbicularis oculi myokymia.

Brain MRI was available for review in 15 ataxic patients,
2 asymptomatic and 1 preataxic subject. Cerebellar atrophy was
evident in all symptomatic patients. Mild cerebellar atrophy was
noted in the preataxic case and in one asymptomatic 50 year-old
subject. After a mean disease duration of 11.3 % 6.6 years
(mean £ SD; range: 2-27) independent gait was preserved in
9 (33.3%), permanent gait support was required in 8 (29.6%) and
9 were wheelchair-bound (33.3%). Mean disease duration was
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FIG 1. Pedigrees and haplotype analyses of nine Spanish SCA36 families. The common haplotype shared by all families is shaded in gray.
Squares represent males and circles females. A slash indicates a deceased individual. Black-filled symbol: symptomatic individual; gray-
filled symbol: asymptomatic carriers and preataxic individuals. (?) indicates no reliable phenotypic data. Asterisk on family 5 indicates a

probable recombination event on paternal chromosome.

higher in wheelchair-bound patients than in ambulant cases
(mean disease duration 17.6 = 4.5 vs 8,3 &= 4.9 years, P < 0.05).

Genetic Analysis

A total of 15 autosomal dominant SCA36 families and one spo-
radic case were identified. The majority of non-expanded alleles
carried between six and nine repeats, with the nine repeats-allele
being the most common (43%). The study of Short Tandem
Repeats (STRs) markers was performed in 37 individuals from
nine families (25 affected and 12 unaffected), Figure 1. Haplo-
type construction revealed a common haplotype composed of an
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amplicon of 178pb for the D20S113 marker and 214pb for the
D20S842, thus spanning 0.65 Mb. The STR marker D20S113
showed a low heterozigosity rate. This common allele was pre-
sent in all individuals tested. Contrarily, the D20S842 marker
was more polymorphic, with the 214pb allele being tightly
linked to the NOP56 expansion. STRs were also studied in iso-
lated affected patients from F4, F8, F12, F15 and F16 pedigrees.
Subjects from F8, F12, F15 and F16 harbored the common
alleles, although their phase could not be inferred due to the lack
of DNA sample from relatives. The individual from F4, origi-
nally from a different geographical area, did not carry the com-
mon allele for D20S842.

9T 6191 0P

o

0 pev | 39 938 “[FIOT/LNEL) B0 Krmagr sugeg S * (e[ RAsqw]) aguopray - mgm iy mateg by AQ opLEl

IIC] $EOW W0 43P Agex dde o g pomaccd A sanm v e o opig Segriomuo Sopm



BAVIERA-MUNOZ R. ET AL

BRIEF REPORT

“Patert Postencr Putamen Left SBR
Noemal DB Posterice Putamen Left S8R

o
@
o

[

FIG 2. Clinical and radiological findings in SCA36. (A) Bilateral ptosis in a patient that also displayed ophthalmoplegia; (B) Left-hand
dystonic postures in a SCA36 patient with dystonic tremor. (C) Sagital T-1 weighted MRI imaging showing cerebellar atrophy. (D)
123-loflupane reveals bilateral asymmetrical denervation with right striate reduced uptake. (E) Semiquantitative analysis with DaTQUANT™
for left posterior putamen confirms a decline (red spot) in tracer uptake compared to mean tracer uptake for age-matching healthy

controls.

Discussion

This is the second SCA36 Spanish series reported demonstrat-
ing a high frequency of SCA36 in the Spanish population.
NOP56 expansion was found in 37 individuals from 16 differ-
ent families. In a retrospective analysis of our total cohort of
SCA36 (n=16),
(Figure S1.). It was the second most frequent AD ataxia after

297 index cases, represented  5.4%
SCA3. SCA36 frequency was similar to that observed in
northwestern regions of Spain.2 Therefore, SCA36 testing
should be implemented and performed in our regional popu-
lation prior to other genetic tests. Similar to other studies, we
found a strong founder effect.>®""!

Comparable to other series, all affected patients presented with
a late-onset cerebellar syndrome with slow lz»l'agrr;*&qion.z'3 Unlike
previous reports, isolated facial or lingual fasciculations and

2,45 .
! Hearing loss

tongue atrophy were scarce in our seres (25%).
was present in two-thirds of our patients. Although hypoacusis is

a distinctive clinical feature of SCA36,' it might be encountered
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in diverse types of hereditary ataxia,>"* espedially mitochondrial
disorders.*'® Prosis and gaze limitation were also common.
Therefore, it should be noted that in a given patient with ataxia,
ophthalmoparesis, and hearing impairment that might suggest a
mitochondrial disease phenotype, SCA36 testing should be
considered.

Extrapyramidal features such as oromandibular or cervical dys-
tonia*® have occasionally been reported in SCA36. In our
cohort, two siblings developed laterocaput and anterocaput
respectively, and one patient displayed asymmetric dystonic pos-
turing and tremor in the upper limbs. Dysfunction of the
cerebello-thalamo-cortical pathway is believed to be involved
in the pathophysiology of dystonia-ataxia syndmmes.”"17
Bradykinesia and resting tremor with evidence of dopaminergic
denervation was encountered in three patients (10.7%). An addi-
tional case reported REM sleep behavior disorder, a marker of
dopaminergic deﬂciency‘m Postural tremor was identified in
SCA36 series (7—29%),2""” but parkinsonism has not been
reported to date.

MOVEMENT DISORDERS CLINICAL PRACTICE 2023; 10(6): 992-997. doi: 10.1002/mdc3.13740 995

90T 6191 0EET

g wog

sEPE) PR 3 99§ (FICILNEL] B0 Kmagr] sgE0 K (99 RASQIT) dgnapeay - aEnpy matw by g (pLEL PR T001 0T

3230 KO D) 245D YR de 9 AQ pomanod A s VO e o D0y K r]oEEO M



BRIEF REPORT

SPINOCEREBELLAR ATAXIA 36 IN EASTERN SPAIN

We tested two STR markers incduded in previous SCA36
haplotype studies. A common haplotype spanning 0.65 Mb was
idendfied in all the SCA36 families except in one subject origi-
nally from a different geographical area. This may be due to a
different founder effect or to the occurrence of recombination
events. Similarly to Japanese’ and northwestern Spanish families,”
D20S842 showed a conserved allele in our cohort. A common
allele for the D20S113 marker has also been reported,z"" but it
also showed a high frequency in the control group.3 Neverthe-
less, the lack of a universal nomendature makes it difficult to
perform comparisons with previously reported data.

In condusion, SCA36 was the second most frequent AD
ataxia in our series. Thus, in our geographical area, NOP56
expansion analysis should be prioritized to other genetic testing
in probands whether with an AD or sporadic presentation.
Although most patients display a predominant progressive cere-
bellar ataxia phenotype, less frequent dinical features such as
hearing loss, ophthalmoparesis, or extrapyramidal features might
assist the clinician to focus the genetic diagnosis.
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Table S1. Clinical characteristics of SCA36 symptomatic
patients. M, male; F, female; y, years; —, absent; +, present;
Pyramidalism, + mild, ++ moderate, +++ severe; GI, Gait
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instability; H, Hypoacusia; ScP, saccadic pursuit; |Sc, slow sac-
cades; HpS, hypo/hypermetric saccades; LVG, limitation of ver-
tical gaze; LHG, limitation of horizontal gaze; P, ptosis; Fasc.,
fasciculations; mk, myokymias; Tr, tremor; Br, bradykinesia; NA,
not available; MCI, mild cognitive impairment; Disability scale,
0 = no git difficulties; 1 = disease onset as defined by onset of
gait difficultes; 2 = loss of independent gait, as defined by per-
manent use of a walking aid or reliance on a supporting arm;
3 = confinement to wheelchair; 4 = death; S-M, sensory-motor
neuropathy.

Figure S1. Overall frequencies of different Genetic subtypes of
ataxia in our cohort of index cases. CANVAS: Cerebellar Ataxia
with Neuropathy and Vestibular Areflexia Syndrome; FXTAS,
Fragile-X Tremor Ataxia Syndrome.
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Supplementary Table 1. Clinical characteristics of SCA36 symptomatic patients.

- - . - v - - - ——
F?ml ID | Sex Onset | Age at First SARA _chlar Pyrzj\ml Hypc_: 2" moto Extrz_al Dysphagia Dlse:ase Disability Other
y age,y | exam,y | symptom findings dalism acusia neuron pyramidal duration, y scale
. ScP,{Sc, HpS,
F1 1 F 53 63 Dysmetria 12.5 hN, LVG - + - - - 10 2 -
F1 2 M 54 67 Gl 22 ScP, 4Sc, HpS - + - - + 13 2 Bulging eyes
Lingual
F1 3 M 55 68 H 17 P, LVG, LHG - + atrophy - - 13 2 MCI
) Dystonic Tr Bulging eyes,
F2 4 M 45 64 Gl 26 LVG,LHG + + Br + 19 3 cramps
F3 5 M 49 60 Gl 12 ScP, hN, LVG - + - - - 12 1 -
F3 6 M 50 53 Gl 10 ScP, hN, LVG - + - - - 3 1 -
ScP,4Sc, HpS Dementia,
F4 7 M 45 60 Gl 28 LVG, LHG +++ + - Br - 15 3 pseudobulbar
. . . MCI,
F5 8 F 61 73 Dysarthria 32 P, LVG, LHG +++ + Lingual fasc. | Laterocollis - 12 3 pseudobulbar
F5 9 F 65 70 Gl 14.5 P, LVG + - - - - 5 1 -
Achilles
F6 10| M 44 64 Gl 28 ScP, hN - - - - + 20 3 areflexia, RBD
F7 11 M 49 56 Gl 11.5 ScP, HpS, hN ++ + - - - 7 1 MCI
F7 12| M 50 52 Gl 4 ScP - - - - - 2 1 -
F7 13| M 55 57 Gl 8.5 ScP, HpS, hN + + - - - 2 1 -
ScP, 1Sc, hN, 0O.0Oculi mk, Prodromal
F& |14 F 50 55 cl 75 1 ve ) ) lingual fasc. ) ) 5 1 vertigo
F9 15| M 53 70 Gl 26 P, LVG, LHG +++ + - - + 17 3 MCI
. Dementia
Fo |16| F | 52 67 Gl a5 | S MNP ++ + | Dok, ] ] 15 3 sensory
9 ) neuropathy
F9 17 F 59 62 Gl NA ScP, HpS, hN - - - - - 3 1 -
F10 |18 | M 44 49 Gl 16 P, LVG, LHG - + - - - 5 2 -
F10 |19 | M 50 57 Gl 11 ScP, hN + - - - - 7 1 Impulsivity
F11 |20 | M 47 63 Gl 26.5 ScP,LHG, LVG +++ - - - + 16 3 -
Laterocaput,
F11 | 21 F 49 76 Gl 34 P, LHG, LVG +++ + - head Tr + 27 3 MCI
Anterocaput MCl,
F11 | 22 F 63 77 H 26 LHG,LVG ++ + - ’ + 14 3 pseudobulbar
Tr, Br
S-M neuropathy
ScP, hN, P, Dystonic
F12 |23 | M 60 72 Gl 16.5 LVG, LHG +++ - - hand Tr - 12 1 -
ScP, hN, Lower limbs
F12 | 24 M 48 62 Cramps 18 LVG.LHG ++ + fasc. - - 14 2 S-M neuropathy
F13 | 25 F 45 65 Gl 17 ScP - + - - + 20 3 MCI
F14 |26 | F | 53 71 Gl NA | ScP - - - Dﬁg&"c - 18 3 Dementia
F15 |27 | M 56 58 Gl 13 ScP, HpS, hN - - - - + 2 1 -
F16 | 28 F 67 71 H 14.5 P, ScP, LHG - + Lingual fasc. - + 4 2 -
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M, male; F, female; y, years; -, absent; +, present; Pyramidalism, + mild, ++ moderate, +++ severe; Gl, Gait instability; H,
Hypoacusia; ScP, saccadic pursuit; | Sc, slow saccades; HpS, hypo/hypermetric saccades; LVG, limitation of vertical gaze;
LHG, limitation of horizontal gaze; P, ptosis; Fasc., fasciculations; mk, myokymias; Tr, tremor; Br, bradykinesia; NA, not
available; MCI, mild cognitive impairment; Disability scale, 0 = no gait difficulties; 1 = disease onset as defined by onset of
gait difficulties; 2 = loss of independent gait, as defined by permanent use of a walking aid or reliance on a supporting arm;

3 = confinement to wheelchair; 4 = death; S-M, sensory-motor neuropathy.
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Supplementary Figure 1

Overall frequencies of genetic ataxias in our series
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CANVAS: Cerebellar Ataxia with Neuropathy and Vestibular Areflexia Syndrome;
FXTAS, Fragile-X Tremor Ataxia Syndrome.
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9. DISCUSION

La realizacién de este trabajo ha permitido una mejor caracterizacion clinica y genética
de los pacientes con ataxia cerebelosa hereditaria de la Comunidad Valenciana y
consecuentemente perfeccionar los algoritmos diagnosticos en nuestra poblacion?.
Las ataxias cerebelosas hereditarias son enfermedades con una gran heterogeneidad
clinica y genética. Comparativamente con otros trastornos del movimiento como la
enfermedad de Parkinson'?®, la distonia'®®'?” o la corea’’ el niumero de genes
causales y el espectro mutacional (expansiones dinamicas, mutaciones puntuales,
variaciones en el numero de copias o alteraciones estructurales) es mucho mas
diverso. Se han descrito mas de 300 genes implicados en el desarrollo de ataxia
cerebelosa bien como manifestacion primaria 0 secundaria dentro de sindromes
neuroldgicos complejos?>128-130 No obstante, se desconocen los fundamentos
bioldgicos de la heterogeneidad molecular de las ataxias hereditarias. Distintos genes
pueden manifestarse con un fenotipo muy similar. Por otra parte, es frecuente el
pleiotropismo fenotipico, fendmeno por el cual mutaciones en un mismo gen pueden
manifestar cuadros clinicos muy dispares. Por tanto, es imprescindible trazar una
estrategia costo-efectiva para la evaluacién clinica éptima de estos pacientes en la

practica clinica habitual.

9.1 Analisis global de la serie de pacientes con ataxia del hospital La Fe.

En nuestra serie global el 33.3% de los pacientes fueron diagnosticados de ataxias
por expansiones trinucleotidicas. Estos datos corresponden a nuevos diagnosticos
realizados en la Unidad de Genética del Hospital Universitari i Politécnic La Fe, a
pacientes valorados en el ambito de la Comunidad Valenciana durante el periodo

2012-2021. Al igual que en otras series internacionales'' y nacionales’ la SCA3 o
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enfermedad de Machado-Joseph fue la ataxia mas frecuente (10.8%), seguida de la
ataxia de Friedreich (8.1%). No se identific6 ningun paciente con SCA1 o SCA12,
siendo esta ultima una entidad mas prevalente en el continente asiatico,
especialmente en el norte de India’?. La DRPLA, una de las ataxias mas frecuentes
en Japon, fue identificada en dos familias con ataxia (0.2%), encontrandose por tanto

una frecuencia similar a la reportada en otras series europeas’33134,

En casos seleccionados con fenotipo compatible se estudiaron las expansiones
dinamicas causales del sindrome de CANVAS (expansion intronica bialélica AAGGG
en RFC1) y FXTAS (expansion CGG en rango 55-200 en FMR1)'3® identificandose 5
(1.7%) y 4 (1.3%) casos respectivamente. No obstante, es probable el cribado
sistematico de la expansion causal de CANVAS permitiese identificar un numero
mayor de casos en nuestra serie. Se ha estimado que la frecuencia de portadores
sanos de la expansion es de 0.7% en la poblaciéon europea’®, similar a la frecuencia
de portador de la expansion de ataxia de Friedreich'®’. Estudios recientes han
encontrado que la frecuencia de la expansion recesiva en RFC1 en pacientes con
ataxia de inicio tardio es de entre 10-22%"36:138.13% Aunque la presencia de neuropatia
sensitiva es practicamente universal en todos los casos reportados, en algunos casos
aislados con ataxia sin afectacion sensitiva también se identificd la expansion'0. Por
el contrario, el cribado sistematico de la premutacion en FMR1 ha mostrado que es
una causa rara de ataxia del adulto, con una frecuencia estimada similar en poblacion
europea a la encontrada en nuestra serie'"142, Por tanto, el estudio dirigido en casos

con fenotipo compatible es una aproximacion diagnostica adecuada en FXTAS.

138



El estudio mediante exoma clinico de 130 probandos de familias no relacionados ha
proporcionado el diagnéstico en 50 casos (39%), lo que representa el 16.8% de la
serie global (50/297). El rendimiento diagndstico obtenido en nuestra serie es por tanto
similar al reportado en otros trabajos que también aplican exoma en pacientes sin
diagnostico en los que se han excluido previamente ataxias trinucleotidicas® 10"~
103,105,107.143 'En nuestra poblacion se alcanzo el diagnéstico con mayor frecuencia en
casos con presentacion AR (64%) que en dominantes (24%) o esporadicos (35%). El
gen mas frecuentemente mutado fue SPG7 tanto en casos recesivos como
esporadicos (15/130, 12%), demostrandose en también nuestra poblacion que es una
de las etiologias mas frecuentes de ataxia cerebelosa hereditaria. Por otra parte, la
tecnologia NGS permitié desentrafar la gran heterogeneidad genética y clinica de las
ataxias cerebelosas. La gran mayoria de genes mutados afectaban solo a 1 6 2
familias: KCND3 (n=2), KIF1C (n=2), CYP27A1A (n=2), AFG3L2 (n=1), ANO10 (n=1),
CAPN1 (n=1), CWF19L1 (n=1), ITPR1 (n=1), KCNA1 (n=1), OPA1 (n=1), PNPLA6
(n=1), SPG11(n=1), SPTBNZ2 (n=1) and TPP1 (n=1). Solo se detectaron dos variantes
recurrentes, previamente descritas: el cambio en SPG7 ¢.1529C>T; p.(Ala510Val) en
19 alelos y el cambio ¢.1909+22G>A en POLR3A en 4. Se identificaron 22 variantes
patogénicas/probablemente patogénicas noveles, que fueron convenientemente
analizadas segun los criterios de la ACGM. Estos resultados demuestran por tanto
que es imprescindible la realizacion de estudios NGS en la practica clinica habitual,
independientemente de la presentaciéon familiar o esporadica o de la edad de inicio de
los sintomas, ya que se alcanzé el diagnoéstico genético en casos con edad de inicio

de hasta 74 afios (ATX49-67, ITPR1)
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El menor rendimiento diagnostico de las técnicas NGS en formas dominantes se ha
atribuido a que las mutaciones mas frecuentes en las SCAs son las expansiones de
dinamicas®, mientras que las mutaciones convencionales representarian solo un 10%
de los casos*®, correspondiendo en su mayoria a mutaciones en genes relacionados
con canalopatias®. En este sentido, las canalopatias también fueron la causa mas
frecuente de ataxia detectada por exoma en nuestro estudio, identificandose
mutaciones causales en un total de 8 familias (5 CACNA1A, 2 KCND3y 1 KCNA). En
4 probandos se identificaron mutaciones causales en otros genes dominantes (1

AFG3L2,1 SPTBN2, 1 OPA1, 1 ITPRT).

La incorporacion del cribado sistematico de la expansion causal de SCA36 en casos
con presentacion AD y esporadica ha mejorado la eficacia diagndstica en ataxias
dominantes. Se han identificado 16 familias adicionales, lo que implica que SCA36 es
la segunda ataxia AD mas frecuente en nuestra area geografica tras la SCA3, con una
frecuencia similar (5.4%) a la reportada en el noroeste de Esparia (6.3%)’’. Si bien la
mayor parte de casos en nuestra area geografica eran originales de la comarca de la
Costera y regiones adyacentes, también se identificaron casos en localizaciones mas
distantes. La realizacion de estudios de haplotipo permitié confirmar la probable
existencia de efecto fundador, al compartir todos menos un caso el mismo haplotipo

de 0.65 Mb.

Los casos sin diagnostico tras estudio genético completo fueron con mas frecuencia
esporadicos y mostraron edad de inicio mas tardia (n = 81, 47, DE + 17.2 afos) que
aquellos con diagnéstico genético confirmado (n = 86, 32, DE +£18.5 afios), p<0.05.

Esta tendencia también se ha observado en estudios similares. Este hecho
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probablemente esta relacionado bien con la inclusiéon en este grupo de pacientes que
acaban evolucionando a atrofia multisistema o bien con la existencia de una entidad
neurodegenerativa distintiva denominada “ataxia esporadica de inicio tardio”, que
actualmente es un diagndstico de exclusidén*3'44. Asimismo, es posible que formas de
herencia compleja no mendeliana puedan explicar parte de los casos no

diagnosticados.

9.2 Analisis fenotipico de la serie.

Se ha analizado el espectro fenotipico y mutacional de todos los pacientes con
diagnostico de SPG7, tanto con presentacion clinica inicial de ataxia como
paraparesia’?. El fenotipo mas frecuentemente encontrado fue de ataxia espastica
(57%), seguido de paraparesia (19%) y fenotipos complejos (19%). Solo un caso
presentaba fenotipo de ataxia cerebelosa pura. El gen SPG7 codifica la proteina
paraplegina, la cual se une al producto del gen AFG3L2 para formar una
metaloproteasa ATP-dependiente en la membrana interna mitocondrial. En los ultimos
afios, especialmente gracias a la aplicacion de las técnicas NGS se ha ampliado
notablemente el espectro fenotipico de SPG7. No solo es una causa frecuente de
ataxia cerebelosa, sino que también puede ocasionar fenotipos complejos con
manifestaciones clasicamente consideradas mitocondriales como la atrofia 6ptica, la
oftalmoplejia externa progresiva o el parkinsonismo'®148, En nuestra serie se
observaron rasgos fenotipicos mitocondriales en algunos casos. Dos hermanos
presentaban miopatia proximal, con cambios miopaticos y agregados de mitocondrias
evidentes con la tincion succinato deshidrogenasa. Un caso mostraba oftalmoplejia
externa progresiva y otro caso se presentd inicialmente con distonia multifocal,

asociando con la evolucion ataxia y piramidalismo'?*. En la RM este caso mostraba
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ademas de atrofia cerebelosa, hiperintensidades bilaterales en pedunculos
cerebrales, un hallazgo no descrito previamente en otros casos con SPG7. De acuerdo
con lo reportado por otros autores, los fenotipos complejos presentaron una edad de
inicio mas precoz y fueron con mas frecuencia heterocigotos compuestos. Dado que
se han descrito casos de herencia compleja o digénica SPG7/AFG3L2, en todos los
heterocigotos simples se analizé la co-existencia de mutaciones patoldgicas o

probablemente patolégicas en AFG3L2 sin encontrarse ningin cambio significativo™?.

En varios genes el fenotipo de los pacientes fue altamente sugestivo del diagndstico,
pero en cualquier caso se realizd exoma clinico por ser una aproximacion mas costo-
eficiente. Todos los pacientes con mutaciones en SETX (ataxia con apraxia
oculomotora tipo 2) presentaron un fenotipo de ataxia, apraxia oculomotora,
polineuropatia sensitiva y elevacion de alfa-fetoproteina. Asimismo, los pacientes con
mutaciones en heterocigosis compuesta en POLR3A, un gen originalmente
relacionado con la leucodistrofia de inicio en la infancia precoz, compartian un fenotipo
caracterizado por talla baja, ataxia y afectacion central de sensibilidad profunda. Otros
rasgos distintivos fueron la distonia (n=4/6), alteracion de la denticion (n=5/6) e
hiperintensidades tenues en sustancia blanca (n=5/6). Todos los casos en nuestra
serie compartian la variante ¢.1909+22G>A'*, |a cual se ha observado que es mas
prevalente en las presentaciones de inicio mas tardio y clinica menos severa. En dos
hermanas monocigotas con la mutacion ¢.1909+22G> A y un fenotipo compatible, el
estudio de CNV con CytoScan Xon microarray permitié identificar la delecién de los
exones 6, 7 y 8, descrita previamente''. Este caso, por tanto, demuestra la
importancia de los estudios de correlacion fenotipo-genotipo, dada la incapacidad de

las técnicas NGS de identificar todo el espectro mutacional.
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Por otra parte, algunos casos ampliaron el espectro clinico de determinados genes.
Se identificé una familia con ataxia de inicio tardio por mutaciones en CWF19L1, el
cual se habia descrito hasta el momento solo en casos de ataxia de inicio congénito o
infantil con retraso mental’™>'%* Todos los pacientes con ataxia por SCA36
presentaban un fenotipo de ataxia progresiva de inicio tardio y hallazgos clinicos
caracteristicos de esta entidad, también reportados en otras cohortes: hipoacusia
neurosensorial (67.9%), piramidalismo (46.4%) y signos de motoneurona inferior
(25%). Adicionalmente en nuestra serie se observaron manifestaciones
extrapiramidales, como distonia y parkinsonismo en 3 y 4 casos respectivamente. Si
bien, se habian reportado algunos casos de distonia en SCA36"'5%156 |a identificacion
de parkinsonismo amplia el espectro fenotipico de esta entidad. En los pacientes con
signos de parkinsonismo (temblor, rigidez y/o bradicinesia) se realizé DatScan y
analisis semi-cuantitativo posterior con DatQuant, que demostré denervacion
dopaminérgica. La presencia de parkinsonismo, incluso con respuesta a levodopa, se
ha descrito en distintas formas de ataxia espinocerebelosa, como SCA3 o
SCA28687.157 fundamentalmente en relacion con la neurodegeneracion de la sustancia
negra'®® En otras entidades como SPG7 el desarrollo de parkinsonismo se ha
relacionado con la deplecién de ADN mitocondrial'#>'%°, La proteina NOP56 es una
proteina nucleolar, que participa en la formacién de la subunidad 60S del ribosoma 'y
en la conservacion de teldmeros'%181 | os estudios anatomopatoldgicos realizados
hasta el momento en pacientes con SCA36 han demostrado expresion de NOP56 en
cerebelo, oliva inferior y nucleo hipogloso, pero no en ganglios basales o
subtalamo'62163, Estudios clinicos y anatomopatoldgicos adicionales en pacientes con
SCA36 y parkinsonismo son necesarios para una mejor caracterizaciéon de la

disfuncién dopaminérgica en esta entidad.
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9.3 Limitaciones del estudio. Perspectivas de futuro.

Este trabajo ha permitido conocer la frecuencia de cada subtipo de ataxia cerebelosa
hereditaria en nuestra area geografica. La elevada frecuencia encontrada de casos
con SCA36, apoya el analisis de esta expansién antes del estudio de exoma,
especialmente en formas dominantes y esporadicas de inicio tardio. EI exoma ha
resultado fundamental para descifrar la gran heterogeneidad genética de las ataxias,
realizandose fenotipado inverso a la luz de las variantes encontradas. Ha sido posible
diagnosticar etiologias genéticas raras y ampliar el espectro fenotipico de
determinados genes. Pese a ello, el rendimiento diagndstico ha sido del 39%, en linea
con lo reportado por otros grupos?0-103.107.143 ' |o que probablemente se justifica en
parte por las limitaciones diagndsticas intrinsecas de la técnica. Este es el primer
trabajo de estas caracteristicas realizado en el territorio espafol, y que permite por
tanto realizar inferencias sobre la prevalencia de cada una de las formas genéticas de

ataxia.

Las principales limitaciones de este trabajo son la recogida retrospectiva de los datos
clinicos y las limitaciones derivadas de la disponibilidad local de medios diagndsticos.
El andlisis de la expansion causal del CANVAS se ha realizado solo en casos
seleccionados. La frecuencia encontrada en nuestra serie es mucho inferior a la
reportada por otros autores por tanto es probable que esté infra-estimada®-136.164,
Asimismo, el estudio de otras expansiones dinamicas AD como SCA37 de la que se
han reportado casos en nuestro pais’®®° o la recientemente descrita SCA27B no se
ha realizado. Por otra parte, la aplicacion de otras técnicas NGS no disponibles en
nuestra practica clinica habitual quizds hubiese proporcionado mayor eficacia

diagndstica. La realizacion de exoma completo hubiese permitido identificar etiologias

144



genéticas insospechadas, asi como el descubrimiento de nuevos genes no
relacionados con enfermedad hasta el momento. En cualquier caso, el exoma
representa solo el 1-2% del total de material genético. La secuenciaciéon del genoma
completo y la tecnologia de lectura larga es probable que contribuyan a resolver la
gran proporcién de casos que actualmente quedan sin diagnéstico. No obstante, el
elevado coste, la gran cantidad de variantes generadas y su compleja interpretacion
y manejo bioinformatico son los principales condicionantes para la utilizacién
generalizada de esta técnica. En este sentido, resulta fundamental el desarrollo de
proyectos colaborativos internacionales como EuroGentest o la iniciativa Solve-RD -
solving the unsolved rare diseases promovidos por la Comision Europea y que tienen
como objetivo descifrar las bases moleculares de la totalidad de enfermedades raras
no diagnosticadas'®. Asimismo, la participacion en plataformas o consorcios de
investigacion internacionales como Ataxia Global Initiative es esencial para mejorar la
atencioén clinica, homogeneizar los esfuerzos investigadores y acceder a iniciativas

diagndsticas de las que se beneficien nuestros pacientes.
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10. CONCLUSIONES

De la presente tesis doctoral se pueden obtener las siguientes conclusiones:

1. El exoma clinico es una herramienta util, aunque insuficiente, para conseguir el
diagndstico de la causa genética en pacientes afectos de ataxia hereditaria. En
concordancia con otros trabajos publicados, en nuestra serie solamente
resolvié el diagndstico en el 40% de los casos estudiados.

2. Existe una gran heterogeneidad genética mutacional que explica los fenotipos
de los pacientes con ataxia hereditaria, y el uso del exoma clinico permite el
diagnostico de causas genéticas muy infrecuentes. Asi, la mayoria de las
mutaciones encontradas en nuestro trabajo se detectaron en familias aisladas
y se identificaron una gran variedad de mutaciones patogénicas.

3. El rendimiento diagnédstico del exoma clinico es algo mayor en pacientes
afectos de ataxia con una historia familiar positiva y modo de transmision
recesivo y en menor medida dominante. La eficacia diagnéstica mas baja
ocurre en casos esporadicos y en aquellos de inicio mas tardio. En estos
pacientes es necesario realizar un cuidadoso diagnéstico diferencial con formas
neurodegenerativas no mendelianas como la atrofia multisistémica.

4. Consideradas globalmente, las formas mas frecuentes de ataxia genéticamente
determinada en nuestra area geografica son: 1) SCA3; 2) ataxia de Friedreich;
3)SCA36; 4)SPG7; y 5) SCA2.

5. La ataxia por mutacion de SPG7 es la segunda forma mas frecuente de ataxia
autosdmico recesiva tras la enfermedad de Friedreich. El fenotipo mas
frecuente en nuestra poblacion es la ataxia espastica. Los casos heterocigotos

compuestos para p.Ala510Val presentan edad de inicio mas precoz y mayor
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frecuencia de fenotipos complejos que los homocigotos. Las manifestaciones
extrapiramidales como la distonia pueden ser la forma de presentacion de esta
entidad. En estos pacientes, la aparicion de signos clinicos o radiolégicos de
afectacion cerebelosa permite orientar el diagnéstico.

La SCA36 es una causa frecuente de ataxia hereditaria en nuestra area
geografica, siendo la segunda causa mas frecuente de ataxia autosémico
dominante tras la SCA3. Se ha identificado la existencia de un haplotipo
compartido por la mayoria de las familias diagnosticadas, o que apoya la
existencia de efecto fundador en nuestra poblacion. Los pacientes presentan
un fenotipo de ataxia cerebelosa progresiva de inicio tardio con
manifestaciones extracerebelosas frecuentes. En nuestra serie hemos
observado que los casos con SCA36 raramente pueden asociar parkinsonismo
con evidencia de denervacién dopaminérgica en DatScan.

En los pacientes con ataxia de herencia autosémico dominante de nuestra area
geografica es conveniente el analisis de SCA36 con anterioridad a los estudios

de secuenciacién genética masiva.
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CENTRO:
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CENTRO DE INVESTIGACION PRINCIPE FELIPE.

Titulo del proyecto de investigacién: ESPECTRO CLINICO Y GENETICO DE LAS
ATAXIAS CEREBELOSAS HEREDITARIAS EN LA COMUNIDAD VALENCIANA

1. INTRODUCCION:

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio en el que se le invita a participar. El
estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos del
Hospital Universitario y Politécnico La Fe (CEIm La Fe).

Nuestra intencién es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para que
pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja
informativa con atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir después
de la explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere oportunas.

2. PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no participar
y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacion con su
médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

3. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:
¢, Cual es el propésito del estudio?

En los ultimos anos el gran desarrollo de las herramientas de diagndstico genético han
ampliado el conocimiento de enfermedades raras como las ataxias hereditarias. Asi mismo,
se han desarrollado tratamientos efectivos dirigidos contra dianas moleculares en pacientes
afectos de enfermedades genéticas similares.

El proposito de este estudio es caracterizar clinica y genéticamente a pacientes afectos de ataxias
hereditarias y portadores asintomaticos. Buscamos obtener el diagndstico certero de pacientes
con ataxias familiares de causa desconocida. Conocer el curso evolutivo de estas enfermedades
e identificar marcadores especificos de progresion es fundamental para definir medidas de eficacia
de las nuevas dianas terapéuticas.

¢En qué consistira mi participacion en el proyecto?
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Los pacientes que participen en este estudio seran evaluados clinicamente con una periodicidad
semestral. Se analizaran también las exploraciones complementarias realizadas dentro de la
practica clinica habitual. El estudio genético de los pacientes se realizara en la Unidad de Genética
del hospital La Fe, dentro de la practica clinica habitual, previo consentimiento informado para ello.
En los casos que no se alcance el diagndstico mediante las herramientas disponibles en la Unidad
de Genética del hospital La Fe, se podran realizar estudios genéticos avanzados en el marco de
proyectos de investigacion con el Laboratorio de Enfermedades raras neurodegenerativas del
Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF). La informacién clinica y genética obtenida se
incluird en bases de datos anonimizadas.

Se obtendran muestras biolégicas (sangre) de pacientes afectos, portadores asintomaticos y
personas sanas para su almacenamiento en el Biobanco. La finalidad del Biobanco es recoger y
almacenar muestras biolégicas humanas para realizar proyectos de investigacion biomédica. Los
resultados de dichos proyectos de investigacién pueden derivar en el descubrimiento de nuevos
métodos para mejorar el diagnostico o desarrollar potenciales tratamientos. Estas muestras seran
anonimizadas, esto es, que no podran vincularse a su persona por quedar irreversiblemente
disociadas de sus datos personales y no se transmitiran al investigador. Los investigadores de
centros de investigacion reconocidos de cualquier parte del mundo podran solicitar la utilizacién
de muestras para la investigacién biomeédica, pero las muestras solo seran enviadas a los
investigadores después de una cuidadosa evaluacion independiente del valor de la investigacion
que tengan previsto llevar a cabo. Cualquier muestra sobrante de la investigacion sera destruida
al finalizar dicha investigacion.

4. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO:

Es posible que usted no obtenga un beneficio inmediato por el mero hecho de participar en
este proyecto. Sin embargo, la informacién que se obtenga de este estudio ayudara identificar
nuevos genes responsables de ataxias hereditarias, a entender mejor los mecanismos que
las producen y/o mejorar el tratamiento de las personas que sufren dichas enfermedades.

¢ Cuales son los posibles riesgos de participar en este estudio?

No existe ningun riesgo adicional para usted por participar en este proyecto. Tomando
muestras de sangre podria causar algo de sangrado, hematomas o molestias.

Si usted tiene alguna preocupacién acerca de cualquier aspecto de este estudio, debe hablar
con los investigadores que haran todo lo posible para responder a sus preguntas (datos de
contacto se pueden encontrar esta hoja de informacion).

5. N° DE URGENCIA PARA PROBLEMAS DEL ESTUDIO:

En caso de que desee formular preguntas acerca del estudio o danos relacionados con el
mismo, puede contactar con el médico del estudio, el Dr. Raquel Baviera Mufoz,
preferentemente a través del correo electronico raquel _baviera@iislafe.es o bien en el nUmero
de teléfono 961240000 (extensidon 440845)

6. CONFIDENCIALIDAD:

El tratamiento, la comunicacion y la cesidén de los datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre
de proteccion de datos y garantia de los derechos digitales y en el Reglamento (UE) 2016/679
del Parlamento europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccion de Datos (RGPD)
. De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos
de acceso, modificacion, oposicidn, cancelacion de datos, limitar el tratamiento de datos que
sean incorrectos y solicitar una copia 0 que se trasladen a un tercero (portabilidad) para lo
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cual debera dirigirse al investigador principal del estudio o al/a la Delegado/a de Proteccion
de Datos de la Institucion, con quién podra comunicarse a través del teléfono y/o direccion de
correo electrénico: raquel_baviera@iislafe.es.

Le recordamos que los datos no se pueden eliminar, aunque deje de participar en el estudio,
para garantizar la validez de la investigacion y cumplir con los deberes legales. Asi mismo
tiene derecho a dirigirse a la Agencia de Proteccion de Datos si no quedara satisfecho.

Tanto el Centro como el Promotor son responsables respectivamente del tratamiento de sus
datos y se comprometen a cumplir con la normativa de proteccién de datos en vigor. Los datos
recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cdédigo, de manera que no se
incluya informacion que pueda identificarle, y sélo su médico del estudio/colaboradores podra
relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera
revelada a ninguna otra persona salvo a las autoridades sanitarias, cuando asi lo requieran o
en casos de urgencia médica. Los Comités de Etica de la Investigacién con medicamentos,
los representantes de la Autoridad Sanitaria en materia de inspeccion y el personal autorizado
por el Promotor, Unicamente podran acceder para comprobar los datos personales, los
procedimientos del estudio clinico y el cumplimiento de las normas de buena practica clinica
(siempre manteniendo la confidencialidad de la informacion).

El Investigador y el Promotor estan obligados a conservar los datos recogidos para el estudio
al menos hasta 25 anos tras su finalizacién. Posteriormente, su informacion personal solo se
conservara por el centro para el cuidado de su salud y por el promotor para otros fines de
investigacion cientifica si usted hubiera otorgado su consentimiento para ello, y si asi lo
permite la ley y requisitos éticos aplicables.

Sélo se tramitaran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio, que en
ningun caso contendran informacion que le pueda identificar directamente, como nombre y
apellidos, iniciales, direccion, n° de la seguridad social, etc... En el caso de que se produzca
esta cesion, sera para los mismos fines del estudio descrito y garantizando la confidencialidad
como minimo con el nivel de proteccién de la legislacién vigente en nuestro pais.

Si realizaramos transferencia de sus datos codificados fuera de la UE a las entidades de
nuestro grupo, a prestadores de servicios o a investigadores cientificos que colaboren con
nosotros, los datos del participante quedaran protegidos con salvaguardas tales como
contratos u otros mecanismos por las autoridades de proteccion de datos. Si el participante
quiere saber mas al respecto, puede contactar con el Delegado de Proteccion de Datos del
promotor [direccion/link].

7. COMPENSACION ECONOMICA:

Debe saber que la participacion es voluntaria y se realiza de forma altruista, sin ningun tipo
de compensacidon econdmica ni otros beneficios materiales. Sin embargo, si las
investigaciones que se realicen tuvieran éxito, podran ayudar en el futuro a pacientes que
tienen su misma enfermedad o padecen otras enfermedades similares.

8. OTRA INFORMACION RELEVANTE:

Cualquier nueva informacién que se descubra durante su participacion y que pueda afectar a
su disposicién para participar en el estudio, le sera comunicada por su médico lo antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, no se anadira ningun
dato nuevo a la base de datos y, en caso de que se hubieran recogido muestras, puede exigir
la destruccién de todas las muestras identificables, previamente obtenidas, para evitar la
realizacién de nuevos analisis.
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También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los investigadores
del mismo lo consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad o porque consideren que
usted no esta cumpliendo con los procedimientos establecidos. En cualquiera de los casos,
usted recibira una explicacién adecuada del motivo por el que se ha decidido su retirada del
estudio.

El promotor podra suspender el estudio siempre y cuando sea por alguno de los supuestos
contemplados en la legislacion vigente.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los procedimientos
del estudio que se le han expuesto. Cuando acabe su participacion recibira el mejor
tratamiento disponible y que su médico considere el mas adecuado para su enfermedad.

9. OBTENCION Y UTILIZACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS:

Su participacién en este estudio conlleva la obtencién y utilizacién de muestras biolégicas con
fines de investigacion, para lo que se observara la Ley 14/2007 de investigacion biomédica y
el Real Decreto 1716/2011, normativas que garantizan el respeto a los derechos que le
asisten.

Al firmar este documento, revisado y evaluado favorablemente por el Comité de Etica de la
Investigacion con medicamentos que ha aprobado este estudio, usted acepta que se utilicen
sus muestras para las finalidades del presente estudio.

Las muestras bioldgicas se custodiaran en el Biobanco del Instituto de Investigacién La Fe

hasta la finalizacion de este estudio, pudiendo usted revocar el consentimiento para su
almacenamiento.
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CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

Titulo del estudio:

YO, (nombre y apellidos).

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del Investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del Participante Firma del Investigador
Nombre: Nombre:
Fecha: / / Fecha: / /

Deseo que me comuniquen la informacion derivada de la investigacion que pueda ser
relevante para mi salud: [ ] Si [] No

Firma del representante Fecha: / / (Nombre, firma
y fecha de purio y letra del representante legal)

Firma del investigador: Fecha: / /

Deseo que me comuniquen la informacién derivada de las pruebas genéticas realizadas
(unicamente para aquellos estudios que incluyan este tipo de pruebas, siempre que estén
validadas y que puedan tener relevancia para la salud del paciente): [ ] Si [ ] No

Firma del representante Fecha: / / (Nombre, firma
y fecha de purio y letra del representante legal)

Firma del investigador: Fecha: / /
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CONSENTIMIENTO ORAL ANTE TESTIGOS

Titulo del estudio:

YO, (nombre y apellidos),
¢ He recibido la hoja de informacion sobre el estudio.
¢ He podido hacer preguntas sobre el estudio.
¢ He recibido suficiente informacién sobre el estudio.
¢ He sido informado por: (nombre del investigador)
¢ Recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado.

Declaro bajo mi responsabilidad que: (nombre del participante del estudio)
¢ Comprende que su participacion es voluntaria.
o Comprende que puede retirarse del estudio:
1° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.
¢ Y ha expresado libremente su conformidad para participar en el estudio.

Firma del testigo (Nombre, firma y fecha de pufio y letra) Firma del Investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: / / Fecha: / /

El paciente desea que le comuniquen la informacién derivada de la investigacion que pueda
ser relevante para su salud (si procede): [ ] Si [] No

Firma del testigo (Nombre, firma y fecha de pufio y letra) Firma del Investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: / / Fecha: / /

El paciente desea que le comuniquen la informacién derivada de las pruebas genéticas
realizadas (Unicamente para aquellos estudios que incluyan este tipo de pruebas, siempre que
estén validadas y que puedan tener relevancia para la salud del paciente): [ | Si [] No

Firma del testigo (Nombre, firma y fecha de pufio y letra) Firma del Investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: / / Fecha: / /
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CONSENTIMIENTO DEL REPRESENTANTE LEGAL
Titulo del estudio:

YO, (nombre y apellidos)
¢ He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
¢ He podido hacer preguntas sobre el estudio.
¢ He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del Investigador)

Comprendo que la participacion de (nombre del participante) €S
voluntaria.

Comprendo que (nombre del participante) puede retirarse del estudio:

1° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

En mi presencia se ha dado a (nombre del participante), toda la
informacién pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y esta de acuerdo en participar.

Recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado.

Y presto mi conformidad con que (nombre del participante) participe
en el estudio.

Firma del Representante Firma del Investigador

Nombre: Nombre:

Fecha: / / Fecha: / /

Deseo que me comuniquen la informacion derivada de la investigacion que pueda ser
relevante para mi salud: [ ] Si [] No

Firma del representante Fecha: / / (Nombre, firma
y fecha de purio y letra del representante legal)

Firma del investigador: Fecha: / /

Deseo que me comuniquen la informacién derivada de las pruebas genéticas realizadas
(unicamente para aquellos estudios que incluyan este tipo de pruebas, siempre que estén
validadas y que puedan tener relevancia para la salud del paciente): [ ] Si [ ] No

Firma del representante Fecha: / / (Nombre, firma
y fecha de purio y letra del representante legal)

Firma del investigador: Fecha: / /
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