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Neurogenetické, biochemické a kognitivni aspekty familiarni i
sporadické formy amyotrofickeé lateralni sklerozy v populaci Ceské
republiky

ABSTRAKT

Tato dizertacni prace chce upozornit na uskali diagnostiky ALS a zarovei na rizika
chybné diagndzy; déle pak zhodnotit profil genetickych variant u ¢eskych pacientii
s ALS. Tato data dosud zcela chybi a aktudlni terapeutické trendy sméiuji 1écbé,
cilené na zdklad¢ genetické etiologie. Prvnim cilem prace je zhodnotit diagnostické
parametry testil, stanovujicich hladiny lehkych (NfL) a fosforylovanych tézkych
(p-NfH) ftetézci neurofilament v likvoru a séru; obzvlasté v diferencialné
diagnosticky slozitych situacich. Vedlej$im cilem je definovat determinanty hladin
neurofilament. Druhym cilem je pilotni analyza frekvence genetickych variant
u pacienttl z CR. Vedlej$im cilem je nalézt klinické prediktory pravdépodobného
zachytu kauzalni mutace. NaSe vysledky prokazaly u pacientl s jasné vyjadienym
klinickym obrazem ALS velmi dobrou a vuci sob& srovnatelnou diagnostickou
efektivitu hladin obou fetézci neurofilament v likvoru, které tak mohou byt
vyuzity jako opora definitivni diagnozy. Na druhou stranu, varianty s neuplné
vyjadfenym fenotypem ALS, nebo s pomalou progresi jsou asociovany s nizSimi
hladinami neurofilament. Naopak u relevantnich alternativnich diagn6z (komprese
nervovych struktur) vede rozsahlé axonalni poskozeni k jejich vyrazné elevaci, coz
limituje jejich vyuziti v diagnosticky obtiznych situacich. Studie, hodnotici
zastoupeni genetickych variant u ¢eskych pacientli, prokazala nejvyssi frekvenci
hexanukleotidoveé expanze v C9orf72, tak jako v ostatnich evropskych kohortach.
Bulbarni region rozvoje, resp. komorbidni FTD jsou u sporadickych pacientl

asociovany s veétsi pravdépodobnosti detekce této varianty.
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neurofilamenta, neurogenetika, sekvenovani nové generace



Neurogenetic, biochemical and cognitive aspects of familial and
sporadic forms of amyotrophic lateral sclerosis in the Czech
population

ABSTRACT

This thesis aims to highlight the pitfalls and risks of diagnosis and misdiagnosis in
ALS and to evaluate the profile of genetic variants among Czech ALS patients.
These data are still completely lacking and current therapeutic trends are directed
towards gene-targeted treatment. The first main objective of the study is to
evaluate the diagnostic parameters of tests determining the levels of light (NfL)
and phosphorylated heavy (p-NfH) neurofilament chains in the cerebrospinal fluid
and serum; especially in clinically difficult-to-distinguish situations. A secondary
objective is to define the determinants of neurofilament levels. The second main
objective 1s a pilot study on the frequency of genetic variants among Czech
patients. A secondary objective is to find clinical predictors of a causal mutation.
Our results have shown that in patients with a typical ALS phenotype, the
diagnostic performance of both neurofilaments in the cerebrospinal fluid is very
good and comparable to each other, and, therefore, can be used to support the
diagnosis. On the other hand, variants with incomplete ALS phenotype or slow
progression are associated with lower neurofilament levels. Conversely, in relevant
alternative diagnoses (compression of nerve roots or myelon), extensive axonal
damage leads to their marked elevation, limiting their use in difficult-to-distinguish
situations. The study on genetic variants in Czech patients showed the highest
frequency of hexanucleotide repeat expansion in C9orf72, as in other European
cohorts. Bulbar region of development or comorbid FTD is associated with a

higher probability of detecting this variant in sporadic patients.

Keywords
Amyotrophic lateral sclerosis, biomarkers, C90rf72, frontotemporal dementia,

neurofilaments, neurogenetics, next-generation sequencing
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1. UVOD

1.1. Amyotroficka lateralni skler6za — ivod do problematiky

Amyotrofickd lateralni skler6za (ALS) je fatalni neurodegenerativni onemocnéni
dospélych, postihujici predominantné kortikalni motoneurony mozku a a-
motoneurony mozkového kmene a michy. Typicky se manifestuje jako fokalni,
nebolestivé oslabeni kosternich svalli €1 ztrita obratnosti, nasledn& s progresi
symptomi do sousednich, nebo 1 vzdalenych télesnych regionti. Typickym
histopatologickym nalezem jsou intracelularni, cytoplazmaticka eozinofilni Bunina
téliska a hyperfosforylované, ubikvitované agregaty transaktivniho, DNA
vazajiciho proteinu o délce 43 kDa (TDP-43); agregaty identického proteinu jsou
nalézany u ~ 50% vSech pacientl s frontotemporalni demenci (FTD) (Neumann M.
et al., 2006), coz vedlo k formulovani koncepce TDP-43 proteinopatie jako
klinicko-patologického kontinua FTD a ALS (Geser F. et al., 2009). Nezavislé
neuropsychologicke studie dokumentovaly FTD u 5-15 %, resp. kognitivni deficit
¢1 frontalni behavioralni poruchy u 20-35% pacientli s ALS (Phukan J. et al.,
2012). Morfometrické MRI studie prokéazaly u tohoto typu pacientl atrofii kortexu
1 cerebralni bilé hmoty, pfesahujici primarni motorické oblasti (Westeneng HJ. et
al., 2016). Lehké znamky dysfunkce kortikalnich, nebo spinalnich o—motoneuronii
byly nalezeny u 30% pacientii s FTD a u 12.5% pln¢ vyjadfend forma ALS (Burrel
JR.et al., 2011). S exponencidlnim narGstem noveé popsanych genetickych variant,
asociovanych s ALS, byla zaznamenana jejich schopnost, manifestovat se
odlisnymi fenotypy, resp. nozologickymi jednotkami (kromé ALS a FTD napf.
Parkinsonské syndromy, Huntingtonské fenokopie apod.), nejmarkantnéji u
hexanukleotidové expanze v genu CY9orf72 - nejCastéji detekované geneticke
pficiné ALS 1 FTD. V soucasné dob¢ tudiz ptevlada koncepce ALS jako
syndromu, nikoliv ucelené nozologické jednotky (van Es MA. et al., 2020).
Klinicky se jedna o soubor fenotypl s variabilni mirou postiZzeni kortikalnich,
bulbarnich a spindlnich a-motoneurond, pfip. spolu s kognitivnim deficitem, a

vyznamné odliSnou prognoézou pieziti. Tato heterogenita komplikuje vcasnou
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diagnozu a pravdépodobné odrazi i heterogenni patofyziologicky podklad (van ES
MA. et al., 2020). Absence jednotné etiologie poté komplikuje detailni a ucelené

pochopeni patofyziologie nemoci, a tim padem i vyvoj u¢inné 1éCby.

1.2. Epidemiologie

Incidence (1,49 az 2,76 na 100 000) a prevalence (4,8 az 9,62 na 100 000)
onemocnéni je nejvyssi v populacich evropského ptvodu; incidence onemocnéni
plynule nartstd az do 8. dekady s maximem v 7. dekadé¢ (Xu L. et al., 2020).
Podkladem pro geografickou variabilitu v distribuci incidence a prevalence je
pravdépodobné odlisné genetické pozadi a oekavana délka doziti mezi regiony
(Riggs JE. et al., 1990). Muzi jsou mirn¢ castéji postizeni, nez Zeny — 1,3: 1,
pravdépodobné vlivem pohlavnich hormoni (protektivni efekt estrogenu), resp.
vysSi expozice exogennim noxam, popr. VySsi frekvence

repetitivniho traumatického poskozeni mozku u muzii (Zamani A. et al., 2024).

1.3. Etiopatogeneze

Obecny koncept predstavuje patogenezi ALS jako multifaktoridlni interakci mezi
genetickou predispozici a environmentalnimi faktory, plisobicimi v pribéhu Zivota
postizeného jedince (Al-Chalabi A. a Hardiman O., 2013; Vasta R. et al., 2022).
Tuto hypotézu podporuje validovany, Sestistupniovy model patogeneze ALS (Chio
A. et al., 2018). Se stéle se rozsifujicim poznanim genti, asociovanych s ALS, byla
formulovana hypotéza kontinualniho spektra genetickych variant, od nizce-
rizikovych, po vysoce penetrantni, kauzalni mutace (Al-Chalabi A. et al., 2017).
Varianty v nizce-rizikovych genech ptedstavuji naptf. pouze jeden obecny
patogenni stupenn (Vasta R. et al., 2022); 1 vysoce penetrantni mutace ovSem
pravdépodobné vyzaduji interakci s exogennimi faktory pro rozvoj onemocnéni
(Chi6 A. et al, 2018). Environmentalni toxiny, popf. exogenni inzulty
pravdépodobné piisobi na Grovni epigenetickych interakci, ale iroven dikaz( neni
vysoka a epidemiologické studie vykazuji fadu metodologickych problému (Vasta
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R. et al., 2022). Kli¢ovym faktorem je starnuti - celularni mechanismy, narusené

pii procesu starnuti, jsou zdsadni 1 v patofyziologii ALS (Jagaraj CJ. et al., 2024).

1.3.1. Genetické faktory

Genetické pozadi amyotrofické laterdlni sklerdézy je komplexni a stile ne Uplné
objasnéné (Cooper-Knock J. et al., 2021). Heritabilita (mira genetického vlivu na
riziko rozvoje onemocnéni) je odhadovana na 43 — 61 % (Al-Chalabi A. et al.,
2010). Krom¢ monogenni dédi¢nosti je pro rozvoj nemoci pravdépodobné
vyznamna 1 oligo- a polygenni dédi¢nost (Goutman SA. et al., 2022). Kauzalni
asociace s ALS byla dosud prokazana u vice nez 30 genl (Cooper-Knock J et al.,
2021). V evropskych populacich se na patogenezi u asi 48 % familiarnich (fALS) a
zaroven az 11 % sporadickych ptipadl ALS (sALS) podili mutace v Sesti hlavnich
genech (Zhou J. et al., 2017, van Daele SH. et al., 2023). Nejcastéji jde o
hexanukleotidovou expanzi v genu C9orf72 (30% fALS, 6% sALS, 25% FTD) a
poté mutace v genech SODI1, TARDBP, FUS, TBK1 a OPTN. Varianty v ostatnich
asociovanych genech jsou zachyceny u cca 3% pacientli (van Daele SH. et al.,
2023). Expanze v C9orf72 se Casto klinicky manifestuje se zna¢nou fenotypovou
variabilitou 1 vramci jednotlivych rodin (Van Langenhove T. et al., 2012).
Jednotlivé geny, resp. individudlni varianty se vyznamné lisi svoji penetranci, ktera
miize byt vékové vazana (manifestace az ve stari) (Murphy NA. et al., 2017).
Déleni na ,familiarni* (dva a vice postizenych rodinnych pfislusniki) nebo
,sporadicke® formy (ojedinély vyskyt v ramci rodiny) miize byt tim padem
nepfesné¢ (variabilni penetrance, umrti predkll pfed veékem manifestace
onemocnéni). Kazdd varianta genu, nalezend u familidrnich forem ALS, byla
prokazana zaroven u pacienti bez zjevné rodinné anamnézy a fenotyp 1 histologie
jsou u obou forem velmi podobné (Shatunov A. a Al-Chalabi A., 2021).
Oligogenni forma dédicnosti (nutna interakce dvou a vice rizikovych genovych
variant pro rozvoj ALS) byla dokumentovana na rozsdhlém souboru pacientli u

pouze cca 3% sALS (van Daele SH. et al., 2023). Polygenni rizika (synergie
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mnoha variant malého efektu) se podili na heritabilité nemoci ze cca. 3,5 % (van
Rheenen W. et al., 2016). Jde o intenzivn€ zkoumanou problematiku, néktefi autoti
argumentuji pro pravdépodobné vyznamné vyssi vliv polygennich rizik (Cooper-
Knock J. et al., 2021).

Ackoliv frekvence a zastoupeni genovych variant vykazuje znacnou geografickou
a mezi-etnickou variabilitu (Abecasis GR. et al., 2012), zastoupeni genetickych

variant u fALS a sALS v populaci CR dosud nebylo systematicky zkouméno.

1.4. Klinicka prezentace a diagnostické moZnosti

1.4.1. Klinicky obraz

ALS se nejcastéji manifestuje kombinaci fokalniho postizeni kortikalniho
motoneuronu (kortikospinalni drahy) spolu slézi spinalnich (bulbarnich) a-
motoneurond, s naslednou progresi do dalSich regionii (bulbarni, cervikalni,
torakalni a lumbosakralni) (Brooks BR. et al., 2000). Vyskyt 1éze kortikélnich,
nebo spindlnich (bulbarnich) o-motoneuroni determinuje néckolik klinickych
variant ALS s odliSnou prognézou 1 akcentaci vyjadienych symptomi (Izenberg
A., 2023). Tato heterogenita komplikuje sprdvnou diagnézu, protoze kromée
sérioveho klinického, resp. EMG vySetfeni neni Zadny diagnosticky test dostatecné
spolehlivy jakoZzto ,zlaty standard®“. Diagnostickd prodleva ¢inni 12 mésicl; k
chybné¢ stanovené diagnoze dochdzi v inicidlni fazi nemoci u 30 az 60 % pacientil
(Richards D. et al., 2020) a az u 13 % vede k nespravné indikovanym opera¢nim
vykoniim (Srinivasan J et al., 2006), popt. k aplikaci nakladnych a potencialné
rizikovych 1éCiv. Diagnostickd nejistota tak vede k zatézi jak zdravotniho systému,
tak pacienta (Galvin M. et al., 2017). Volba vhodnych diagnostickych testli
k exkluzi alternativnich diagndz zavisi na variant¢ ALS (viz dale). Diagnosticka
kritéria byla za poslednich 30 let opakované revidovana; nejaktualnéjsi jsou tzv.
Gold Coast kritéria zr. 2020, dosahujici proti pfedchozim kritériim lepsi

senzitivitu a specificitu praveé pro varianty ALS (Hannaford A. et al., 2021).
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Klasicka forma ALS se prezentuje kombinaci amyotrofie (denervac¢ni atrofie a
svalova slabost) a lateralni sklerdzy (degenerace kortikospindlniho traktu v
lateralnich sloupcich michy), projevujici se hyperreflexii, deliberaci primitivnich
reflexii a spasticitou. Tato forma postihuje asi 55-60 % pacientii s ALS (Marin B.
et al., 2016). Amyotrofii Casto predchéazi generalizované fascikulace. Kli¢ovou
alternativni diagnézou byva spondylogenni cervikalni myelopatie s obdobnym
vékovym vrcholem incidence, jako ALS (Cellura E. et al., 2012). Variabilng rychla
progrese vede k obrazu generalizovanych, ale asymetricky vyjadfenych deficiti,
finaln€ 1 s postizenim ventilacnich svalli. Median preziti ¢ini 2-3 let od prvnich
projevil, do 5 let zemie 80-90 % pacientli (Chio A. et al., 2011). Fokus rozvoje
miZze byt 1 v bulbarnim regionu, projevem je dysartrie a spiSe s odstupem i
dysfagie. Bulbarni postiZzeni piedstavuje neptiznivy prognosticky faktor, stejné
jako vys§i v€k a dynamika (rychlost) progrese (Westeneng HIJ. et al., 2018).
Varianta s izolovanymi projevy léze spindlniho a-motoneuronu, oznacovana jako
progresivni svalova atrofie (PMA), vykazuje pomalejsi progresi (45 % pieziva > 5
let) (Visser J. et al., 2007). PMA je dulezit¢ odliSit od klinicky podobnych
jednotek, jako napt. léCitelnd multifokdlni motoricka neuropatie, autozomalné
recesivni spinalni muskularni atrofii s pozdnim néastupem — SMA typ 4, popt. X-
vazana, spino-bulbarni muskularni atrofie (Kennedyho nemoc).

U 2-4 % pacientl s izolovanymi projevy kortikospindlni 1éze (po dobu min. 4 let
trvani) hovofime o primarni laterdlni skleroze (PLS). Preziti je nejdelsi ze vSech
podtypll (u 70 % > 10 let) (Chié A. et al., 2011). Dtlezité je odlisit hereditarni
spastickou paraplegii, primarné progresivni sclerosis multiplex ¢i hypovitamin6ézu
B12 (van Es MA. et al., 2017).

U 5-15 % pacientti s ALS je soucasné pfitomna FTD; u ~ 50 % kognitivni nebo
behaviordlni symptomy, nejCastéji apatie, ztrata sympatie ¢i empatie, sniZeni
verbalni fluence, poruchu fatickych a exekutivnich funkci a socidlni kognice (van
Es MA. et al., 2017). Exekutivni dysfunkce ptfedstavuje neptiznivy prognosticky
faktor (Elamin M. et al., 2013). Kognitivni poruchy se vyskytuji ¢astéjs$i u forem,
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podminénych mutacemi v relevantnich genech (typicky C9orf72) (Chio A. et al.,
2012).

1.4.2. Biomarkery

Biomarkery jsou objektivni, in vivo kvantifikovatelny produkt urcitého
biologického procesu (Biomarkers Definitions Working Group, 2001); podle ucelu
je lze delit na diagnostické, prognostické, resp.farmakodynamické; podle modality

na biochemické (z télesnych tekutin), zobrazovaci ¢i neurofyziologické.

1.4.2.1. Biochemické markery

Dosud jediny etablovany diagnosticky a prognosticky biochemicky marker u ALS
predstavuji lehke (NfL) a fosforylované tézké (p-NfH) fetézce neurofilament
(Shahim P. et al., 2024). Tyto cytoskeletalni proteiny, exprimované v silnych,
myelinizovanych axonech, jsou ovSem nespecifickym produktem obecné
axonopatie (Witzel S. et al., 2022); elevace jejich hladin v likvoru 1 v krvi provazi
fadu dalSich patologii CNS (Bridel C. et al.,, 2019). Hladina NfL v likvoru
vyznamng pozitivné koreluje s rychlosti progrese ALS (Dreger M. et al., 2022).
Ackoliv jejich hladina v likvoru Iépe odrazi patofyziologii onemocnéni, hladiny p-
NfH i NfL v séru se jevi, z hlediska opakovaného odbéru, jako vhodnéjsi marker
terapeutické odpovédi (Benatar M. et al., 2018).

Detekce aberatniho proteinu TDP-43 predstavuje hypoteticky idealni, vysoce
specificky biomarker. Dosavadni snahy o in vivo detekci a kvantifikaci aberantniho
TDP-43 pomoci cilenych protilatek, resp. diskriminacni schopnost téchto testt,
dosud nevedla k presvéd¢ivym vysledktim (Cordts 1. et al., 2023). Dan¢ protilatky
pravdépodobn€ nereflektuji  patofyziologii onemocnéni. Stale tedy chybi
spolehliva, validovana metoda detekce TDP-43 (Cordts 1. et al., 2023).

Pro formy nemoci, podminéné mutacemi v SODI/ genu piedstavuje potencialné

vysoce specificky farmakodynamicky marker hladina jeho mRNA, resp. SODI1
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proteinu. (Miller T. et al., 2020). Analogii je detekce proteinli s dipeptidovymi
repeticemi pro formy, podminéné HRE v genu C9orf72 (Wilson KM. et al., 2022).

1.4.2.2. Zobrazovaci vysetieni

Absence signalovych zmén v T2 sekvencich, resp. atrofie v T1 sekvencich
v rutinnim MRI vySetfeni neumoziiuje jeji vyuZiti jako diagnostického biomarkeru
nemoci. Techniky voxel-based morfometrie, resp. DTI (diffuse-tensor imaging)
detekuji signifikantné¢ vétsi regiondlni kortikélni atrofii u pacientii s ALS proti
kontrolam (Reyes-Leiva D. et al.,, 2022). Hypometabolismus frontdlnich a
premotorickych oblasti u pacientli s ALS detekuje pozitronovd emisni tomografie
(PET) s vyuzitim 18 — fluorodeoxyglukozy; metoda ale nebyla nezavislymi
studiemi validovdna (Agosta F. et al., 2018). PET v kombinaci s ligandem,
afinitnim k fosforylovanému TDP-43 (jako hypoteticky specificky marker) dosud
nebyl vyvinut.

1.4.2.3. Neurofyziologické biomarkery

Kortikdlni hyperexcitabilita, stanovena pomoci transkranidlni magnetické
stimulace vykazuje dobrou diagnostickou senzitivitu a specificitu, resp. pozitivni
korelaci s dalSi progresi onemocnéni (Menon P. et al., 2020). Kvantitativni
elektrofyziologicka metoda MUNIX (Motor Unit Number Index — index poctu
motorickych jednotek) predikuje ztratu spindlnich motoneuronli a jevi se jako
perspektivni prognosticky a potencialng 1 farmakodynamicky biomarker (Neuwirth

C.etal., 2017).
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2. CILE PRACE A HYPOTEZY

Cilem naSi prace je jednak upozornit na moznosti a zdroveil na uskali
diagnostického procesu, hlavné u atypickych nebo Casnych forem ALS; jednak
realizovat pilotni analyzu profilu genetickych variant, zastoupenych v Ceské
populaci, protoZe tato data dosud nejsou k dispozici. Prvnim cilem je tak kriticky
zhodnotit moznost implementace vySetfovani likvorovych a sérovych biomarkeri
k usnadnéni diagndzy; dalSim cilem je pomoci molekuldrn¢ genetického vySetfeni
stanovit frekvence variant v genech, asociovanych s onemocnénim. VedlejSim
cilem je definovat potencialni klinické prediktory detekce kauzalnich mutaci.
Vyslednym zédmérem je zavedeni obou metodik do klinické praxe

specializovanych center.

2.1. Vyuziti neurofilament jako biomarkeri u ALS

Chybna diagnoza je v inicidlnich stadiich onemocnéni relativné ¢asta (kompresivni
radikulopatie nebo myelopatie; fada alternativnich diagnéz u varianty PMA) a
miize mit vazné disledky (13% podstoupi chirurgickou lécbu z chybné indikace,
s rizikem akcelerace progrese nemoci) (Srinivasan J. et al., 2006; Pinto S. et al.,
2014). Signifikantni elevace lehkych (NfL) a fosforylovanych tézkych tetézcii (p-
NfH) neurofilament v likvoru 1 v krvi u pacienti s ALS vedla k jejich vyuZiti jako
diagnostického, prognostického 1 farmakodynamického biomarkeru (Poesen K. a
Van Damme P., 2019). U kompresivnich myelo- a/nebo radikulopatii ale byla
rovnéZz dokumentovana vyznamna elevace neurofilament (Ohya J. et al., 2015) a
naopak u PMA byly pozorovany signifikantné¢ niz$i hladiny oproti ostatnim
variantam ALS (Gaiani A. et al., 2017). Diskrimina¢ni schopnost neurofilament
v téchto diferencialné diagnosticky slozitych situacich (odliSeni od kompresivnich
myelo-/radikulopati; varianty s fenotypem PMA) dosud nebyla systematicky
zhodnocena. Hypotéza: hladiny NfL v likvoru a p-NfH v likvoru 1 v séru Ize vyuZit

jako diagnosticky biomarker 1 v pfipad¢ odliSeni ALS od kompresivnich myelo-
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/radikulopatii a k odliSeni fenotypu PMA od relevantnich alternativnich jednotek.
Hlavnimi cili prace bylo zhodnotit, zda je diagnosticka sila elevace hladiny
neurofilament dostate¢na k odliSeni klinicky obtizné diferencovatelnych jednotek.
Vedlejsimi cili bylo zhodnotit prognosticky vyznam a nalézt faktory, determinujici

elevaci hladin neurofilament.

2.2. Profil genetickych mutaci u pacientii se sALS i fALS

V soucasné dobé¢ je definovano vice nez 30 genil, jejichZ patogenni mutace jsou
kauzaln€ asociovany srozvojem ALS, nejcastéji s autozomalné¢ dominantni
formou dédi¢nosti (Cooper-Knock J. et al., 2021). Ackoliv familidrni formy
(fALS) ptedstavuji jen 5—10 % ptipadii (Shatunov A. a Al-Chalabi A., 2021), 11%
pacientll bez rodinné anamnézy nese mutace v identickych genech, jako u fALS,
nejCastéji expanzi hexanukleotidovych repetic (G4C,. HRE) v prvnim intronu genu
C9orf72 (Van Daele SH. et al., 2023), ovSem s variabilni frekvenci vyskytu mezi
evropskymi etniky (Zou ZY. et al., 2017). Dalsi frekventn¢ zastoupené geny jsou
FUS, SOD1, TARDBP, resp. TBK1 (Van Daele SH. et al., 2023). Data, analyzujici
vyskyt a proporci jednotlivych mutaci u fALS 1 sALS pacientli, pochazeji z
evropskych etnik s odlidnym genetickym ptvodem ve srovnani s populaci Ceské
republiky; pro ¢eskou populaci tato data dosud zcela chybi. Zastoupeni vzacnych
variant v genech je pfitom mezi rliznymi populacemi vyznamné heterogenni, se
znaCnou geografickou variabilitou (Abecasis GR. et al.,, 2012). Hypotéza:
genetickd skladba kauzalnich mutaci v genech, asociovanych s ALS, muize byt
v populaci CR specificka, jak pro frekvenci HRE v C9orf72, tak vzacnych variant
v dalSich genech. Cilem naSi prace bylo zmapovat zastoupeni jednotlivych variant
v detailn¢ popsané kohorté pacientll s familiarni 1 sporadickou formou ALS a
zaroven definovat potencidlni klinické prediktory kauzalnich mutaci. S ohledem na
rychly vyvoj na poli terapii, specificky cilenych na kauzalni mutace v jednotlivych

genech, se jedna o data, jejichz klinicky vyznam bude v budoucnosti zcela zasadni.
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3. SOUBOR A METODIKA

3.1. Vyuziti neurofilament jako biomarkeri u ALS

Do této retrospektivni, prafezové studie bylo zafazeno souhrnné 164 pacientil, u
kterych byl v letech 2012 az 2019 na Neurologické klinice 2. Lékaiské fakulty UK
a FN Motol proveden odbér likvoru v rdmci rutinniho diagnostického procesu a
jeho nasledna archivace. Z toho bylo 71 pacientli s diagn6zou ALS, nebo jejich
variant, v souladu s nadvrhem revize El Escorial kritérii z roku 2015 (Ludolph A. et
al., 2015), umoziujici zatazeni 1 pacientd s prikazem pouze izolovaného postizeni
spinalniho a-motoneuronu ve dvou a vice regionech, v souladu se zakladni
hypotézou studie. Zhodnotili jsme i1 podil pacientii se soub&Znym vyskytem
frontotemporalni demence v souladu diagnostickymi kritérii dle Stronga z r. 2009
(Strong MI. et al., 2009).

Ze zaznaml ze zdravotnické dokumentace jsme urcili region inicidlni manifestace
(bulbarni, spinalni) a dle dokumentovaného objektivniho neurologického, resp.
EMG nalezu byli pacienti kategorizovani do jedné ze tfi podskupin: ALS-SMN
(izolované léze spindlniho a-motoneuron; n = 15), ALS-klasicka (kortikéalni a
spinalni a-motoneuronu v min. jednom regionu; n = 36) a ALS-bulbarni (inicidlni
1éze bulbarniho a-motoneuronu a/nebo kortikobulbarni drahy; n = 20).

Déle byl soubor pacienti s ALS rozdélen podle ne-/pfitomnosti radiologického
nalezu, suspektniho zkomprese radixii, nebo michy. Kritéria suspektniho
radiologického nalezu (MRI) byla stanovena jako (1) spondylogenni cervikalni
myelopatie (2) index cervikdlni komprese (CCI) stupeni 3 (Lee SH. et al., 2010)

(3) nalez foraminosten6zy ve > 2 etazich, korespondujicich s distribuci
neurologického deficitu (4) prafezovad plocha duralniho vaku < 100 mm?
(Schonstrom N. a Willén J., 2001). Diagnéza ALS byla stanovena na zéakladé
peclive korelace elektrofyziologickych a radiologickych nalezil, resp. klinického
pritkazu progrese motorickych deficiti mimo regiony dokumentované komprese.
Skupina ALS pacientl se suspektnim radiologickym ndlezem byla oznafena jako
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ALS-komprese (n = 18). U zbylych pacient souboru nebyla naplnéna kritéria
suspektniho radiologického nalezu (ALS-non-komprese, n = 53).

U vSech pacientd bylo stanoveno skore na klinimetrické Skale ALSFRS-R v Case
odbéru likvoru a rovnéz doba (v mésicich) od prvni manifestace do lumbalni
punkce. Rychlost progrese deficitii byla kalkulovdna pomoci tzv. AFS skore
(Kimura F. et al., 2006); nasledné byl soubor rozdé€len na pomalé (AFS < 0,3, tzn.
25. percentil; n = 20), stfedn¢ rychlé - intermediarni (AFS v rozmezi hodnot 0,3 —
1; n =30) a rychlé progresory (AFS > 1; 75 percentil v souboru ALS; n = 21).
Zbylych 93 pacientl celého souboru mélo jinou findlni diagnézu nez ALS. Prvni
kohortu tvofili pacienti se spondylogenni cervikdlni myelopatii (akutni 1 chronické
formy), pluriradikulopatii v disledku lumbalni spinalni stendzy nebo vice-etazové
foraminostendzy, nebo pacienti s monoradikularni 1ézi v dasledku disko- nebo
spondylogenni komprese (n = 30). Zdravotnicka dokumentace u kazdého z téchto
pacientii po dobu minimalné jednoho roku od lumbalni punkce vylu¢ovala rozvoj
novych motorickych deficitd, suspektnich z ALS. Dalsi kohortou byly

neurologické kontroly (n = 63), s postiZzenim periferniho nervového systému v

diasledku nékolika rhznych etiologickych jednotek — chronické zanétlivé
demyeliniza¢ni polyneuropatie (n = 23), chronické axondlni idiopatické
polyneuropatie (n = 19), polyneuropatického syndromu v disledku presné

definované¢ etiologie (naptf. diabetickd polyneuropatie, paraproteinemicka
polyneuropatie, aj.; n = 6), myasthenia gravis (n = 5), myopatie (n = 4), resp.

funk¢ni poruchy hybnosti (n = 6) (Tab. 5).

U vsech pacientli (71 pacientli s ALS a 93 pacientil s ostatnimi diagndézami) byl
vySetien likvor ke kvantifikaci hladin p-NfH a NfL; u 62 pacienti s ALS a dalSich
62 pacientll s ostatnimi diagnézami (26 pacienti s myelo-/radikulopatii a 36
neurologickych kontrol) byla provedena rovnéZ kvantifikace hladin p-NfH v séru.
Hladiny obou Nf v likvoru a p-NfH v séru byly stanoveny komeréné dostupnymi
ELISA soupravami, certifikovanymi pro in vitro diagnostiku (pro NfL: kit No. 10-
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7001 CE od UmanDiagnostics AB; pro p-NfH kit No. EQ 6561-9601, resp. EQ
6562-9601 od Euroimmun AG) v souladu s instrukcemi vyrobce. Likvor 1 parovy
vzorek séra byly odebrany standardni procedurou lumbalni punkce/venepunkce,
nasledné centrifugovany, rozdéleny na alikvoty a nésledné v intervalu maximalné
do dvou hodin od odbéru hluboce zmraZeny na teplotu —80°C. Pti této teploté byly
vzorky uchovéany az do provedeni vysetfeni ELISA soupravou. V likvoru byla u

vSech vzorki stanovena celulizace, koncentrace albuminu a celkové bilkoviny.

Statistickd analyza a tvorba tabulek byla provedena pomoci IBM SPSS Statistics
28 a konstrukce ROC kiivek pomoci R 4.2 (pROC a ROCit balicky) softwaru. Pro
neparametricky rozloZzena data byl pouzit Kruskal-Wallisiv test, s post-hoc
analyzou pomoci oboustranného Mann-Whitney U testu v piipadé statisticky
vyznamného rozdilu, s Bonferonniho korekci pro viceCetna srovnani.
Demografické¢ a klinickeé udaje byly zhodnoceny jako kovarianty modelem
mnohondsobné linedrni regrese. Kategorické proménné byly porovnany
Pearsonovym chi-kvadrat testem nebo Fischerovym exaktnim testem (u rozdilng
velkych soubory, nebo <5 ¢lenli v jedné kategorii). Korelani analyza dat byla
realizovana pomoci Kendallova korela¢niho testu (pro casty vyskyt hodnot
stejn¢ho, tzv. ,,svazaného poradi® a maly datovy soubor). Diagnosticka sila p-NfH
(v likvoru 1 v séru) a NfL byla stanovena kalkulaci plochy pod kiivkou (AUC —
area under the curve) na zaklad€ konstrukce kiivek ROC (reciever operating
characteristics) analyzy. Diagnosticka mez byla stanovena podle 3 nezavislych
kritérii: (1) nejvyssi hodnota Youdenova J-indexu; (2) pro cilovou senzitivitu 90 %
(screening); (3) pro cilovou specificitu 90 % (konfirmacni test). Nasledné byly
kalkulovany hodnoty senzitivity, specificity, pozitivni a negativni prediktivni

hodnoty vcetné jejich 95 % intervalil spolehlivosti (IS).
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3.2. Profil genetickych mutaci u pacienti se sALS i fALS

Do této prafezové studie jsme zafadili 88 Ceskych pacientl; u 9 se jednalo o
familiarni (fALS, vyskyt u alespon jednoho dal$iho pfimého ptibuzeného), u 79 o
sporadickou formu nemoci (SALS). Zatazeni byli pacienti z Neurologické kliniky
2. LF Univerzity Karlovy a FN Motol, Praha (n = 71) a Neurologické kliniky FN
Brno a Masarykovy Univerzity Brno (n = 17). Diagnéza ALS byla stanovena po
exkluzi alternativnich diagndézy v souladu s kritérii z roku 2015 (Ludolph A. et al.,
2015). Diagndéza frontotemporalni demence byla stanovena v souladu s
diagnostickymi kritérii dle Stronga z r. 2009 (Strong MJ. et al., 2009). U vSech
pacientll jsme urCili demografické ukazatele (vék, pohlavi) a klinicky fenotyp
(region prvnich projevi - spindlni, bulbarni, FTD). Studie sestaval ze dvou kohort
pacientl: prvni, s prospektivnim naborem mezi 2015 aZ 2020 na Neurologicke
klinice 2.LF UK a FN Motol (n =52); molekularn¢ genetické vySetfeni v laboratoti
Ustavu 1ékatské genetiky a biologie 2. LF UK a FN Motol, Praha. Druha kohorta
byla retrospektivni (n = 36; 19 FN Motol; 17 FN Brno); molekuldrn¢ genetické
vySetfeni bylo indikovano v rdmci rutinni klinické konzultace (fALS, vék <45 let
pii rozvoji ALS, komorbidni FTD). Analyza vSech vzorkid druhé kohorty probéhla
v laboratofi Centra molekularni biologie a genetiky, Interni hematoonkologické

kliniky FN Brno a Masarykovy Univerzity.

DNA izolace, analyza DNA k detekci HRE v genu CYorf72, resp. ptipravy DNA
knihoven, zpracovani dat a anotace DNA sekvenci se mezi obéma laboratofemi
lisily. Finalni zhodnoceni patogenicity detekovanych variant bylo realizovano
podle identickych kritérii. Geny, asociované s patogenezi ALS, resp. typ jejich
dédicnosti byly pfevzaty z databdze expertniho panelu Genomics England Panel
App v.1.69 (http://panelapp.genomicsengland.co.uk/panels/263/) a databaze
GeneReview (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 1450/) (Tab. 1).

V prospektivni kohorté byla genomova DNA ziskdna z periferni krve soupravou
Gentra Puregen Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Délka HRE v G4C;
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v C9orf72 (expanze >60 G4C,) byla zhodnocena pomoci repeat-primed PCR
metody dle Delesus-Hernandesové (Delesus-Hernandez M. et al.,, 2011) a
nasledné kapilarni elektroforézy v DNA analyzatoru ABI3730. Poté byl u kazdého
vzorku sekvenovan klinicky, nebo cely exom (HiSeq 2500 nebo NovaSeq 6000,
[llumina, USA; sekvenacni chemie HiSeq Rapid Cluster kit v2 a Rapid SDS Kit
v.2, nebo NovaSeq 6000 S1 Reagent Kit v1.5). DNA knihovny byly pfipraveny
pomoci tii odlisnych souprav, podle aktualni dostupnosti v laboratofi (1. TruSight
One kit, [llumina Inc, San Diego, CA, USA, n =18 vzorkt; 2. SureSelect Focused
Exome kit, Agilent, Santa Clara, CA, USA, n = 22 vzorkl; 3. SeqCap EZ
MedExome kit, Roche, Madison, WI, USA, n = 12). Data ve formatu fastq byla po
kontrole kvality ¢teni mapovana na referenc¢ni sekvenci lidského genomu
hgl9/GRCh37 (Novoalign v4.02.03 nebo BWA v4.02.03) v souladu
s doporu¢enim dle GATK (Genome Analysis Toolkit). Konverze formati (SAM
do BAM) a vytazeni duplicit probéhlo v softwaru Picard Tools. Nastroj GATK 3.8
byl pouzit pro lokdlni alignment (pfifazeni) kolem indelli, rekalibraci bazi,
rekalibraci variant a genotypizaci. Analyza variability poctu kopii nebyla
v prospektivni kohorté provadéna. Anotaci variant realizoval software SnfEff4.3T

a Ensembl v.75; protfidéné tidaje byly zaneseny do databaze GEMINI (0.30.2).

V retrospektivni kohorté byla genomova DNA izolovana z leukocytii periferni krve
standardni vysolovaci metodou. HRE v C90rf72 byla zhodnocena pomoci
certifikované sestavy AmplideX ® PCR/CE C9orf72 Kit (Asuragen, USA)
v souladu s instrukcemi vyrobce. K identifikaci genovych variant byla vyuzita
souprava KAPA HyperChoice (Roche, USA) s ndslednym sekvenovanim na
piistroji NextSeq 500 (Illumina, USA) s chemii NSQ 500/550 Mid Output KT
v2.5. Individualni sekvence DNA byly sefazeny podle referenéni humdanni
genomove sekvence hgl9/GRCh37 a varianty byly vyvolany za vyuziti software
CLC Genomics Workbench (QIAGEN). Analyza byla navrZzena k detekcei kratkych

variant i rozsdhlych deleci a duplikaci pomoci zhodnoceni variability poctu kopii.
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V obou kohortach byly vylou€eny varianty s frekvenci: (1) > 0,1% v databéazi The
Genome Aggregation Database (gnomAD v2.1) (2) > 0,5% v Ceské databézi
genetickych variant (3) intronové a synonymni varianty (4) pravdépodobné-
/benigni v databdzi ClinVar (23/05/2023). Zbylé varianty byly srovnany s ClinVar,
Human Gene Mutation Database (HGMD Professional 2023.4), gnomAD a
dalsimi populacnimi databdzemi (dbSNP 156 a 1000 Genomes) k rozsiteni
informaci. Jednotlivé varianty byly klasifikovany v souladu s kritérii American
Colege of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (Richards S. et al., 2015),
pomoci  softwaru  Alamut Visual Plusv.7.1 a nastroji  VarSome

(https://varsome.com) a Franklin (https://franklin.genoox.com); zohlednéno bylo 1

skore prediktivnich nastroji pro missense varianty (PolyPhen-2, SIFT a CADD),
resp. pro sestithové varianty (SpliceAl) (Alamut; The Varsome; Franklin).
Rozhodujici pro finalni klasifikaci varianty byla kritéria ACMG, typ dédi¢nosti a
vyznam konkrétniho genu pro patogenezi ALS. Ziskané udaje byly kontrolné
ovéfeny a srovnany s udaji z expertniho panelu (www.clinicalgenome.org) a
z dostupné literatury. VSechny kauzalni varianty byly konfirmovany Sangerovym
sekvenovanim pomoci soupravy BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit na

ptistroji ABI 3130xI Genetic Analyzer (oba Applied Biosystems, USA).

Asociace klinickych, resp. demografickych znakt s frekvenci zachytu kauzalnich
variant byla zhodnocena oboustrannym Fisherovym exaktnim testem, s irovni

vyznamnosti p < 0,05.

Tab. 1 Vybrané geny, asociované s ALS, vySetfené v naSem souboru

ALS2, ANG, ANXA11, AR, C9orf72, CHCHDI10* CHMP2B, DAO** DCTNI,
ERBB4, FIG4, FUS, HNRNPAI, KIF54, MAPT, MATR3, NEFH, NEK1, OPTN,
PFENI, SCFDI1** SETX, SIGMARI, SLC52A42, SLC52A43, SOD1, SPAST, SPG11,
SOSTM1, TARDBP, TBK1,TUBA4A* UBQLN2, UNCI3A4* VAPB, VCP

Geny, které nebyly pokryty ve vSech jednotlivych soupravach pro piipravu DNA knihoven
(soupravy neobsahovaly sondy pro dany konkrétni gen) a tedy nebyly analyzovany jsou
oznaceny * — nebyly analyzovany v soupravach TrusightOne a Focus Exome ** — nebyly
analyzovany v soupravach TrusightOne, Focus Exome ani KAPA HyperChoice
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4. VYSLEDKY

4.1. Vyuziti neurofilament jako biomarkert u ALS

Hladiny p-NfH v likvoru i séru, resp. NfL v likvoru byly signifikantné vyssi u
kohorty ALS, nez u myelo-/radikulopatii, resp. neurologickych kontrol (p < 0,001
obé Nf vlikvoru, p = 0,038 p-NfH v séru). Kohorta myelo-/radikulopatii
vykazovala vy$si hladiny NfL (p <0,001) i p-NfH v likvoru (p = 0,003) proti
neurologickym kontroldm. Model mnohonasobné linedrni regrese konfirmoval
v celé studijni populaci (n = 164) signifikantni efekt v€ku (nartist s vékem) a také
pohlavi (vy$si u muzil) na hladiny NfL a p-NfH v likvoru (p <0,001 pro p-NfH 1
NfL i pro ob& kovarianty), ovS§em pouze pro ob& kontrolni kohorty, nikoliv u ALS
(p = 0,654; p = 0,223). U myelo-/radikulopatii jsme pozorovali nejvyssi hladiny p-
NfH a NfL vlikvoru u akutnich (2185, resp. 4895 pg/ml), nejnizsi pak u
chronickych myelopatii (261, resp. 550 pg/ml) (vSechna srovnani p <0,001).
Skupina ALS-komprese (n = 18) méla nizsi hladiny NfL (p = 0,049), ale nikoliv p-
NfH v likvoru, resp. ani v séru proti ostatnim ALS (n =53), resp. vyssi hladiny NfL
(p = 0,048) a rovnéz p-NfH v likvoru (p = 0,007) (Obr. 1), ale ne p-NfH v séru (p =
0,164) proti myelo-/radikulopatiim. Podskupina ALS-SMN méla signifikantné
niz§i hladiny NfL 1 p-NfH v likvoru nez ALS-spinalni (p = 0,003; 0,008) resp. pro
NfL i nez ALS-B (p = 0,003), ale ne pro p-NfH (p = 0,027, NS po Bonferroniho
korekei) (Obr. 2). Hladiny p-NfH v séru se nelisily (p = 0,347). V podskupiné
ALS-SMN byly vyznamné niz$i hladiny NfLL (p = 0,002) a p-NfH (p = 0,008)
v likvoru pozorovany u pacientll s pomalou progresi (AFS < 0,03, n = 8) oproti
zbytku ALS-SMN (n = 7). U 8 (jinych) pacientl doslo v dal§im pribéhu nemoci
k manifestaci postizeni kortikospindlni drahy; u téchto pacientli nebyl pozorovan
rozdil v hladinach p-NfH (p = 0,95), resp. NfL (p = 0,68) v likvoru oproti zbytku
ALS-SMN. Hladina NfL a p-NfH v likvoru byla u ALS-SMN vys$i, nez u
neurologickych kontrol (p <0,001), ale nikoliv nez u kohorty myelo-/radikulopatii
(p=0,178; p=0,393).
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V pohledu kritéria rychlosti progrese vykazovali rychli progresofi nejvyssi a
pomali progresoii nejniz§i hladiny NfL (p < 0,001) resp. p-NfH v likvoru (p =
0,002); pro p-NfH v séru nebyl mezi podskupinami rozdil (p = 0,054).

Hladiny NfL a p-NfH v likvoru vyznamné, silné a pozitivn¢ korelovaly v celém
souboru (1, = 0,684; p = 0). Hladiny p-NfH v likvoru a séru rovnéz korelovaly silné
v celém souboru (1, = 0,357; p = 0), ale vyznamné mén¢, proti korelaci mezi p-
NfH a NfL v likvoru. Hladiny NfL v likvoru vyznamné siln€ korelovaly s rychlosti
progrese (A FS) (1, = 0,390); resp. vyznamn¢ negativné, stiedné siln¢ s délkou
preziti (1, = -0,285). Mezi A FS a délkou pfieziti byla prokazana vyznamna
negativni silna korelace (1, = -0,375).

V celém souboru byla diagnostickd sila NfL 1 p-NfH v likvoru pro
diskriminaci ALS od ostatnich dvou kohort na zakladé¢ hodnoty plochy pod
kiivkou velmi dobra (p-NfH: AUC 0,885; NfLL: AUC 0,892) (Obr. 3, 4); resp. pro
obé€ neurofilamenta stejna (srovnani 2 ROC kiivek: p = 0,723). V situaci, kdy byla
z analyzy vyfazena kohorta myelo-/radikulopatii, pozorovali jsme signifikantni
nartst diagnostické sily p-NfH i NfL v likvoru (ale nikoliv p-NfH v séru) (srovnani
AUC 2 ROC kiivek: NfL v likvoru p = 0,014; p-NfH v likvoru p = 0,044). Pro p-
NfH v séru byla diagnosticka sila pouze dostate¢na (AUC 0,650) a signifikantné
nizsi oproti obéma Nf v likvoru (p-NfH v likvoru x p-NfH v séru: p <0,001, NfL x
p-NfH v séru: p<0,001). Pro p-NfH v séru byla maximélni dosazitelnd senzitivita
61,3 % pii specificité 64,5 %, pozitivni prediktivni hodnoté 63,3 %, resp. negativni
62,5 %.

Diagnosticka sila hladin p-NfH v likvoru pfi odliSeni skupiny ALS-komprese (n =
18) od kohorty myelo-/radikulopatii (n = 30), byla dobra (AUC 0,733; Obr. 5) a
zaroven nebyla signifikantné nizs§i, neZ pro odliSeni ALS-ostatni (n = 53) od
myelo-/radikulopatii (AUC 0,774; srovnani AUC 2 ROC kiivek: p = 0,341).
Hladiny p-NfH v séru (AUC 0,627) a NfL v likvoru (AUC 0,672) dosahovaly
pouze dostateCné diagnostické sily. Pro odliSeni ALS-komprese od prostych

myelo-/radikulopatii jsme nebyly schopni docilit optimalni diagnostické meze bez
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vyznamné ztraty senzitivity, nebo specificity na zdklad¢ aplikace ani jednoho ze tii
kritérii (pro p-NfH v likvoru: /1/ Youdenliv J-index 607,5 pg/ml se senzitivitou
94,4 % a specificitou 50 % /2/ pro cilovou senzitivitu 90% pii mezi 702 pg/ml
specificita 50% /3/ pro cilovou specificitu 90% mez 5014 pg/ml a senzitivita pouze
22,2 %; pro NfL obdobna situace). Aplikovali jsme proto diagnostické meze,
stanovené v ramci celého souboru (p-NfH v likvoru: 1205 pg/ml, NfL v likvoru:
2180pg/ml); vysledkem ovSem bylo 9 (30%; p-NfH), resp. 11 (36,7 %; NfL)
falesné¢ pozitivnich pacienti ze skupiny myelo-/radikulopatii. Sedm téchto
pacientii, oznacenych jako faleSn¢ pozitivni, podstoupilo Uspé€Snou chirurgickou
dekompresi (z celkového poc¢tu 10 v ramci kohorty myelo-/radikulopatii). Na
druhou stranu, 2 z 5 pacientl ze skupiny ALS-komprese, operovanych na zakladé
nespravné indikace pro suspektni kompresivni etiologii, by na zakladé stanovenych
hladin neurofilament v likvoru byli oznaceni jako faleSn€ negativni.

P11 odliSeni podskupiny ALS-SMN od neurologickych kontrol vykazoval v likvoru
p-NfH (AUC 0,848) 1 NfL (AUC 0,838) velmi dobrou diagnostickou silu, ovSem
pro NfL vyznamné nizSi, neZ pro odliSeni ostatnich ALS (n = 56) od
neurologickych kontrol (AUC 0,995; srovnani AUC dvou ROC kiivek: p = 0,032),
pro p-NfH nebyl rozdil signifikantni (AUC 0,968; srovnani: p = 0,064). Na zakladé
hladin p-NfH vséru nebylo mozné, odliSit pacienty z ALS-SMN od
neurologickych kontrol (AUC 0,457). S ohledem na fakt, ze 7 (46,6 %) pacientl
ALS-SMN podskupiny mélo suspektni radiologicky nalez (ALS-komprese),
analyzovali jsme diagnostickou efektivitu pro diskriminaci pacienti z ALS-SMN
vluci obéma kontrolnim kohortdm (AUC 0,776; resp. 0;754, Obr. 6). Dosazené
diagnostické meze vedly k neakceptovatelné ztraté senzitivity, nebo specificity,
resp. k neakceptovatelnym pozitivnim prediktivnim hodnotam (vzdy < 50%).
Aplikovali jsme tedy diagnostické meze, ziskané pti analyze celého souboru; pfi
danych mezich bylo na zdklad¢ hladin p-NfH, resp. NfL v likvoru oznaceno 8
(53,3 %), resp. 6 (40 %) pacientii ze skupiny ALS-SMN jako faleSn¢ negativni.
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4.2. Profil genetickych mutaci u pacienti se sALS i fALS

Zachytili jsme 15 patogennich variant u 15 pacientli, nejcastéji HRE v C9orf72
(12/88; 6 mizh, 13,5 %); u 6 slo o fALS (6/9; 66,7%), u dalsich 6 nebyl prikazny
rodinny vyskyt (6/79; 7,55% sALS). U dalSich 3 pacientli jsme detekovali
(heterozygotni) varianty ve FUS: p.(Arg521Cys) TARDBP: p.(Ala382Thr) a
TBKI (splice donor ¢.540+1G>T). Ob¢ varianty ve FUS a TARDBP jiz byly
opakované popsany a jsou dokumentovany v databazi ClinVar jako patogenni,
resp. pravdépodobné patogenni bez rozporujicich nalezli; obé& byly detekovany u
fALS pacienti naseho souboru. V souhrnu jsme detekovali patogenni variantu u 8
z 9 fALS piipadl (88,9%). Varianta v TBKI, nalezend u sALS pacienta naSeho
souboru, rovnéZ byla zaznamenana v ramci jedné studie, ale bez popisu fenotypu
pro tuto konkrétni variantu (Cirruli ET. et al., 2015).

V ramci skupiny s casnym vékem rozvoje (24/88, 27,3% souboru) jsme
zaznamenali dva fALS pacienty s HRE v C9orf72 (8,33% podskupiny), u ostatnich
pacienti této podskupiny (22 sALS) nebyla detekovana kauzalni varianta. Mezi
pacienty se standardnim vékem rozvoje sALS jsme kauzalni variantu detekovali u
7 z 57 (12,3 %) jedincti. Rozdil v zachytu patogennich mutaci mezi t€émito dvéma
podskupinami nebyl statisticky vyznamny (p = 0,181). Dale jsme pak mezi sALS
pacienty pozorovali vyznamé castéji bulbarni, neZli spindlni region rozvoje u
nosi¢i kauzalnich variant (bulbarni 5/17, 29,4%; spinalni 2/62, 2,55%; p = 0,004);
resp. vyznamnou asociaci HRE v C9orf72 s bulbarnim regionem rozvoje (7/12
/58,3 %/ vs. 13/76 /17,1 %/ u ostatnich, p = 0,005). V ramci celého souboru
naplnilo 7 pacientd diagnostickd kritéria FTD (vSichni sALS); u 3 ze 7 (42,9 %)
jsme detekovali HRE v CYorf72. Ptitomnost FTD byla mezi sALS pacienty (n =
79) signifikantné¢ asociovana se zachytem patogenni varianty (3/7 vs. 4/72, p =

0,013).
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Dale jsme detekovali 16 vzacnych variant u 15 pacientii (vSichni sALS, 18,9 %
podskupiny) (Obr. 7). Formou literarni reSerSe jsme konfirmovali, zda se jedna o
novou, resp. jiZ popsanou variantu.

V rdmci naseho souboru jsme detekovali 7 novych, dosud nepopsanych variant
(vSechny v heterozygotnim stavu) u 6 pacientli se sALS. Varianta v genu NEK:
p-(Glu254*) byla mutace typu nonsense (tvorba ptfedcasného STOP-kodonu),
vedouci ke ztrat¢ funkce (loss-of-function/ LoF). Vyznam LoF variant v tomto
genu je ale nadale pfedmétem intenzivni védecké debaty a proto jsme ndmi
nalezenou variantu (pfi nemozZnosti provest segregacni ¢i funkCni analyzu)
klasifikovali jako nejasného vyznamu. Dale jsme nalezli dvé nové varianty v genu
SETX: p.(Phe1599Ser) a p. (Ser2289Pro) u 2 pacientil (z toho pacientka s Casnym
vékem rozvoje ALS). Obé& varianty byly typu missense. Dal$i nové varianty jsme
poté identifikovali v genech SPAST: p.(Ser3Phe) a TBKI: p.(Met690Thr). Na
zéklad¢ in silico predikce, resp. nedostupnosti segregacni, nebo funkcéni analyzy
k dalSimu detailnéjSimu posouzeni potencialni patogenicity jsme tedy vSechny tyto
varianty klasifikovali jako nejasného vyznamu.

U jedné pacientky souboru s ¢asnym vékem rozvoje a fenotypem PMA jsme
detekovali dvé nové varianty nejasného vyznamu soucasné: p. (Aspl126Glu) v
SODI a p. (Val57lle) v TARDBP. Provedli jsme segregacni analyzu, ktera
prokazala, ze variantu v SODI zdédila pacientka od svého nepostizeného otce,
zatimco variantu v TARDBP od své nepostizené matky.

Dale jsme pak v souboru detekovali 9 diive popsanych variant v ostatnich genech,
asociovanych s patogenezi ALS (Obr. 7). Pozoruhodny byl nalez u dvou
piibuznych pacientek — matky s bulbarnim regionem rozvoje v 64 letech a
s pfidruzenou FTD; a dcery, rovnéz s bulbarnim regionem rozvoje ve 41 letech
(pouhé 2 roky s odstupem od diagnézy u matky), bez priikazné FTD. U obou
pacientek byla detekovana HRE v C9orf72 a zaroven jiz difive popsand varianta
vgenu OPTN: p.(Ser262%*), v heterozygotnim stavu (dosud popsan pouze

autozomalné¢ recesivni typ dédicnosti) (Pottier C. et al., 2018).
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S. DISKUZE

5.1. Vyuziti neurofilament jako biomarkeri u ALS

V ramci celé studijni populace byla diagnostické sila hladin p-NfH 1 NfL v likvoru
pro odliSeni kohorty vSech pacienti s ALS od pacientli z ostatnich dvou kohort
velmi dobra. Po vyfazeni kohorty myelo-/radikulopati dale signifikantné vzrostla a
dosahovala vynikajicich a zaroven velmi podobnych hodnot, jako u jinych studii
(De Sheapdryver M. et al., 2018). Kohorta pacienti s kompresivni myelo-
/radikulopatii vykazovala signifikantné vys$si hladiny obou neurofilament v likvoru
oproti neurologickym kontrolam, coz lze pravdépodobné nejlépe vysvétlit vétSim
rozsahem a vyznamné rychlejsi dynamikou obecné axonalni léze u kompresivni
etiologie. Tuto hypotézu klicového vlivu rozsahu a dynamiky axonalni 1éze
podporuje nase vlastni pozorovani signifikantné vyssich hladin obou neurofilament
v likvoru u akutnich vs. chronickych myelopatii, coz je rovnéZz v souladu
s pozorovanim ostatnich autort (Ohya Y. et al., 2015). Tyto poznatky poté
akcentuji vyznam skladby kontrolnich kohort pro vysledné hodnoty jak
diagnostické efektivity, tak 1 diagnostickych mezi (Witzel S. et al., 2022).

Vysetieni z krve pfedstavuje méné invazivni a vSeobecné dostupnou alternativu
k vySetieni likvoru; na druhou stranu, likvorovy kompartment pravdépodobné 1épe
odrazi patofyziologické déje v CNS. Nasim cilem bylo proto zhodnotit korelaci
hladin p-NfH v séru a v likvoru, resp. nakolik lze sérovou hladinu vyuzit jako
zastupny ukazatel. Ackoliv existuje metoda s cca. 100x vys$i senzitivitou pro
detekci hladin NfL, resp. p-NfH v séru ve srovnani s ELISA metodou (SiMoA),
vysoka pofizovaci 1 provozni cena a zaroven certifikace pouze pro vyzkumné ucely
vyznamng limituje jeji obecnou dostupnost. Zvolili jsme tedy komeréné dostupnou
ELISA soupravu jako Siroce dostupné feSeni pro rutinni laboratorni diagnostiku.
Zaroven jsme cilili na replikaci naleza jiné studie, vyuzivajici identickou ELISA
soupravu (De Schaepdryver M. et al., 2018). Pozorovana korelace hladin p-NfH

v séru a likvoru byla vyznamnd a v celém souboru silnd (1, = 0,357), ale ve
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srovnani s korelaci mezi hladinami p-NfH a NfL v likvoru (= 0,684) vyznamn¢
niz8i. Diagnostickd sila hladin p-NfH byla statisticky vyznamné niz$i, nez pro p-
NfH, resp. NfL v likvoru a celkové byla pouze dostatecnd a zaroven nizsi, nez u
obdobnych prafezovych studii (De Shaepdryver M. et al., 2018; Halbgebauer S. et
al., 2022), s pozitivni, resp. negativni prediktivni hodnotou 63,5 %, resp. 62,5 %.
Pravdépodobnym vysvétleni je jednak odlisna skladba kontrolnich kohort v nasem
souboru, jednak odliSna struktura nasi ALS kohorty co do délky trvani nemoci,
protoze s nartstajici délkou trvani nemoci vede protilatkové zprosttedkovana
agregace p-NfH k snizovani jeho hladin v krvi (Lu CH. et al., 2015). Prifezové
méfeni p-NfH v séru hodnotime tedy jako nedostatec¢né spolehlivé.

Sekundarnimi cili nasi prace bylo zhodnotit klinick¢ determinanty hladin
neurofilament. V obou kontrolnich kohortach, ale nikoliv u pacienti s ALS, byl
prokdzadn vyznamny, nezavisly efekt véku, resp. muzského pohlavi, v souladu
s daty ostatnich studii (Bridel C. et al., 2019). V kohorté¢ ALS se jako dvé& kliCové
determinanty hladin NfL a p-NfH v likvoru jevily: (1) klinicky fenotyp (izolované
postizeni spindlniho a-motoneuronu s niz§imi hladinami) (2) rychlost progrese
nemoci (A FS), opét v souladu s nalezy ostatnich studii (Gaiani A. et al., 2017).
Ackoliv vice nez polovina pacientli s izolovanym postizenim spinalniho a-
motoneuronu (ALS-SMN) manifestovala v dalSim pribchu onemocnéni postiZeni
kortikospinalni drdhy, hladiny z4dného z neurofilament se u téchto pacientd
neliS§ily od zbytku skupiny ALS-SMN, pravdépodobné v disledku podobneé
rychlosti progrese mezi obéma podtypy.

Pii analyze prognostické hodnoty hladin neurofilament jsme pozorovali silnou
pozitivni korelaci mezi NfLL a parametrem A FS. Jak hladina NfL, tak parametr A
FS vyznamné negativné korelovaly s délkou pfteziti; v ptipadé¢ A FS byla ovSem
tato korelace silnéj$i. Stanoveni hladiny NfL v ramci predikce progndzy je tak

spiSe komplementarni, ale nikoliv superiorni viii jiz existujicim nastrojim.
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Diagnosticka efektivita obou neurofilament v likvoru pii odliSeni pacienti
s 1izolovanym postizenim oa-motoneurontt (ALS-SMN) od neurologickych kontrol
byla v ptipadé¢ NfL v likvoru statisticky vyznamné, pro p-NfH nevyznamné nizsi,
nez pii obdobném odliSeni ostatnich pacientd s ALS. Ackoliv z perspektivy
statistick¢ analyzy byla diagnosticka efektivita nadale velmi dobra, podrobna
analyza odhalila problematické aspekty z klinického thlu pohledu. Pacienti ze
skupiny ALS-SMN, oznaceni jako faleSné negativni (5/15, 33,3 % pro p-NfH
v likvoru; 6/15, 40% pro NfL v likvoru) byli zaroven pomali progresofi. U téchto
pacientii byla spravna diagndéza urCena aZ pomoci extenzivniho diferencialng
diagnostického vySetfovaciho procesu, resp. klinického monitorovani progrese
onemocnéni v Case. Dale v ramci skupiny ALS-SMN 46,6 % pacientll naplnilo
kritéria radiologického nalezu, suspektniho zkompresivni etiologie. VeSkeré
hodnoty diagnostickych mezi, dosazené pii odliSeni ALS-SMN od obou
kontrolnich kohort, vedly k pozitivnim prediktivnim hodnotdam < 50 %, resp. k
vysoké proporci (40 % pro p-NfH; 53,3 % pro NfL) faleSn¢ negativnich pacientd,
pficemz u 4 faleSné¢ negativnich pacientll byl pozorovan suspektni radiologicky
nalez. To cCini dle naSeho néazoru v této specifické situaci test v podstaté
nepiinosny.

Pti odliSeni pacienti s ALS a soufasnou kompresi od prostych kompresi
dosahovala hladina p-NfH v likvoru dobrou, hladina NfL v likvoru a p-NfH v séru
pouze dostatecnou diagnostickou silu. Vyznamny ptekryv hodnot mezi obéma
kohortami vedl ovSem k vyznamné proporci faleSné negativnich pacientl s prostou
kompresi. Zaméfili jsme se rovnéz na klinické implikace téchto vysledkt: 70%
pacient s prostou kompresi, ktefi podstoupili uspéSnou chirurgickou dekompresi,
test oznacil jako faleSn¢ pozitivni, tzn. nespravné jako ALS. Vyuziti testu by tedy
zvySovalo riziko kontraindikace, poptf. zbytecného oddéleni efektivni 1écby.
S ohledem na podstatné vys$§i prevalenci jednotek s kompresivnim postizenim
nervovych struktur v populaci, nez ALS, hodnotime stanoveni hladin

neurofilament pro dany diferencialné diagnosticky scénat jako neptinosné.
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5.2. Profil genetickych mutaci u pacienti se sALS i fALS

Familidrni formy ALS byly v nasem studijnim souboru pravdépodobné nad-
reprezentovany (10,1 %) proti redlné situaci v populaci. Jednalo se zamér, pro
oc¢ekavanou vétsi pravdépodobnost detekce kauzalnich mutaci u této skupin, jak
nasledn¢ potvrdil prikaz patogennich variant u 8 z 9 pacient (88 %). Tato mira
detekce je vysS$i, nez u fadové vétSich kohort (Zou ZY. et al.,, 2017), tzn.
pravdépodobné nereflektuje proporciondlné situaci v celé Ceské populaci. Na
druhou stranu, detekce kauzalnich variant v naSem souboru sALS (7/79; 8,9 %)
koresponduje s nalezy recentni, rozsahlé studie (van Daele SH. et al., 2023) a
mohla by adekvatné reprezentovat situaci v ¢eské populaci.

NejcCastgjsi kauzédlni mutaci byla expanze hexanukleotidovych repetic (HRE)
v genu CYorf72, detekovand u 12 pacientd (13,5 %) souboru; resp. u 6
sporadickych pacientil (7,6 % sALS), souhlasné s ostatnimi evropskymi kohortami
(Van Daele SH. et al., 2023). Jde tedy o predominantni genetickou etiologii i u
Ceskych pacienti s ALS. Pacienti s HRE vC9orf72 vykazovali signifikantné
Castéjsi rozvoj v bulbarnim regionu (7/12, 58,3 %), nez zbytek souboru, souhlasné
s vétSimi evropskymi kohortami (Chi6 A. et al., 2012). Jako klinicky prediktor byl
bulbarni region rozvoje, resp. pfitomnost FTD u sALS pacientl signifikantné
Castéji asociovany s detekci kauzdlni mutace ve srovnani se spinalnim regionem,
resp. absenci FTD. Maly datovy soubor (maléd statistickd sila) ovSem limituji
zevSeobecnitelnost téchto zavéru.

Skupina pacientll s Casnym rozvojem ALS byla v naSem souboru rovnéz zamérné
disproporéné velka (27,3 % vs. 10 % dle literatury, Turner MR. et al., 2012), nebot’
jsme - na zaklad¢ literarnich udaji (Chid A. et al., 2018) - oc¢ekavali vyssi zachyt
kauzalnich mutaci 1 u této podskupiny. V rozporu s timto ocekavanim jsme v této
podskupiné detekovali pouze HRE v C90rf72 u 2 pacientl s fALS a 5 variant
nejasného vyznamu u 4 pacientl se SALS. Spekulujeme nad vysvétlenim v podobé
kauzalnich genetickych faktorii, nedekovanych dostupnymi metodami genetického

vySetfeni; k této hypotéze nas vede studie s obdobnymi ndlezy, jako v naSem
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souboru, ktera ovSem navic analyzovala vyskyt variant v genech, kddujicich RNA -
vazajici proteiny, dosud neklasifikované jako kauzalni pro patogenezi ALS, ale
jednoznacné zapojené v procesech, asociovanych s patofyziologii ALS (Cooper-
Knock J. et al., 2017). Tuto hypotézu povazujeme za racionalni vychodisko dalsi
studie k objasnéni miry genetické etiologie u podskupiny pacientli s ¢asnym
rozvojem ALS.

Kromé 2 patogennich variant u 2 pacientii s fALS - p.(Arg521Cys) ve FUS a
p.(Ala382Thr) v TARDBP - jsme detekovali u pacientky s asnym v€kem rozvoje
sALS novou, nepopsanou variantu v TARDBP: p.(Val571le) nejasného vyznamu
v heterozygotnim stavu; identickou variantu nesla nepostiZzena matka. U pacientky
Jjsme vSak detekovali druhou novou (missense) variantu v heterozygotnim stavu:
p-(Asp126Glu) v genu SODI, kterou dana pacientka zdédila od nepostizeného
otce. Ackoliv segregacni analyza vyloucila kauzélni roli obou jednotlivych variant
samostatn¢, spekulovali jsme na zaklad¢ literarnich dikazi (Jeon GS. et al., 2019;
Gentile G et al. 2021) ohledné¢ mozného synergistického efektu téchto variant
v ptipadé, kdy se soub&zné vyskytnou u jednoho jedince zaroven.

V nasem souboru jsme nezachytili zddnou, jednoznacné kauzalni variantu v genu
SODI u sALS ani fALS pacientli, nejpravdépodobné&ji pro celkové maly pocet
pacientll v souboru, resp. nerovnomérné zastoupeni viech regioni CR (a tim
padem, napt. nezatazeni regionalniho clusteru fALS pacienttl).

V priibéhu posledni dekady fada studii zkoumala vyznam oligogenni dédi¢nosti
v patogenezi ALS (van Blitterswijk M. et al., 2012). Nejcastéji je tento jev
pozorovan u HRE v C9orf72 (van Daele SH. et al.,, 2023). N¢&ktefi autofi
argumentuji proti vyznamu nalezu piidruzenych variant u ptipadd, podminénych
HRE v C90rf72, a dokazuji, Ze tyto varianty nemodifikuji vyznamné& projevy, ani
prabéh onemocnéni (Keogh MJ. et al.,, 2018). V nasem souboru jsme, krome
pacientky s variantami v SODI a TARDBP, déale pozorovali soucasny vyskyt
patogenni varianty p.(Ser262*) v genu OPTN v heterozygotnim stavu soucasné

s HRE v C90rf72 u dvou piibuznych pacientek (matka a dcera). Pro tuto variantu v
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OPTN byl prokazan pouze autozomalné recesivni typ dédicnosti (Pottier C. et al.,
2018). Odlisny fenotyp téchto pacientek ale nelze vysvétlit genetickymi faktory pii
detekci identickych variant (v C9orf721 v OPTN).

Pro zachycenou novou variantu v genu NEKI: p.(Glu254*) in silico analyza
predikuje efekt ztraty funkce (LoF — loss-of-function); néktefi autofi hodnoti LoF
varianty jako pfimo patogenni (Brenner D. et al., 2016), jini argumentuji, Ze se
jedna pouze o faktor zvySené susceptibility a spekuluji stran nutnosti oligogenni
interakce sjinymi vzadcnymi genovymi variantami (Lattante S.et al.,, 2021).

Variantu jsme konzervativné klasifikovali jako nejasného vyznamu.

Detekovali jsme rovnéz dvé varianty v genu TBK/ u dvou pacientll se spinalnim
rozvojem sALS, bez soucasné pfitomné FTD. U prvni varianty se jednalo o jiz
zaznamenanou, pravdépodobné patogenni variantu typu splice-donor ¢.540+1G>T
(Cirruli ET. et al., 2015), snaruSenim sestfihového mista a haploinsuficienci
exprimovan¢ho enzymu jako patogennim mechanizmem. Druha variant byla nova,
dosud nepopsana substituce typu missense, p.(Met690Thr); dle in silico predikce
nejasného vyznamu. Mechanizmy, kterymi missense mutace mohou vést
k patogenezi ALS, nadale nejsou uspokojivé objasnény (Gurfinkel Y. et al., 2022).
Dvé nové, dosud nepopsané missense varianty v genu SETX u dvou pacientl
naSeho souboru jsme rovnéZz klasifikovali jako nejasného vyznamu. Varianty
v tomto genu jsou asociovany s AD familiarni formou ALS (typ 4), s Casnym
vékem rozvoje a velmi pomalou progresi bez postizeni ventilacnich nebo
bulbarnich sval (Bennet CL. et al., 2018); fenotyp pacientii z naseho souboru
v tomto ohledu nekorespondoval a pro nemoznost provedeni segregacni analyzy,
resp. funkénich dikazl jsme nebyli schopni jednoznacné zhodnotit patogenicitu

téchto dvou variant.
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6. ZAVER

Stran implementace neurofilament jako diagnostickych, popt. prognostickych
biomarkerti u ALS lze konstatovat, Ze u pacientl s jasné vyjadienym klinickym
obrazem nemoci a bez suspektniho radiologického nalezu vykazuje jejich elevace
dobrou diagnostickou efektivitu k odliSeni od alternativnich diagnéz a l1ze je vyuZzit
jako oporu definitivni diagnézy. Diagnosticka sila obou neurofilament v likvoru
byla vnaSem souboru srovnatelnd. Vzdy je ovSem nutné piihlizet k jejich
nespecifické povaze (reflektuji pouze rozsah a dynamiku obecného axonalniho
poSkozeni). V otdzce prognostického vyznamu jsme pozorovali nejvyssi korelaci
mezi prognozou a hladinami NfL v likvoru; stavajici predikéni néstroj,
kalkulovany z vSeobecné dostupné a rozSitené klinimetricke Skaly ALS-FRS-R
(AFS), koreloval ovSem s prognozou jesté tésnéji.

Na druhou stranu, prokazali jsme, ze faktory, podminujici inkompletné vyjadieny
klinicky nalez ALS (izolované postizeni spinalniho a-motoneuronu, pomala
progrese nemoci) jsou zaroven asociovany s niz§imi hladinami obou neurofilament
v likvoru. Pro tyto varianty ALS je diagnosticky pfinos stanoveni hladin
neurofilament vyznamné nizSi. Ani pro odliSeni pacientli s ALS a radiologickym
nalezem, suspektnim z komprese, od jednotek s prostou kompresi nervovych
struktur, neni elevace hladin neurofilament spolehlivym diskrimina¢nim
nastrojem, navic s vysokym rizikem faleSné pozitivity u akutnich prostych
kompresi, coz jsou zaroven pacienti, nejvice profitujici z chirurgické 1écby.
Nakonec, ackoliv méteni p-NfH ze séra s vyuzitim ELISA soupravy ptedstavuje
preferované, méné¢ invazivni feSeni, nizkd senzitivita, resp. specificita testu
k detekci pacienti s ALS nepodporuje jeho vyuziti ani jako skrininkového
nastroje. V dobé, kdy jsou k dispozici zcela superiorni metody detekce (SiMoA)
neurofilament v krvi, nevyvazi dostupnost a nizkd cena nedostatecnou

diagnostickou efektivitu testli na bazi ELISA soupravy.
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Na zéklad€ poznatkll z dal$i naSi studie, zamétené na detekci variant v genech,
asociovanych s ALS, resp. na definovani klinickych prediktori kauzalnich mutaci,
lze konstatovat, Ze frekvence HRE v C9orf72 je mezi ¢eskymi pacienty s ASL
velmi podobnd, jako v ostatnich evropskych populacich. Zaroven naSe pozorovani
naznacuje urcité konzistentni fenotypové znaky (bulbarni region rozvoje, nebo
fenotyp s predominantnim bulbarnim postizenim; ptfitomnost FTD), které jsou i
mezi sporadickymi pacienty asociovany s vétsSi pravdépodobnosti detekce HRE v
C9orf72. I s ohledem na nejvyssi prevalenci této varianty je tak z naseho pohledu
racionalnim prvnim krokem molekularné genetického vySetfeni, provést vySetreni
expanze hexanukleotidovych repetic v C9orf72, obzvlasté u pacientli s uvedenym
fenotypem.

Patogenni, resp. pravdépodobné patogenni varianty ve FUS, TARDBP a TBKI,
které jsou nalézdny u ostatnich evropskych kohort, jsou pfitomny i1 v populaci
Ceskych pacientit s ALS. Na druhou stranu, v nasem souboru jsme nenalezli
zadnou prokazatelné kauzalni variantu v SODI1. V rozporu s plivodnim zdmérem,
na zakladé¢ kter¢ho jsme cilené zatadili disproporéné velky pocet pacientil
s asnym vékem rozvoje ALS, jsme u této skupiny pozorovali nizkou miru detekce
patogennich, resp. pravdépodobné patogennich variant. Na druhou stranu, tento
poznatek implikuje moZznost existence relevantnich variant v genech, které dosud
nebyly definovany jako kauzalné asociované s ALS a proto nebyly ani v nasSem
souboru vySetieny. Domnivame se, Ze dalSi extenzivni vyzkum by se mél prioritné
zamé&fit pravé na tuto kohortu pacientl. Ackoliv jsme detekovali fadu variant
nejasného vyznamu, z nichZz nékteré byly zcela nové, nebylo mozné definitivné
zhodnotit jejich patogenicitu. V tomto ohledu bude nutna nezavisla detekce v
dalSich kohortach, optimalné s moZnosti segregacni analyzy a vySeteni funkéniho
dopadu varianty (modely pro transgenni expresi, modely s indukovanymi

pluripotentnimi buiikami aj.).
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7. SOUHRN (SUMMARY)

ALS je (klinicky 1 patofyziologicky) heterogenni soubor neurodegeneraci
motorického systému; nartst poznani a pochopeni genetické etiologie (byt’ velice
komplexni) nese piislib cilené, efektivnéjsi terapie. Klinickd heterogenita vede
Casto k chybné diagnoze, s fadou nezadoucich jevii (neindikovanéd chirurgicka,
resp. farmakologicka 1é¢ba). Tato dizertacni prace chce jednak upozornit na
moznosti a problematiku spravné a vc€asné diagnozy; jednak zhodnotit profil
genetickych variant u ¢eskych pacientli s ALS, protoze tato data dosud zcela chybi.
Prvnim hlavnim cilem prace bylo posoudit moZnost implementace diagnostickych
testl, stanovujicich hladiny lehkych (NfL) a fosforylovanych tézkych (p-NfH)
fetézcli neurofilament v likvoru a séru, hlavné u diagnosticky obtiznych situaci.
Vedlejsim cilem bylo urcit determinanty hladin neurofilament. Druhym z hlavnich
cili byla pilotni analyza frekvence genetickych variant u sporadickych 1
familiarnich forem ALS v CR. Vedlej§im cilem bylo urdit klinické prediktory
zachytu kauzalni mutace. NaSe vysledky prokézaly, Ze u pacientll s typickym
obrazem ALS dosahuji ob& neurofilamenta v likvoru velmi dobrou a srovnatelnou
diagnostickou efektivitu a mohou byt vyuZita jako podpirné diagnostické
kritérium. Na druhou stranu, varianty s netplné vyjadienym fenotypem ALS, nebo
s pomalou progresi jsou asociovany s nizSimi hladinami neurofilament. Naopak
u relevantnich alternativnich diagnéz (komprese nervovych struktur) vede rozsahle
axonalni poskozeni kjejich vyrazné elevaci, coz limituje jejich vyuziti v
diagnosticky obtiznych situacich. Studie, hodnotici zastoupeni genetickych variant
u Ceskych pacientii prokazala nejvySsi frekvenci HRE v C9orf72, tak jako
v ostatnich evropskych kohortach. Bulbarni region rozvoje, resp. komorbidni FTD
jsou u sporadickych pacientii asociovany s vétsi pravdépodobnosti detekce této
varianty. Ackoliv jsme dale detekovali fadu variant nejasného vyznamu, z nichz
nckteré nebyly dosud popsany, k posouzeni jejich patogenicity bude nutna
nezavisla detekce v dalSich kohortach, optimaln€ s moZnosti segregacni analyzy,
popft. s provedenim cilenych vySetteni k urceni jejich funkéniho dopadu.
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ALS is a (clinically and pathophysiologically) heterogeneous group of
neurodegeneration of the motor system; the expanding understanding of its
genetic aetiology (although very complex) holds the promise of targeted, more
effective therapies. Clinical heterogeneity often leads to misdiagnosis, with some
consequent adverse effects (unwarranted surgical or pharmacological treatment).
This thesis seeks to highlight the possibilities and problems of correct and early
diagnosis; on the other hand, to evaluate the profile of genetic variants in Czech
ALS patients, as these data are still lacking. The first main objective of the thesis
was to assess the possibility of implementing diagnostic tests, based on
meassurement of the levels of light (NfL) and phosphorylated heavy (p-NfH)
neurofilament chains in cerebrospinal fluid and serum, especially in clinically
difficult-to-distinguish situations. In addition, we aimed to evaluate the factors
influencing neurofilament levels. The second main objective was a pilot study,
estimating the frequency of genetic variants in sporadic and familial forms of ALS
in the Czech Republic. A secondary objective was to find clinical predictors of a
causal mutation. Our results showed that in a cohort of patients with typical ALS,
neurofilament levels in the CSF achieve very good and comparable to each other
diagnostic performance and can be used to support the diagnosis. On the other
hand, variants with incomplete ALS phenotype or slow progression are associated
with lower neurofilament levels. Conversely, in relevant alternative diagnoses
(compression of nerve roots or myelon), extensive axonal damage leads to their
marked elevation, limiting their use in difficult-to-distinguish situations. The study
on genetic variants in Czech patients showed the highest frequency of HRE in
C9orf72, as in other European cohorts. Bulbar region of development or comorbid
FTD is associated with a higher probability of detecting this variant in sporadic
patients. Furthermore, although we detected several variants of unclear
significance, some of which were novel, independent detection in other cohorts
will be required to assess their pathogenicity, optimally including segregation

analysis or targeted testing to determine their functional impact.
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