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Neurogenetické, biochemické a kognitivni aspekty familiarni i sporadické
formy amyotrofické lateralni sklerézy v populaci Ceské republiky

Abstrakt

Tato dizertacni prace chce upozornit na uskali diagnostiky ALS a zaroven na rizika chybné
diagnozy; dale pak zhodnotit profil genetickych variant u ¢eskych pacienti s ALS. Tato
data dosud zcela chybi a aktualni terapeutické trendy sméfuji 1é¢be, cilené na zaklade
genetické etiologie. Prvnim cilem prace je zhodnotit diagnostické parametry testd,
stanovujicich hladiny lehkych (NfL) a fosforylovanych tézkych (p-NfH) fetézct
neurofilament v likvoru a séru; obzvlasté v diferencidlné diagnosticky slozitych situacich.
Vedlejsim cilem je definovat determinanty hladin neurofilament. Druhym cilem je pilotni
analyza frekvence genetickych variant u pacientti z CR. Vedlejsim cilem je nalézt klinické
prediktory pravdépodobného zichytu kauzalni mutace. NaSe vysledky prokéazaly u
pacientli sjasn¢ vyjadienym klinickym obrazem ALS velmi dobrou a vic¢i sobé
srovnatelnou diagnostickou efektivitu hladin obou fetézcti neurofilament v likvoru, které
tak mohou byt vyuzity jako opora definitivni diagnézy. Na druhou stranu, varianty
s netiplné€ vyjadienym fenotypem ALS, nebo s pomalou progresi jsou asociovany s niz$imi
hladinami neurofilament. Naopak u relevantnich alternativnich diagnéz (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 Ceskych pacientl, prokazala nejvyssi frekvenci HRE v C9orf72, tak jako
v ostatnich evropskych kohortach. Bulbarni region rozvoje, resp. komorbidni FTD jsou u

sporadickych pacientll asociovany s vétsi pravdépodobnosti detekce této varianty.
Kli¢ova slova

Amyotroficka lateralni skler6za, biomarkery, C9orf72, frontotemporalni demence, genové

varianty, likvor, neurofilamenta, neurogenetika, sekvenovani nové generace



Neurogenetic, biochemical and cognitive aspects of familial and sporadic
forms of amyotrophic lateral sclerosis in 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 is 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 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.

Keywords

Amyotrophic lateral sclerosis, biomarkers, C9orf72repeat expansion, cerebrospinal fluid,
frontotemporal dementia, gene variants, neurofilaments, neurogenetics, next-generation
sequencing
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C9orf72

CMT
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EMG
FTD
FUS
GWAS
HRE

MND
NGS
NfL
PCR
PLS
PMA
p-NfH

SALS
SOD-1

TARDBP
TDP-43

WGS

Amyotroficka lateralni skler6za

Amyotrophic lateral sclerosis functional rating scale-revised, revidovana
Skala fukénich dovednosti u ALS

familiarni forma nemoci ALS

Chormosome 9 open reading frame 72 gene, gen s otevienym ¢tecim
ramcem 72 na 9. chromozomu (v jehoz 1. intronu se vyskytuje expanzni
repetice C4C»)

Charcot Marie Tooth nemoc - hereditarni motoricka a senzitivni
polyneuropatie

Enzyme-Linked ImunoSorbent Assay, metoda detekce a kvantifikace
antigent

Elektromyografie

Frontotemporalni demence

Protein ,,Fused-in-Sarcoma®, resp. gen, kodujici tento protein
Genome-wide association studies, celogenomové studie asociace

Hexanucleotide repeat expansion — oblast Sestinukleotidové repetice v genu
Corf72

Motor-neuron disease, (neurodegenerativni) onemocnéni motoneuront
Next-generation sequencing - metoda sekvenovani DNA nové generace
Neurofilament light chain - lehky fetézec neurofilament

Polymerase chain reaction - metoda polymerazova fetézova reakce
Primérni lateralni sklerdza - fenotypova varianta ALS

Progresivni muskuldrni atrofie - fenotypova varianta ALS

phopshorylated neurofilament heavy chain - fosforylovany téZky fetézec
neurofilament

sporadické formy ALS

superoxiddismutasa-1, Cu/Zn metaloproteinovy enzym (resp. jeho koduji
gen)

Gen, kodujici protein TDP-43

Transactive response DNA binding protein 43 kDa — DNA-vézajici protein
s transaktivni reakci s hmotnosti 43 kilodalton

Whole-genome sequencing - celogenomové sekvenovani DNA
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1. UVOD

1.1. Amyotroficka lateralni skler6za — iivod do problematiky

Amyotrofickd laterdlni skler6za (ALS) je fatdlni neurodegenerativni onemocnéni
dospélych, postihujici predominantné motoricky systém volni hybnosti, tzn. kortikalni
motoneurony mozku a o-motoneurony piislusnych jader mozkového kmene a michy.
Nézev reflektuje zakladni klinicko-patologické charakteristiky tohoto onemocnéni: ztratu
svalové hmoty (amyotrofie) a déale axondlni ztratu dlouhych kortikospinalnich drah,
probihajicich v lateralnich misnich sloupcich (lateralni skler6za). Onemocnéni se typicky
manifestuje jako fokalni, nebolestivé oslabeni kosternich svali ¢i ztrata obratnosti.
Nasledné dochézi srtiznou dynamikou k progresi symptomi do sousednich, nebo i
vzdalenych télesnych regionti. Kromé zaniku motorickych neuronii a jejich axonl jsou
hlavnimi histopatologickymi ndlezy intracelularni cytoplazmatické inkluze eozinofilnich
Bunina télisek a rovnéz hyperfosforylované, ubikvitované agregéty transaktivniho, DNA
vazajiciho proteinu o délce 43 kDa (TDP-43) (Arai T. et al., 2006). Na zakladé zjisténi, ze
agregaty identického proteinu jsou, byt s odlisSnou regiondlni distribuci na mikro- i
makroskopické urovni, nalézdny u ~ 50% vSech pacientii s frontotempordlni demenci
(FTD) (Neumann M. et al., 2006), vznikla nova, ucelujici koncepce TDP-43 proteinopatie
jakozto klinicko-patologického kontinua téchto dvou jednotek, tedy FTD a ALS (Obr. 1)
(Geser F. et al., 2009). Tento koncept predstavoval odklon od historicky zaZitého chapani
ALS jako selektivniho postizeni somatomotorického systému, kdy soubézny vyskyt
demence byl klasifikovan jako atypicka forma nemoci (Brooks BR. et al., 2000). Nasledn¢
nezéavislé neuropsychologické studie dokumentovaly u pacientd s ALS relativné Casty
vyskyt plné vyjaditené¢ FTD (5-15 %), resp. u 20-35% lehky kognitivni deficit ¢i
behavioralni poruchy frontélniho typu, nespliujici kritéria FTD (Phukan J. et al., 2012; Oh
SI. et al., 2014; Montushi A. et al., 2015). Na druhé strané€ byly u asi 30 % pacienti s FTD
prokédzany klinické, nebo elektrofyziologické znamky lehké dysfunkce kortikalnich, resp.
spinalnich a—motoneuronti a u 12,5 % plné vyjadiend forma ALS (Burrel JR.et al., 2011).
Ptedchozi dekada pfinesla exponencialni nariist nové popsanych genetickych variant,
rizikovych pro rozvoj nemoci. Stimto pozndnim se objevily dikazy pro genovou
pleiotropii téchto variant, tzn. schopnost, manifestovat se odliSnymi fenotypy, resp.
nozologickymi jednotkami (krom& ALS a FTD napt. Parkinsonské syndromy,
Huntingtonské fenokopie apod.). Nejmarkantnéji je tento efekt vyjddien u
hexanukleotidové expanze v genu CYorf72, kterd je zaroven nejcastéji detekovanou
pti¢inou ALS i FTD (Cooper-Knock J. et al., 2015; Canas A. et al., 2013; Elden AC. et al.,
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2010). Morfometrické studie s vyuzitim MRI poté prokézaly postizeni kortexu i cerebralni
bilé hmoty, pfesahujici primarni motorické oblasti, pifevazné u pacienti s ALS a
soubéznym kognitivnim deficitem, popt. pln¢ vyjadienou FTD (Westeneng HJ. et al.,
2016; Bede P. et al., 2018). Pii zohlednéni vSech vyse uvedenych poznatkl tak v soucasné
dobé¢ prevlada koncepce ALS jakozto syndromu, nikoliv ucelené nozologické jednotky

(van Es MA. et al., 2020).

ALS  ALS-Ci/Bi ALS-FTD FTD-MND FTD

ALS-Ci: ALS s lehkou kognitivni dysfunkci (nesplni kritéria pro FTD), ALS-Bi: ALS s lehkou
behavioralni poruchou (nesplni kritéria pro behaviordlni variantu FTD), ALS-FTD: splni kritéria
obou jednotek soucasné, FTD-MDN: splni kritéria FTD, mirné zn. dysfunkce motoneuronti,
nesplni revidovana El Escorial kritéria, FTD: splni jen kritéria frontotemporalni demence

Obr. 1 Spektrum ALS-FTD syndromt (se svolenim Macmillan Publishers Ltd:Nat Rev
Neurosci., Robberecht W., Philips T., The changing scene of amyotrophic lateral sclerosis
Mar 6, 2013)

Klinicka prezentace ALS tudiZz predstavuje soubor relativné heterogennich subtypl
s vyraznou variabilitou postiZzeni kortikalnich, bulbarnich a spindlnich a-motoneuront,
ptip. spolu s kognitivnim deficitem. Tyto varianty onemocnéni se poté navzajem relativné
vyznamné odliSuji prognozou délky pieziti (Swinnen B. a RoberechtW., 2014). Zminéna
klinickd heterogenita ov§em komplikuje v€asnou diagnézu, resp. adekvatn€ stanovenou
progndézu u konkrétniho individualniho pacienta. Zaroven je velmi pravdépodobné
odrazem heterogenity na Grovni inicialni celularni patofyziologie, na které se mize podilet
fada riznych genetickych, stejné jako environmentalnich kauzalnich faktorti (van ES MA.
et al., 2020; Bendotti E. et al., 2020). Absence jednotné etiologie poté komplikuje detailni
a ucelené pochopeni patofyziologie nemoci, coz predstavuje vyznamnou piekazku pro

nalezeni u¢inné, pribéh choroby modifikujici 1€¢by.

1.2. Epidemiologie

Incidence a prevalence onemocnéni se celosvétov€é vyznamné liSi a veSkerd data
konzistentné ukazuji nejvyssi vyskyt v populacich evropského ptivodu. Dle rozsahlych
metaanalyz se v populacich evropského ptivodu pohybuje incidence v rozmezi 1,49 az 2,76
na 100 000; prevalence poté mezi 4,8 az 9,62 na 100 000 (Marin B. et al., 2017; Xu L. et
al.,, 2020). Pro jedince evropského ptivodu byl kalkulovan odhad celozZivotniho rizika
rozvoje onemocnéni jako cca. 1:350 u muzl a 1:400 u Zen (Johnston CA. et al., 2006; Al-

Chalabi A. a Hardiman O., 2013). Naproti tomu jihoasijské nebo jihoamerické populace
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vykazuji incidenci 0,42, resp. 0,87 na 100.000 (Xu L.et al., 2020). Incidence onemocnéni
plynule naristd az do 8. dekaddy s maximem v 7. dekadé (Xu L. et al., 2020). Podkladem
pro geografickou variabilitu v distribuci incidence a prevalence je tedy pravdépodobné
kombinace odlisSného genetického pozadi konkrétni populace a zaroven vyznamny rozdil
v o¢ekavané délce doziti v disledku socio-ekonomickych rozdilu mezi regiony. Vliv delsi
délky doziti na incidenci onemocnéni podporuji vysledky longitudinalni Gompertzianské
analyzy, prokazujici nartst mortality v dasledku ALS v populaci s nartistajici praimérnou
délkou doziti (Riggs JE. et al., 1990). Muzi jsou mirn¢ Castéji postizeni, nez zeny — dle
recentnich udajii je pomér zastoupeni muzti a zen 1,3: 1 (Fontana A. et al., 2021).
Nejpravdépodobnéjsimi zvazovanymi faktory, kterymi pohlavni dimorfismus ovlivituje
Castgj$i vyskyt onemocnéni u muzi, je vliv pohlavnich hormonti (protektivni efekt
estrogenu), Vvys§i  expozice  exogennim  noxdm, resp. VvysS§i  frekvence

repetitivniho traumatického poSkozeni mozku (Zamani A. et al., 2024).

1.3. Etiopatogeneze

Siroce akceptovany obecny koncept predstavuje ALS jako multifaktoridlni onemocnéni,
charakterizované interakci mezi genetickou predispozici a environmentdlnimi faktory,
pusobicimi v pribéhu Zivota postizen¢ho jedince (Al-Chalabi A. a Hardiman O., 2013;
Vasta R. et al., 2022). Tuto hypotézu podporuji vysledky studii chronické expozice
environmentalnim toxintim na transgennich animalnich modelech (Bailey JM. et al., 2017),
popt. genetickych polymorfismt v relevantnich detoxikacnich enzymech v populaci se
zvySenou expozici pesticidim (Morahan JM. et al., 2007). S tim, jak se stdle rozSifuje
urovenl poznéni jednotlivych gend, asociovanych s ALS, pfibyvéa argumentl pro hypotézu
kontinualniho spektra efekti genetickych variant, rozprostirajiciho se od variant, jen mirné
zvySujicich riziko rozvoje nemoci, po vysoce penetrantni, kauzalni mutace (Al-Chalabi A.
et al., 2017; Goutman SA. et al., 2022). Usuzuje se ovSem, Ze i relativné vysoce
penetrantni mutace v kauzéalnich genech vyZaduji interakci s exogennimi faktory pro
rozvoj onemocnéni (Chido A. et al, 2018). Varianty v nizce-rizikovych genech pak
pravdépodobné, pfi dostateCné intenzivni expozici exogennim vliviim, pouze facilituji
kaskadu neurodegenerativnich patofyziologickych pochodii v motoneuronech (Vasta R. et
al., 2022). Environmentalni toxiny, popf. exogenni inzulty poté pravdépodobné analogicky
pusobi jako inicidlni spoustée neurodegenerace, nejspiSe na urovni epigenetickych
interakci (Belzil VV. et al., 2016; Brusati A. et al., 2023). Uroveii diikazil pro jednotlivé
definované exogenni faktory ovSem neni vysoka a epidemiologické studie jsou obecné

zatizeny znacnou fadou metodologickych problému (Vasta R. et al., 2022). DalSim
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signifikantnim faktorem (souhlasné s maximem incidence onemocnéni v sedmé dekadé
zivot¢) predstavuje starnuti — obecny primarni rizikovy faktor vSech neurodegenerativnich
onemocnéni (Hou Y. et al., 2019), ktery 1ze aplikovat specificky i na ALS, resp. kontinuum
ALS-FTD (Henderson RD. et al., 2022). Rada celularnich mechanismi, jejichz dysfunkce
je asociovana se starnutim (porucha reparace DNA, porucha regulace RNA metabolismu,
epigenetické modifikace/aberace, porucha proteostazy a autofagickych mechanizmd,
mitochondrialni dysfunkce atd.) predstavuje soucasné klicové celularni patofyziologické

mechanizmy, podilejici se na patogenezi ALS (Jagaraj CJ. et al., 2024).

Na urovni obecného modelu etiopatogeneze byla opakované validovand hypotéza, ktera
postuluje, Ze interakce mezi genotypem a environmentalnimi noxami je u sporadickych
ptipadi ALS Sestistupniovy proces (Al-Chalabi A. et al., 2014, Chio A. et al., 2018). Tento
model dale predikuje, Ze u pacientli s kauzalni mutaci v klicovych genech dojde k rozvoji
onemocnéni diive, tzn. ze je k jeho rozvoji potieba méné obecnych stupiiti. Jinymi slovy, u
téchto pacientli vyzaduje patogeneze onemocnéni mensi miru expozice environmentalnim
noxam, resp. vlivu zmén, asociovanych se starnutim. Ponékud konkrétnéji si lze predstavit
tyto hypotetické kroky napt. jako kumulativni poskozeni DNA ¢i aberace epigenetickych
mechanism (Armon C., 2018). Koherentni a ucelujici definice a specifikace téchto

patobiologickych krokt ovSem dosud nebyla vypracovana (Garton FC. et al., 2021).

1.3.1. Genetické faktory

Genetické pozadi amyotrofické lateralni sklerozy je velmi komplexni a stile neni
v dostatecné mite objasnéné (Cooper-Knock J. et al., 2021). Studie heritability (mira vlivu
genetickych faktorii na riziko rozvoje onemocnéni) u mono- a dizygotnich dvojcat, resp. na
bazi populacnich registrli, svéd¢i pro podil heritability v rozmezi 43 — 61 % (Al-Chalabi A.
et al.,, 2010; Trabjerg BB. et al., 2020). Kromé variant s typickou monogenni formou
dédic¢nosti se na rozvoji nemoci pravdépodobné podili varianty s oligo- a polygenni formou
dédicnosti (Goutman SA. et al., 2022). Od doby, kdy se ptedvice nez 30 lety podafilo
prokazat asociaci mezi genem SOD/ a ALS, bylo objeveno vice nez 30 gend,
asociovanych s onemocnénim (Ranganathan et al., 2020). V priibéhu pfedchozi dekady pak
doslo k exponencialnimu nariistu nové definovanych gent, asociovanych s ALS, cozZ mimo
jiné¢ umoznila kombinace technik sekvenovéani nové generace (NGS) a celogenomovych
asociacnich studii (GWAS) (Al-Chalabi A. et al., 2017; Chia R. et al., 2018; Pecoraro V. et
al., 2020; van Rheenen W., et al. 2021). Na druhou stranu, varianty, které¢ se témito

velkoobjemovymi metodami podaiti detekovat, jsou nejcastéji klasifikovany jako nejasného
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kauzalniho vyznamu (Pecoraro V. et al., 2020; Goutmann SA. et al., 2022). Dle soucasné
urovné poznani se v evropskych populacich na patogenezi u asi 48 % familiarnich (fALS)
a zarovenl az 11 % sporadickych ptipadd ALS (SALS) podili mutace ve Sesti hlavnich
genech (Zhou J. et al., 2017, van Daele SH. et al., 2023). Jedna se o hexanukleotidovou
expanzi v genu C9orf72 a mutace v genech SODI, TARDBP, FUS, TBKI a OPTN.
Varianty v ostatnich definovanych genech, asociovanych s ALS, jsou zachyceny u cca 3%
pacienti (van Daele SH. et al., 2023). Expanze hexanukleotidové repetice C9orf72,
objevena v roce 2011, je nejcastéjsi genetickou pii¢inou u evropskych ptipadt fALS (vice
nez 30 %). Prikazna je stejné tak u asi 6 % ptipadi SALS (vanDaele SH. et al., 2023).
Déle je pak tato mutace detekovana az u 25 % familiarnich forem frontotemporalni
demence a predstavuje tak jeden zkliCovych faktorii, spojujicich tyto dvé klicko-
patologické jednotky. Pfizna¢na pro klinickou manifestaci je opakované dokumentova
vyrazna fenotypova variabilita i v rdmci jednotlivych rodin, kdy jednotlivi pfislusnici
mohou prezentovat fenotyp izolované behavioralni varianty FTD, obraz izolované ALS,
kombinovany fenotyp obou jednotek, ale nékteti rovnéz parkinsonsky syndrom, eventualné
fenotyp kortikobazalni degenerace (Van Langenhove T. et al., 2012; Giannoccaro MP. et
al., 2018; Ratti A.et al., 2022). Jde o priklad efektu tzv. genové pleiotropie, kdy stejna
patogenni varianta muze u rdznych nositeli vramci jedné rodiny vést k odliSnym

manifestacim (Cooper-Knock J. et al., 2015).

Komplexitu genetického pozadi nemoci dale komplikuje fakt, ze jednotlivé geny, resp.
rovnéZ individudlni varianty v nich (nejmarkantnéji pro SODI), se mezi sebou vyznamné
1i81 svoji penetranci, kterd navic miize byt vékov€ vazana - tzn., Ze k manifestaci dochéazi
prevazné az ve vysSich vékovych dekddach (Murphy NA. et al., 2017). Dichotomicka
klasifikace na ,,familiarni* (dva a vice ptislusnikt stejné rodiny trpi ALS a zaroven nesou
stejnou kauzalni genetickou variantu) nebo ,,sporadické® formy (ojedinély vyskyt v rdmci
rodiny) tim padem miiZze byt neptesna kvili neuplné penetranci, nebo predéasnému Gmrti
(pfed typickym vékem manifestace ALS) nositele kauzalni mutace z pfedchozi generace.
Kli¢ovou roli poté hraje také faktor velikosti rodin. U rodin o malo ¢lenech, ve kterych se
onemocnéni manifestuje izolovan€ u jednoho piislusnika, tento muze stale s relativné
vysokou pravdépodobnosti nést kauzalni mutaci (Al-Chalabi A. a Lewis CM., 2011). Tuto
hypotézu déle podporuje pozorovani, kdy kazda varianta genu, nalezeni u familidrnich
forem ALS, byla prokézana zaroven u pacientli bez zjevné rodinné¢ anamnézy (Schatunov
A. a Al-Chalabi A., 2021). Naopak, u rozsahlych rodin o mnoho ¢lenech je, s ohledem na

jiz zminéné, relativné vysoké obecné populaéni celoZivotni riziko rozvoje nemoci, redlna
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statisticka pravdépodobnost, ze nezédvisle na sobé onemocni dva pfisluSnici sporadickou
formou, bez prokazatelné genetické priciny (Goutman SA. et al., 2022). Fenotyp, stejné
jako neuropatologicky nalez je u familiarnich forem velmi ¢asto nerozeznatelny od forem

sporadickych (Shatunov A. a Al-Chalabi A., 2021).

S ohledem na vysokou odhadovanou miru obecné heritability a relativné nizké procento
ptipadli, kauzaln¢ podminénych monogennimi variantami, je diskutovéan tzv. oligogenni
model dédi¢nosti, kdy k rozvoji onemocnéni je nutnd interakce (dvou a vice) rizikovych
variant v genech, asociovanych s patogenezi ALS (van Blitterswijk M. et al., 2012). Podle
recentni, velmi rozsahlé¢ analyzy (WGS u 6013 sALS pacienti ve srovnani s 2411
kontrolami) je ale kombinace dvou a vice variant prikazna u pouze cca. 3% sALS (van

Daele SH. et al., 2023).

Dle odhadu rozsahlé GWAS se polygenni rizika (kombinace vlivu mnoha variant malého
efektu) podil na heritabilit¢ nemoci z cca. 3,5 % (van Rheenen W. et al., 2016). Jedna se
ovSem o intenzivné¢ zkoumanou problematiku a néktefi autofi argumentuji, Ze vliv
polygennich rizik bude pravdépodobné vyznamné vys$si, nez odhadovany, a to kvilli
metodologickym limitacim dosavadnich praci; zaroven pak naznacuji mozna vychodiska v
podobé vyuziti inovativnich pfistupii (modely nelinearni dédi¢nosti, vyuziti strojového
uceni, studie interakce genotyp-fenotyp pomoci tzv. Mendelidnské randomizace, aj.)

(Cooper-Knock J. et al., 2021).

Zastoupeni genetickych variant u familiarnich a sporadickych forem ALS v populaci
Ceské republiky dosud nebylo systematicky zkoumano. Bylo pfitom prokazano, Ze
v ruznych populacich je zastoupeni vzacnych variant v genech vyznamné heterogenni a ze
frekvence genovych variant vykazuje zna¢nou geografickou variabilitu (Abecasis GR. et

al., 2012).

1.3.2. Exogenni faktory

Koufeni cigaret piredstavuje  dlouho  diskutovany exogenni faktor, ktery
pravdépodobné mirné zvysuje riziko nemoci (1,2 — 1,44 x vy$si riziko pro kutaky proti
tém, kteti nikdy nekouftili) (Wang MD. et al., 2017; Wang 1. et al., 2011; Peters S. et al.,
2020). Detailni mechanismy, kterymi koufeni facilituje patogenezi onemocnéni, nejsou
stale uspokojivé objasnény; nékteré prace hypotetizuji ohledné neurotoxického efektu

komponent cigaretového kouie jako napi. olova a formaldehydu, popt. vlivu inhibice
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enzymu paraoxondzy-1 cigaretovym koufem (Costa LG. et al., 2005; Saeed M. et al.,

2006).

Asociace zvySené expozice tézkym kovim s cCastéjSim vyskytem onemocnéni byla
dokumentovana nékolika publikacemi (Wang MD. et al.,, 2017). Pravdépodobné
nejkvalitnéjsi dikazy jsou pro expozici olovem, kterd byla diskutovana jako jeden
k moznych kauzélnich faktori jiz od doby prvniho popisu ALS v poloving 19. stoleti.
Ackoliv nékteré metaanalyzy referuji rozporuplné vysledky dosavadnich studii (Cicero
CA. et al., 2017), recentni rozsahlej$i metaanalyza konfirmovala vyssi hladiny olova
v télesnych tekutindch u pacientii s ALS a obdobnd asociace byla prokdzdna pro selen
(Kamalian A. et al., 2023). Kauzéalniho vyznam téchto nalezii ovSem nelze zatim spolehlivé
urcit. Dal$im opakované diskutovanym environmentalnimi faktorem je opakovany kontakt
s pesticidy, coz prokazuji metaanalyzy (Kang H. et al., 2014), resp. cilené komparacni
studie plazmatickych hladinu pacientll a kontrol (Goutman SA. et al., 2024). Existuji
limitované dikazy pro vliv organickych rozpoustédel (polychlorované bifenyly) na zvySeni
rizika onemocnéni (Su FC. et al., 2016), stejné jako pro expozici formaldehydu (Roberts

AL. et al., 2016).

Navzdory rozporuplnym vysledkiim epidemiologickych studii ohledné vlivu dyslipidemie
(Chelstowska B. et al., 2021; Chi6 A. et al., 2009) nasvédCuji recentni prace
signifikantnimu vlivu elevace LDL na zvySeni rizika rozvoje nemoci (Zeng P. a Zhou X.,

2019).

Opakované zkouman byl i vliv nadmérné fyzické ndmahy, obzvlasté¢ vzhledem k vysSimu
vyskytu onemocnéni u hraca fotbalu (Chio A. et al., 2005) a amerického fotbalu (Lehman
EJ. et al., 2012). Recentni prace prokazuji signifikantni interakci mezi expozici vysoké
zatéZi a rizikovymi genetickymi predispozicemi (Julian TH. et al., 2021; Chapman L. et
al., 2023). Definice ,,nadmérné* zatéZe ale dosud nebyla uspokojivé kvantifikovana (Vasta
R. et al., 2022). Dal§im faktorem, pravdépodobné piidruzenym k fyzické zatézi, se jevi byt
Castéjsi vyskyt repetitivnich cerebralnich a cervikalnich traumat u sportovci (Blecher R.et

al., 2019).

Dal8imi diskutovanymi faktory jsou poté napt. repetitivni trazy elektrickym proudem
(Wang MD. et al., 2017), popt. vliv expozice cyanotoxinim (Bradley WG. a Mash DC.,
2009).
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1.3.3. Patofyziologie

Predominantnim histopatologickym nalezem u 97 % vSech (sporadickych i familiarnich)
forem ALS jsou patologické cytoplazmatické inkluze TDP-43 proteinu, soucasné s jeho
prikaznou nuklearni depleci (Prasad A. et al., 2019). Absenci TDP-43 pozitivnich inkluzi
v histopatologickém ndalezu vykazuji pouze geneticky podminéné formy nemoci,
zpisobené mutacemi v genech SODI a FUS (Mackenzie IR. et al., 2007; Kwiatkowski TJ.
et al., 2009; Verbeeck C. et al., 2012). U forem nemoci, podminénych expanzi v C9orf72,
jsou histopatologické nélezy komplexnéjsi: TDP-43 inkluze ptedstavuji pouze jeden
z atributli, spoleéné s tzv. nukledrnimi fokusy (nakumulované RNA transkripty repetic
G2(») a inkluzemi, tvofenymi tzv. dipeptidovymi repeaty (translac¢ni produkt repetic G2C»)
(Gendron TF. et al., 2013). Ptipady, kauzaln¢ podminéné mutacemi v TARDBP, tedy genu,
kédujicimu TDP-43, reprezentuji ovsem <1% vSech pacientll se SALS (van Daeale SH. at
al., 2023). Pravdépodobnou hypotézou tedy je, ze patologicka agregace TDP-43
predstavuje finalni produkt, ke kterému mtize dospét nékolik odlisnych, prediazenych
patofyziologickych procesi. Vyznamnym argumentem pro tuto hypotézu je
dokumentovand asociace TDP-43 proteinopatie s kauzalnimi mutacemi v fad€¢ odlisSnych
genl, asociovanych s ALS nebo FTD (de Boer EMIJ. et al., 2020). Souhrnem tak lze
pravdépodobné vnimat roli TDP-43 u pfevazné vétSiny forem ALS jako analogii k roli
beta-amyloidu u Alzheimerovy nemoci nebo alfa-synucleinu u Parkinsonovy nemoci.
Vsechny tyto patologické proteiny ¢i peptidy sdileji obdobné vlastnosti: aberantni
uspotadani proteinu, schopnost autoagregace, formovani inkluzi s konformaci beta-

skladaného listu a vysledna cytotoxicita (Kanouchi T. et al., 2012).

Fyziologicky se u TDP-43 jedna o tzv. heterogenni ribonukleoprotein, lokalizovany
predominantné v jaderném kompartmentu, kde vykonavd své hlavni funkce: regulaci
transkripce mRNA, sestfih pre-mRNA a transport mRNA (Prasad A. et al., 2019).TDP-43
ovliviiuje alternativni sestfih vice nez 900 riznych mRNA produkti (Polymenidou M. et
al., 2011). Zaroven se vSak kontinualné¢ pohybuje mezi jadernym kompartmentem a
cytoplazmou (Ederle H. a Dormann M., 2017), kde se mj. podili na regulaci formovani tzv.
stresovych granul — pfechodnych (dynamickych) cytoplazmatickych nemembranovych
organel, ve kterych pfi exogennim bunééném stresu (ischemie, oxidativni stres, tepelny
Sok, infekt) dochézi k selektivnimu potlaceni translace non-vitdlni mRNA (Prasad A. et al.,
2019). Je ptitomen také v presynaptickych zakoncéenich neuromuskularni junkce ve formé
transportnich granuli obsahujicich mRNA, kde se Ucastni translace vitalnich proteinti

(Fallini C. et al., 2012). TDP-43 je schopen ménit konformaci mezi solubilnim a
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agregovanym stavem, a to diky C-termindlni ,,prion-like* doméné (dle strukturalni i
funkéni podobnosti s prionovymi proteiny kvasinek) (Harrison AF. a Shorter J., 2017).
V této doméné je zaroven lokalizovana prevazna vétSina popsanych mutaci genu TARDBP,
znichz vétSina zvySuje nachylnost TDP-43 k agregaci (Lattante Set al., 2013).
Fyziologicky vyznam této domény tkvi mimo jiné ve vazbé TDP-43 na stresova granula.
Naruseni dynamiky stresovych granul je velmi pravdépodobné asociovdno s tvorbou
patologickych cytoplazmatickych inkluzi TDP-43, jedna se vSak o velmi komplexni d¢j,
jehoz jednotlivé kroky jsou nadéale predmétem intenzivni védecké debaty (Aulas A. a
Vande Velde C., 2015; Baradaran-Heravi Y. et al., 2020). Jde velmi pravdépodobné o
perspektivni oblast vyzkumu celularni patofyziologie, s potencidlem stat se jednim
z vyznamnych terapeutickych cild (Mann JR. et al, 2019). Vyslednym produktem
pfedfazenych patofyziologickych procesti je vyznamné post-translacné modifikovany
protein TDP-43, ktery je dale rozSt€pen na oligomery s toxickymi a autoagregac¢nimi

vlastnostmi (Fang YS. et al., 2014).

Protein Fused-in-Sarcoma (FUS), vykazuje vyznamnou strukturalni a funk¢ni homologii
s TDP-43. Rovnéz jde o prevazné nukledrné lokalizovany ribonukleoprotein, cirkulujici
mezi jadrem a cytoplazmou, kde se podili na formovani stresovych granuli. Stejné jako u
TDP-43 je u n¢j prominentni prion-like doména s vysokou nachylnosti k autoagregaci
(Ratti A. a Buratti E., 2016). U fALS pacientl s kauzalni mutaci ve FUS genu jsou

nalézany intracelularni agregaty tohoto proteinu (Verbeeck C. et al., 2012).

Obecné 1ze pro TDP-43 proteinopatie i pro formy, podminéné mutaci ve FUS konstatovat
dva na sobé& nezavislé, resp. pravdépodobné vzijemné konvergentni mechanismy. Prvnim
je mechanismus ztraty funkce, kdy nukledrni deplece obou proteinli vede k nasledné
dysregulaci metabolismu RNA (k ¢emuZz dochdzi 1 u forem, podminénych C9orf72
HRE prosttednictvim nuklearnich fokusti). Na druhé stran¢ pak jde o rozvoj toxicity
prostfednictvim nesolubilnich agregatli a oligomerti. S druhym mechanismem se dale
asociuji poruchy celularnich systému kontroly kvality proteind, tedy proteasom-
ubikvitinového a autofagického celuldrniho aparatu. Patogenni mutace v fadé gent,
kodujicich klicové proteiny téchto dvou systémi, jsou kauzalné asociované s patogenezi
ALS, nebo FTD a vyslednym produktem vsech téchto forem je TDP-43 proteinopatie. Jde
o geny OPTN, SOSTMI1, TBKI1, UBQLN2 a VCP (Mandrioli J. et al., 2020), pficemz
mutace v OPTN a TBK1 jsou s relativné vysokou frekvenci detekovany 1 u sporadickych

forem ALS (van Deaele SH. et al., 2023). Dal§imi vyznamnymi celularnimi procesy,
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postizenymi u TDP-43 proteinopatie, je naruSeni funkce cytoskeletu a mikrotubularnich
transportnich mechanismli, mitochondridlni dysfunkce a poruchy v mechanismech

reparace DNA (de Boer EMJ. et al., 2020).

Mutace v genu SOD1, kodujicim enzym superoxiddismutazu-1, vedou prevazné k ziskané
toxicité aberantn¢ uspotfadaného proteinu (Lafferiére F. a Polymenidou M., 2015);
mechanismus ztraty funkce byl dosud asociovan pouze s vzacnou infantilni formou nemoci
(de Souza PVS. et al., 2021). Jako vyznamné se jevi mechanismy excitotoxicity (Wainger
BJ. et al., 2014), stresu endoplazmatického retikula (Kikuchi H. et al., 2006), naruseni
funkce ubikvitin-proteasomového systému a autofagického aparatu (Bendotti C. et al.,
2011) a rovnéz poskozeni mitochondrii (Vande Velde C. et al., 2008). Aberantni formy
SOD1 proteinu jsou schopny autoagregace a zaroven se Siii do okolnich nepostizenych

neuront, kde indukuji agregaci dosud solubilniho SOD1 (Miinch C. et al., 2011).

Aberantni protein TDP-43 je rovnéz prokazatelné¢ schopen, indukovat tvorbu agregéti.
Vysledky studii na transgennich mySich (Porta S.et al., 2018; Ding X. et al., 2021) a
rovnéZ na huménnich bunéénych kulturach (Smethurst P. et al., 2020) prokdzaly, ze
aplikace patologického TDP-43 (derivovaného z post-mortem tkani pacientl, popf. jeho
syntetickych fibril) je v téchto modelech schopna navodit agregaci a nasledné replikovat
trans-neurondlni propagaci patologického TDP-43 a rozvoj analogického fenotypu, stejné
jako histopatologického obrazu, pozorovanych u pacientli. Byly popsany rtizné subtypy
patologickych agregatii TDP-43, s riznymi zpUisoby propagace napii¢ mozkovymi regiony
— coz muze byt podkladem pozorované heterogenity vyslednych klinickych a
histopatologickych vzorcl postizeni (Porta S. et al., 2021). Lze tedy konstatovat relativné

kvalitni pfimé dlikazy pro tzv. ,,prion-like* chovani patologického TDP-43.

Na makroanatomické Urovni postizeni motorického systému se jako relevantni jevi
klinické pozorovani, Ze projevy onemocnéni se inicidlné témeét vzdy manifestuji fokalné
s posloupnou manifestaci v dalSich, inicialn€ nepostizenych regionech podle nckolika
stereotypnich vzorci (Ravits JM. et al., 2007). Jedna z hypotéz, pokouSejici se objasnit
tento fenomén, pfedpoklada stochasticky iniciadlni inzult v subpopulaci vulnerabilnich
regionalnich motoneuront (korespondujicich s regionem klinické manifestace), odkud se
nasledn¢ patologicky proces dale $ifi na zadklad¢ neuroanatomické konektivity (Ravits JM.
a La Spada AR., 2009; Wilkinson D. et al., 2009; Kanouchi T. et al., 2012). Tato hypotéza
je konzistentni s vySe zminovanymi dikazy pro ,,prion-like* $iteni TDP-43. Jini autofi pak

postuluji hypotézu multifokalniho, navz4jem nezavislého rozvoje a rovnéz (na propagaci
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podél neuroanatomické konektivity) nezavislé, nasledné regionalni progrese nemoci
(Takeda T. et al., 2020). Krom¢ opory v modelech ,,prion-like* propagace TDP-43 a na
zaklad¢ neuropatologickych post-mortem nalezli (Brettscheider J. et al., 2013; Fatima M.
et al., 2015) podporuji hypotézu inicidlniho fokalniho inzultu a nasledné trans-neuronalni
propagace také poznatky z geneticky podminénych forem nemoci. Pfes ubikvitdrné
ptitomnou genetickou mutaci (postizeny jsou vSechny bunky) je dokumentovana vyrazna
fenotypova pleiotropie v ramci jednotlivych rodin, at’ uz pro nosi¢e HRE v C90rf72 (jak jiz
bylo diskutovano v oddilu 1.3.1), tak pro rizné mutace v SODI (Talbot K., 2014). Dale
pak byl u presymptomatickych nosi¢l mutaci v SODI prokazan normalni pocet ¢innych
motorickych jednotek, ktery se signifikantné, abruptné¢ a pouze fokalné snizil nékolik
mésict pfed klinickou manifestaci (Aggarwal A. a Nicholson G., 2001; Aggarwal A. a
Nicholson G., 2002). Data jinych autorli pfinaSeji poznatky, Ze inicidlni fokus rozvoje
onemocnéni neni stochasticky, ale je signifikantné asociovany (a tedy alesponi parcidlné
determinovany) s v€ékem, pohlavim a pfitomnosti mutaci v hlavnich genech (SODI,
C90rf72) (Chid A. et al., 2020). Stejné tak neni definitivné uzaviena debata, zda je onim
inicidlnim fokusem populace kortikalnich motoneuront (tzv. ,,dying-forward*“ hypotéza),
odkud se pomoci ptimé, monosynaptické konektivity cestou kortikospindlni drahy proces
propaguje na spinalni a-motoneurony; nebo alternativné, zda je inicialnim fokusem
neuromuskuldrni junkce, odkud se retrogradné propaguje (,,dying-back® hypotéza), popf.
zda procesy v kortikdlnich a spindlnich motoneuronech probihaji nezavisle na sobé
(Dadon-Nachum M. et al., 2011, Kiernan MC. et al., 2011). Aktudlné spiSe pievazuji
argumenty pro ,,dying forward* hypotézu (Eisen A., 2021).

V souladu s hypotézou klicové patogenni role aberantniho proteinu TDP-43 pro dalsi
progresi napfi¢ motorickym systémem (prion-like Sifeni, viz vySe) poté néktefi autofi
formuluji dvé principidlni trajektorie neuroanatomické progrese nemoci (Del Treidici K. a
Braak H., 2022): (1) trans-synapticky podél kortikospinalnich (resp. kortikobulbarnich)
drah; (2) per continuitatem — horizontaln¢ (latero-medidlné a poté kontralateraln¢) 1
vertikalné naptic sloupci spinalnich a-motoneuront (Gromicho M. et al., 2020; Maranzano

A.etal., 2023).

Na zakladé histopatologickych nalezii byla formulovana hypotéza, Zze regionalni mira
(,,ndloz*) akumulace patologickych TDP-43 agregatu poté predikuje klinicky fenotyp
v ramci FTD-MND klinicko-patologického kontinua: v pfipadé nejmasivnéjSiho postizeni

pfedniho cingularniho kortexi tento nalez s velkou piesnosti predikuje behavioralni
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variantu FTD; v pfipadé nejmasivnéjSiho postizeni jadra nervus hypoglossus pak ALS

(Tan R. et al., 2015).

Ackoliv postizeni motorického systému piedstavuje jednoznaéné predominantni rys
onemocnéni, fada dikazl prokazuje subtypy onemocnéni s multisystémovym postizenim
CNS jak na histopatologické, tak i klinicko-syndromologické trovni (McCluskey L. et al.,
2014; Reyes-Leiva D. et al., 2022; Del Treici K. a Braak H., 2022), s manifestaci v podob¢
neuropsychiatrickych, dysautonomnich, popt. extrapyramidovych projevii (Shojaie A. et

al., 2024).
1.4. Klinicka prezentace a diagnostické moZnosti

1.4.1. Klinicky obraz

Jak jiz bylo v pfedchozich oddilech zminéno, ALS se nejcastéji manifestuje fokalné
vyjadifenymi projevy postizeni kortikdlniho motoneuronu (resp. kortikospindlni dréhy)
v kombinaci s 1ézi spindlnich nebo bulbarnich o-motoneuronii a tyto projevy — se
znaén¢ variabilni dynamikou — dale progreduji v ¢ase do dalSich regiond. Jednotlivé
regiony jsou definovany jako bulbarni, cervikalni, torakalni a lumbosakralni (Brooks BR.
et al., 2000). Symptomy progreduji jednak v ramci regionu ve smyslu $ifeni do pfilehlych
miSnich segmentll (napt. z ruky na ptedlokti a paZzi ipsilateralni horni koncetiny), jednak do
vzdalenych regionti podél trajektorie kortikospinalnich drah (napf. progrese z horni
koncetiny na ipsilaterdlni dolni koncetinu - viz také oddil 1.3.3). Neni bez zajimavosti, ze
motoneurony okulomotorickych jader a v Onufové spindlnim jadru vykazuji znacnou
rezistenci vi{C¢i postizeni patogennim procesem a tim padem nebyva oslabeni
okulomotorickych svalii, resp. sfinkteri vyjadfeno viibec, nebo az v nejpokrocilejsich
formach nemoci (Eisen A. et al.,, 2017; Carvalho M. et al., 1995). V zavislosti na
pfitomnosti a rozsahu postiZzeni kortikalnich nebo spinalnich (bulbarnich) a-motoneuronti
lze definovat né€kolik klinickych variant ALS, které se odliSuji jednak prognozou délky
orientované péce (Izenberg A., 2023). Tato heterogenita klinickych prezentaci a rovnéz
odli$na rychlost progrese ovSem komplikuje v€asnou spravnou diagnézu a klade vysoké
naroky na adekvéatni diferencialné diagnosticky proces, protoze krom sériového klinického,
resp. EMG vySetieni (k detekci subklinického stupné postizeni spindlnich nebo bulbarnich
a-motoneurontl) neni k dispozici zadny, samostatné dostate¢né spolehlivy diagnosticky test

jakozto ,zlaty standard”“ (Turner MR., 2022). Volba vhodnych diagnostickych testi
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k exkluzi alternativnich diagnéz se tak odviji od regionu prezentace a vyjadiené¢ho

postizeni kortikélniho a/nebo spindlniho motoneuronu (viz dale).

Klasickd forma ALS se prezentuje kombinaci amyotrofie (denervacni atrofie a svalova
slabost) a lateralni skler6zy (degenerace kortikospinalniho traktu v lateralnich sloupcich
michy), mezi jejiz projevy patii hyperreflexie, deliberace primitivnich reflexti, narusena
koordinace vysoce specifickych pohybovych vzorci, resp. spasticita (Tab. 1). Jde o
nejcastéj$i formu nemoci, postihujici asi 55-60 % pacientd s ALS (Marin B. et al., 2016;
Rosenbohm A. et al., 2017). Nastup onemocnéni je zprvu nenapadny, nejcasteji na distalni
casti  koncetiny, napf. v podobé nevysvétlitelného zakopavani (diskrétni, parcialné
kompenzovana peronedlni stepdz) nebo obtizi v jemné-motorickych ukonech (psani,
zapinani knoflikti atd.). Tyto projevy jsou zpravidla nebolestivé, ackoliv postizeni
spinalniho a-motoneuronu muze vést k nepfijemnym, az bolestivym svalovym krampi
(Izenberg A., 2023). Casnym projevem, predchazejicim &asto rozvoj amyotrofie, jsou
fascikulace, pfevazné generalizované a difuzni (Eisen A. et al., 2017). Dulezitym znakem
je absence somatosenzitivniho deficitu v pfislusnych dermatomech. V rdmci diferencidlni
jakozto 1é¢ebné ovlivnitelnou jednotku, ktera ma navic obdobny vékovy vrchol incidence,
jako ALS (Cellura E. et al., 2012). Nasleduje rizné rychla progrese deficitii na pfilehlé
svaly p¥islusné kondetiny a poté bud’ na ipsilateralni, nebo kontralateralni konéetiny. Casto
je vysledkem obraz generalizovanych, ale zna¢né asymetricky vyjadienych deficitd,
findln€ 1 s postiZenim ventila¢nich svalll. Asi polovina pacientli umirad do 2-3 let od prvnich
projevil, do 5 let pak zemie 80-90 % pacientli (Chio A. et al., 2011). Fokus rozvoje miize
byt 1 v bulbarnim regionu. Zde se manifestuje nejcastéji dysartrii a spiSe postupné se
rozvine 1 dysfagie. Pfi detailnim inicidlnim vySetfeni nebo zahy pfi naslednych kontrolach
je ale priikkazné diskrétni postiZeni i ostatnich regionti. Pfitomnost bulbarniho postizeni
predstavuje obecny nepiiznivy prognosticky faktor (Marin B. et al., 2016; Chio A. et al.,
2009). Dalsimi signifikantnimi prediktory jsou vék pii nastupu onemocnéni (starsi vék je
nepiiznivy prediktor) a rychlost progrese, kalkulovand jako rychlost ztraty funkcnich
dovednosti pomoci klinimetrické $kaly ALSFRS-R (anamnestickd, 12-polozkova Skéla
hodnoceni funk¢nich dovednosti u ALS; viz sekce 11. Ptilohy) (Westeneng HJ. et al.,

2018). Ptic¢inou timrti je nejcastéji respiracni selhani (Chid A. et al. 2009).

Fenotyp s izolovanou atrofii a oslabenim svalli bez klinicky manifestnich projevl 1éze

kortikospinalniho traktu je oznaCovan jako progresivni svalova atrofie (PMA). Jde o
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pomaleji progredujici formu, 45 % pacientl pieziva déle nez 5 let (Visser J. et al., 2007).
Ptes absenci spasticity a hyperreflexie lze 1 u této formy neuropatologicky prokazat
degeneraci kortikospinalniho traktu (Riku Y. et al., 2014). Zarovenn jsou u né&kterych
pacientli se sporadickou formou PMA nalézdny patogenni mutace v genech, kauzalné
asociovanych s patogenezi ALS (van Blitterswijk M. et al., 2017). U familidrnich forem je
dokumentovéano, Ze stejnd patogenni mutace se u n€kterych postizenych ze stejné rodiny
prezentuje jako ALS, u jinych jako PMA (Swinnen B. a Robberecht W., 2014). PMA je
dalezit¢ odlisit od jednotek, které mohou probihat pod velmi podobnym klinickym
obrazem. V prvni fadé¢ jde o lécebné ovlivnitelnou, dysimunitné podminénou multifokalni
motorickou neuropatii (pomoci EMG, resp. kondukénich elektrofyziologickych studii)
(Traynor BIJ. et al., 2000), resp. geneticky podminénou, autozomdlné recesivni spinalni
muskularni atrofii s pozdnim nastupem — SMA typ 4 (odlis$i molekularné genetické
vySetfeni homozygotni delece 7. a 8. exonu v genu SMNI). DalSimi relevantnimi
jednotkami jsou geneticky podminéna, X-vazand spino-bulbarni muskularni atrofie
(Kennedyho nemoc, odlis§i mol.genetické vysetfeni CAG repetic v AR genu) (Traynor BJ.
et al., 2000) nebo myozitida s inkluznimi télisky (odliSeni svalovou biopsii) (Kiernan MC.
et al., 2011). Vzacné muze po urcitou dobu pod obrazem izolované poruchy spinalniho a-
motoneuronu probihat i forma GM2 gangliosidozy (Tay-Sachsova choroba) s pozdnim

nastupem (odlisi mol.genetické vys. genu HEXA A).

Je-li vyskyt svalové slabost a atrofie, popt. projevi spasticity omezen po dobu nékolika let
na oblast bulbarnich svalt (svaly jazyka, hltanu, hrtanu, celisti a obliceje), hovotime o
progresivni bulbarni obrné nebo progresivni bulbarni atrofii (PBA). Artikulacni dysfunkce
je obvykle podminéna kombinaci chabé (hypernazalita) a spastické parézy (monoténnost,
vyrazné zpomaleni). Porucha polykdni je dana kombinaci naruSen¢ho oralniho zpracovani
(usazovani potravy mezi tvafi a zuby, obtiZzna pasdz do faryngu) a laryngélni aspirace s
epizodami kaSle a duSeni. N&kdy miZe v pocatecnich fazich dominovat spasticita
bulbarnich svali bez atrofie a v téchto pifipadech byvaji Casto vyjadieny projevy tzv.
pseudobulbarniho afektu (patologicky smich a plac¢). Dalsi progrese vede ke kompletni

afagii, selhani obranného kasle a respiracni insuficienci, jako u klasické formy ALS.

U malé podskupiny (2-4 %) pacientll (Rosenbohm A. et al., 2017; Chi6 A. et al., 2011)
nalézame pouze projevy kortikospindlni 1éze se spasticitou a hyperreflexii, pfi¢emz atrofie
se projevi az s odstupem ftady let, nebo vibec. Takovy fenotyp oznacujeme jako primarni

lateralni skler6za (PLS). Definitivni diagnozu této varianty lze urcit az po 4 letech trvani,
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nebot’ projevy postizeni spinalniho a-motoneuronu se u klasické ALS mohou manifestovat
az s odstupem 3 let (Gordon PH. et al., 2006). Pacienti s PLS si dlouho uchovéavaji
schopnost chiize s kompenzacni pomitickou, ovSem s frekventnimi pady; postupné se
pridava spasticita hornich koncetin a po nékolika letech trvani i spastickd dysartrie a
pseudobulbarni paralyza. Pteziti je nejdelsi ze vSech podtypid, az 70 % pacientii preziva
vice nez 10 let (Chié A. et al., 2011). Diferencidlné diagnosticky dulezité je odlisit
hereditarni spastickou paraplegii, kterd ma velmi podobny klinicky obraz. U této jednotky
jsou typicky postizeni dalsi piimi piibuzni, progrese je pomalejsi a mira postizeni hornich
koncetin, resp. vyskyt pseudobulbarni 1éze jsou méné vyjadieny, ackoliv i u této jednotky
je popsana znacna variabilita fenotypt (Lo Giudice T. et al., 2014). Prominentni postizeni
kortikospinalni drahy je také rysem napf. priméarné progresivni sclerosis multiplex, nebo
subakutni kombinované degenerace v disledku hypovitamindzy B12. Tyto jednotky ale
zpravidla maji charakteristicky ndlez na MRI michy a klinicky vyjadiené somatosenzitivni

deficity (Izenberg A., 2023; van Es MA. et al., 2017).

Casto jsou s ALS rovnéz asociované kognitivni symptomy: u 5-15 % je plné vyjadiena
FTD a az 50 % vykazuje kognitivni nebo behaviordlni poruchy ze spektra fronto-
temporalnich symptomt (Strong MJ. et al., 2017). Z behaviordlnich symptomua je
nejCastéj$i apatie a ztrita sympatie, nebo empatie (Abrahams S.et al., 2014). Z
kognitivnich poruch je nejcastéj$i snizena verbalni fluence, porucha fatickych funkci,
socialni kognice a exekutivnich funkci (Strong MJ. et al., 2017) (Tab. 2). Pacienti,
kognitivné intaktni v ¢ase diagnozy, pravdépodobné kognitivni deficit v dalSim pribchu
onemocnéni nerozvinou; naopak exekutivni dysfunkce, detekovana v Case diagnézy,
v dal§im pritbéhu onemocnéni progreduje a je asociovana s obecné rychlejsi progresi vSech
dalSich projevi, resp. horsi prognézou (Elamin M. et al., 2013). Kognitivni poruchy se
zaroven vyznamné castéji vyskytuji u forem, podminénych mutacemi v relevantnich
genech (typicky C9orf72) (Chio A. et al.,, 2012). Kognitivni a behavioralni porucha
vyznamné zhorSuje adherenci k navrzenym terapeutickym intervencim a zvySuje zatéz

pecujicich osob (Hu WT. et al., 2013).

1.4.2. Diagnosticka kritéria

Diagnodza je stanovena nadale na zaklad¢ klinického nélezu, resp. podeptenad vysledky
elektrofyziologického vysetieni (kondukéni studie, vysetfeni jehlovou EMG) a zaroven
vysledky adekvatné zvolenych diagnostickych testi k exkluzi potencidlnich alternativnich

diagnéz (Turner MR., 2022). Diagnosticka kritéria byla za poslednich 30 let opakované
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revidovana (El-Escorial kritéria 1990, revidovana El-Escorial kritéria z roku 1998, Awaji
kritéria 2006, navrh revize pracovni skupiny World Federation of Neurological societies
zroku 2015) (Timmins HC. et al., 2024). Veskera predchozi kritéria pracovala se
systétmem urovn¢ diagnostické jistoty (suspektni, moznd, pravdépodobnd a definitivni)
podle poctu etdzi, postizenych soucasné¢ projevy léze kortikdlntho a spindlniho
(bulbarniho) motoneuronu. Recentni navrh diagnostickych kritérii z roku 2020, tzv. Gold
Coast kritéria, tento proces pon¢kud zjednodusuje odstranénim urovni diagnostické jistoty
(Tab. 1); zaroven bylo prokazano, Ze tato kritéria dosahuji lepsi senzitivitu a specificitu pro

variantni formy ALS oproti pfedchozim kritériim (Hannaford A. et al., 2021).

Primérna diagnosticka prodleva ¢inni 12 mésict od prvnich ptiznakli nemoci (Richards D.
et al. 2020). Tento ukazatel vyznamné variuje napfi¢ riznymi staty, resp. zdravotnimi
systémy (Galvin M. et al., 2017; Paganoni S. et al., 2014; Turner MR. et al., 2010). Uskali
diagnostického procesu dokumentuje cetnost chybné stanovené diagnézy v inicidlni fazi
nemoci, kterd byva uvadéna mezi 30 az 60 % (Richards D. et al., 2020). Az u 13 %
pacientll tato chybné stanovena diagnéza vede k nespravné indikovanym operacnim
vykoniim, bez jakéhokoliv benefitu (Srinivasan J et al., 2006), resp. s rizikem akcelerace
nemoci (Pinto S. et al., 2014), popt. k aplikaci ndkladnych a potencidlné rizikovych 1é¢iv,
bez realné Sance na jakykoliv benefit (Simon NG. et al., 2013). Tento aspekt diagnostické
nejistoty tedy v disledku vySe zminénych faktorti predstavuje zatéz jednak pro zdravotni
systém (fada nespravné indikovanych testd, popf. intervenci) (Galvin M. et al., 2017)
stejn¢ jako pro pacienta, popi. jeho rodinu v podobné psychosocialniho stresu z nejistoty

(Paganoni S. et al., 2014).
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Tab. 1 Gold Coast diagnosticka kritéria (upraveno dle Turner MR., 2022)

Progredujici motoricky deficit, dokumentovany anamnesticky nebo opakovanym

objektivnim neurologickym vySetfenim

A zaroven

Postizeni kortikdlniho' a spinalniho® (bulbarniho) motoneuronu v minimalné jednom

3

definovaném télesném regionu’ soucasné; nebo postizeni pouze spinalniho (bulbarniho)

motoneuronu v minimalné dvou definovanych regionech

A zaroven

Adekvatné zvolené diagnostické testy* vylougily relevantni alternativni diagnézy

1 — (minimalné 1 vyjadien): hyperreflexie / normoreflexie u atrofovanych a oslabenych svald; deliberace
primitivnich reflexti nebo pyramidové iritacni jevy; spasticita; zpomaleni/ dyskoordinace pohybi

2 —objektivni klinicky nalez atrofie a oslabeni/nebo EMG abnormality (priikaz chronické neurogenni 1éze
v kombinaci s aktivnim denerva¢nim syndromem: fibrilace, ostré viny a/nebo fascikulacni potencialy)

3 — bulbarni, cervikalni, torakalni a lumbosakralni; postizeni (klinické / EMG) cervikalniho a
lumbosakralniho spinalniho motoneuronu minimalné ve dvou svalech, inervovanych odli$snymi radixy;
postizeni bulbarniho motoneuronu a torakalniho spinalniho motoneuronu minim. v jednom svalu

4 —volba diagnostickych testi zavisi na klinické prezentaci (viz jednotlivé pasaze v textu 1.4.1)

Tab. 2 Diagnosticka kritéria ALS-FTD (upraveno dle Strong M1J. et al., 2017)

Progredujici zmény chovani a/nebo kognice u pacienta s diagn6zou ALS

A zaroven

Minimalné tfi symptomy behavioralni! a/nebo kognitivni poruchy?

Nebo

Dva symptomy behavioralni/kognitivni poruchy a ztrata nahledu a/nebo psychotické

projevy

Nebo

Porucha fedi, napliujici kritéria sémantické demence/non-fluentni primarn¢ progresivni

afazie

1 — a) behavioralni dezinhibice b) apatie c) ztrata sympatie/empatie d) perseverace, stereotypie, kompulzivni

chovani e) hyperoralita a zména stravovacich navyki

2 — exekutivni dysfunkce (verbalni fluence, pozornost, abstrakce/konceptualizace, inhibice); socialni

kognice; poruchy fe¢i — pojmenovani, porozumeéni, gramatika

25




1.4.3. Biomarkery

Biomarker lze obecné definovat jako objektivni, kvantifikovatelny produkt urcitého
biologického procesu, ktery Ize detekovat a méfit in vivo (Biomarkers Definitions Working
Group, 2001). Obecné Ize biomarkery délit podle jejich primarniho ucelu na diagnostické a
prognostické, resp. farmakodynamické markery (markery terapeutické odpovédi). Na
zakladé vySetrované modality 1ze poté v rdamci ALS-FTD vymezit biomarkery, detekované
z télesnych tekutin pacientl — tzn. biochemické, zobrazovaci a dale pak neurofyziologické
markery. Pro biochemické markery je dale dulezitou perspektivou, zda se jedna o
produkty, asociované se specifickou patofyziologii onemocnéni, nebo o nespecifické

vedlejsi jevy, prikazné u fady jinych patologickych stavi.

1.4.3.1. Biochemickeé markery

Dosud jediny etablovany a rozSifeny biochemicky marker s diagnostickym 1
prognostickym vyznamem pro ALS piedstavuji lehké (NfL) a fosforylované tézké (p-NfH)
fetézce neurofilament, jak prokazuje fada studii (Dreger M. et al., 2021; Halbgebauer S. et
al., 2022) i vysledky zcela recentni metaanalyzy (Shahim P. et al., 2024). Jedna se o
cytoskeletalni proteiny, exprimované v silnych, myelinizovanych axonech, které se
v piipad¢ axondlniho poskozeni uvoliiuji do extracelularniho prostoru a nasledné do
likvoru. Jde o tudiZ o nespecificky biomarker, asociovany s obecnym procesem axonalni
1éze, ktery nereflektuje subtypy poSkozené neuronalni subpopulace, ani neuroanatomickou
oblast 1éze (Witzel S. et al., 2022). ZvySené hladiny neurofilament v likvoru i v krvi jsou
prokazovany u fady dalSich patologii CNS (traumata, komprese, ostatni
neurodegenerativni nebo zanétlivd onemocnéni) (Bridel C. et al., 2019; Kusnierova P. et
al., 2019), coz vyznamné ovlivituje jejich diskriminacni schopnost v zavislosti na typu
patologie, od kter¢ maji ALS odliSit. Zaroven hladina neurofilament prikazné
signifikantné nartistd s v€kem 1 u zdravych jedinct (Khalil M. et al., 2020). Hladina NfL
v likvoru signifikantné pozitivné koreluje s rychlosti progrese ALS, tzn. jinymi slovy s
agresivitou onemocnéni (Dreger M. et al., 2021). Ackoliv multimodalni korelace s nalezy
v zobrazovacich vySetfenich (Schreiber S.et al., 2018), resp. pfi srovnani klinickych
variant (Gaiani A. et al., 2018) nasvédcuji, ze mira postizeni kortikospinalnich drah je
jednou z dilezitych determinant zvySené hladiny NfL v likvoru, varianty onemocnéni
s predominantnim postizenim kortikospinalni drahy vykazuji zaroven nejpomalejsi
progresi. Tento paradox dokumentuje nutnost komplexniho ptistupu ke spravné predikci
progndzy, tzn. nutnost, hodnotit jednotlivé parametry (hladina neurofilament, klinicky

fenotyp) v celkovém kontextu vSech ndlezi (Dreger M. et al., 2022). Ackoliv hladina
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neurofilament v likvoru 1épe odrazi patofyziologii onemocnéni, z pohledu longitudinalniho
hodnoceni je limitujicim aspektem invazivita jeho opakovaného odbéru. Hladiny p-NfH 1
NfL v séru (Huang F. et al., 2020; Benatar M. et al., 2018) vykazuji stabilni hladiny v Case
a jevi se jako vhodny biomarker terapeutické odpovédi, coz dokladaji i nekteré recentni

intervenc¢ni klinické studie (Dorst J. et al., 2020).

S ohledem na jeho klicovou roli v patofyziologii onemocnéni piedstavuje detekce
aberatniho proteinu TDP-43 hypoteticky idedlni, pro onemocnéni vysoce specificky
diagnosticky marker. Dosavadni snahy o in vivo detekci a zaroven kvantifikaci patologické
formy proteinu pomoci cilenych protilditek a nasledna schopnost diskriminace mezi
skute¢né nemocnymi a alternativnimi diagn6zami ovsem dosud vedla k nejednoznacnym a
rozporuplnym vysledkim (Cordts 1. et al., 2023). Jednim =z klicovych davoda je
pravdépodobné nespecifickd vazebna afinita dosud vyvinutych protilatek, které tak
detekuji prevazné fyziologickou formu proteinu TDP-43 (Steinacker P. et al., 2008;
Feneberg E. et al., 2018). Tento ubikvitdrné exprimovany protein cirkuluje voln€ mezi krvi
a likvorem a hladina TDP-43 v likvoru, detekovand pomoci dosud vyvinutych protilatek,
tak velmi pravdépodobné nereflektuje patofyziologii onemocnéni (Feneberg E. et al.,
2014). Recentni publikace se proto zaméfily na jiné, nez protilatkové zprosttedkované
metody detekce a kvantifikace patologického TDP-43, jmenovité jde o metodu RT-QulIC
(real-time quacking induced conversion), ktera je schopna kvantifikovat agregaty TDP-43
v likvoru (Scialo™ C. et al., 2020). Dalsi prace uvadéji slibné vysledky techniky méteni
absorbance infracerveného spektra patologické formy TDP-43 (separované metodou
imunoextrakce z likvoru pacientii) (Beyer L. et al., 2021). Zadna z téchto metod oviem
dosud nebyla nezévisle replikovana. V soucasné dobé tedy stale neni k dispozici tispésna,

validovana metoda detekce patologické formy TDP-43 (Cordts 1. et al., 2023).

Pro formy nemoci, podminéné mutacemi v SODI/ genu se — sohledem na piimou
patogenni roli aberatniho proteinu — jevi jako cilovy specificky marker terapeutické
odpovédi jak hladina jeho mRNA, tak i hladina samotného SODI1 proteinu. Oba tyto
markery byly vyuzity v terapeutické studii s antisense-oligonukleotidovym preparatem
(tofersen), navozujicim degradaci mRNA a nasledné redukujicim syntézu SODI proteinu;
tato studie prokdzala signifikantni a na dévce preparatu zavisly pokles hladiny obou
markerti (Miller T. et al., 2020). Analogickym diagnostickym a terapeutickym markerem

pro formy, podminéné HRE v genu C9orf72, je nov€ vyvinutd metoda detekce tzv.
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proteintl s dipeptidovymi repeticemi (translacni produkt patogenni expanze) (Wilson KM.

et al., 2022).

1.4.3.2. Zobrazovaci vysetreni

Rutinni MRI mé vyznam pouze k odliSeni alternativnich diagno6z; s ohledem na absenci
signalovych zmén v T2 sekvencich, resp. atrofie v T1 sekvencich ale tuto metodu nelze
vyuzit jako diagnosticky biomarker nemoci (Reyes-Leiva D. et al., 2022). Naopak metody
kvantitativniho MRI, jako napf. voxel-based morfometrie, jsou schopny detekovat
signifikantni regionalni atrofii cerebralniho kortexu (precentralni a centralni gyrus, piedni
cingularni gyrus) u pacientii s ALS ve srovnani s kontrolami (Shen D. et al., 2016).
Morfometrie kortexu ale nemusi byt dostate¢né senzitivni v inicidlnich fazich onemocnéni
(van der Burgh HK. et al., 2020). Jako senzitivn&jsi technika, hodnotici mikrostrukturalni
patologii bilé hmoty i kortexu, se jevi DTI (diffuse-tensor imaging), zalozena na rozdilné
prostorové difuzi molekul vody (Illan-Gala I. et al., 2020). Klinicky vyznam funkéni MRI,
popt. MR spektroskopie je zatim nejasny (Reyes-Leiva D. et al., 2022).

Dalsi zkoumanou zobrazovaci metodou je pozitronova emisni tomografie (PET), nejcastéji
s vyuzitim radioaktivni 18 - fluorodeoxygluk6zy. Tato metoda je schopnd prokazat
hypometabolismus frontalnich i prefrontalnich oblasti u pacientd s ALS a soucasnou
kognitivni ¢i behavioralni poruchou (Canosa A. et al., 2020), ale rovnéZ symetricky
hypometabolismus prefrontalniho, premotorického a inferolateralniho parietalniho kortexu
u pacientll s ALS bez kognitivniho deficitu (Van Weehaeghe D. et al., 2016). Tato metoda
ale dosud nebyla dostatecné validovana jako diagnosticky marker nezavislymi studiemi
(Agosta F. et al., 2018). Hypoteticky optimalnim diagnostickym markerem by se jevilo
vyuziti PET v kombinaci s ligandem, afinitnim k fosforylovanému TDP-43. Tato metoda

ale dosud nebyla vyvinuta (Brooks DJ. et al., 2021).

1.4.3.3. Neurofyziologické biomarkery

Techniky, vyuzivajici transkranidlni magnetickou stimulaci v kombinaci se specifickymi
testovacimi protokoly, prokazuji kortikalni hyperexcitabilitu jako Casny projev postizeni
motorického kortexu u ALS (Vucic S. a Kiernan MC., 2006). Nezavislé studie prokazuji
relativné dobrou senzitivitu i1 specificitu této techniky jako diagnostického markeru
(Menon P. et al., 2015) a zaroven pozitivni korelaci s dal$i progresi onemocnéni (Menon P.

et al., 2020).
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Kvantitativni elektrofyziologickd metoda MUNIX (Motor Unit Number Index — index
poctu motorickych jednotek) vyuzivd bézné vybaveni pro vySetfeni motorickych
konduk¢nich studii v kombinaci se specidlnim softwarem. Tento index pfedstavuje odhad
miry ztraty spinalnich motoneuront a dokaze detekovat jejich signifikantni pokles jesté
pted rozvojem klinicky manifestniho oslabeni ptislusného svalu (Neuwirth C. et al., 2017).
Jevi se jako perspektivni prognosticky a potencidlné¢ i farmakodynamicky biomarker

(Ebersbach T. et al., 2022).

1.5. Management

Jedinou obecné schvalenou farmakoterapii s dostatecnou Urovni diikkazu stran mirného
zpomaleni progrese pro vSechny formy onemocnéni ziistava nadéle pouze preparat riluzol
(Van Damme P. et al., 2024). Od roku 2024 byla Evropskou l1ékovou agenturou schvalena
pro formy onemocnéni, podminéné mutacemi v SODI, 1écba intrathekalné aplikovanym
preparatem tofersen (antisense oligonukleotid, blokujici translaci mRNA SODI a tim
padem tvoru SODI1 proteinu). Nékolik dalSich preparati je ve stadiu klinickych studii faze
IIT a o¢ekavaji se jejich vysledky (Van Damme P. et al., 2024).

A%

hlavnimi strategickymi cili je udrzovéani autonomie a diraz na zlepSovani kvality Zivota
(Andersen PM. et al., 2012). Nejrobustnéjsi diikazy stran signifikantniho zvySeni kvality
Zivota, ale 1 jeho prodlouZeni, vykazuje non-invazivni ventilacni 1é¢ba pozitivnim
pietlakem (NIV) zahdjena v€as ve fazi po€inajici respiracni insuficience (Berlowitz DJ. et
al.,, 2016). Klicovy je tak pravidelny monitoring anamnestickych projevi rozvijejici se
respiracni insuficience, stejné jako sériova objektivizace usilovné vydechové plicni
kapacity (Andersen PM. et al., 2012). V ptipad¢ selhavajiciho peroralniho pfijmu potravy a
tekutin je nejCastéji doporucovanou metodou k =zajiSténi enterdlni alimentace tzv.
perkutdnni gastrostomie. Dukazy pro signifikantni zvySeni kvality zivota pro tuto

intervenci ale dosud chybi (Heffernan C. et al., 2006).

Pribéh onemocnéni je asociovan s vyskytem ftady dalSich symptoml (primarné
souvisejicich s progredujicim svalovym oslabenim, jako spasticita, svalové krampi,
porucha feci a polykani slin s naslednou sialorrheou; nebo sekundarné ptidruzenych, jako
deprese, uzkost, bolest, porucha spanku atd.), které¢ vyznamné snizuji kvalitu Zivota, avSak
jsou ovlivnitelné fadou farmakologickych 1 nefarmakologickych intervenci (Nicholson

K. et al., 2018). Obecné preferovanou a doporu¢ovanou formou zajisténi poskytované péce
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je tzv. multidisciplinarni model péce (Hogden A. et al, 2017). Soucasti
multidisciplindrniho tymu by mél byt neurolog, pneumolog, logoped, fyzioterapeut,
ergoterapeut, psycholog, nutricionista, socialni pracovnik a lékaf paliativniho tymu (Van
Damme P. et al., 2024). Tento model péce vede ke zvySeni kvality Zivota nemocnych (de
Almeida FEO. et al., 2021), v€asné a také cast¢jSi implementaci kliCovych intervenci
(NIV) (Paipa AlJ. et al., 2019) a zaroven k prevenci akutnich hospitalizaci (Chio A. et al.,
2006). Zaroven zajistuje ndvaznost na paliativni péci véetné v€asného planovani postupii v

terminalnich fazich nemoci (Hogden A. et al., 2017).
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2. CILE PRACE A HYPOTEZY

Cilem nasi prace je jednak upozornit na moznosti a zaroven na uskali diagnostického
procesu, hlavné¢ u atypickych variant ALS, nebo (Casnych) forem s inkompletné
vyjadienymi projevy; jednak realizovat pilotni analyzu profilu genetickych variant,
zastoupenych v ¢eské populaci, protoze tato data dosud nejsou k dispozici. Prvnim cilem
je tak kriticky zhodnotit moznost implementace vySetfovani likvorovych a sérovych
biomarkert k usnadnéni diagnozy, resp. zhodnotit i jejich prognosticky vyznam; dalSim
cilem je poskytnout odhad frekvence variant v genech, asociovanych s onemocnénim a
definovat mozné klinické ukazatele jako prediktory vyssi pravdépodobnosti detekce
kauzdlnich mutaci. Zaroveni je pak vyslednym cilem zavedeni obou téchto metodik —
vySetfovani biomarker a rovnéz molekularné genetického vysetfeni — do klinické praxe

specializovanych center.

2.1. Vyuziti neurofilament jako biomarkeri u ALS

Chybna diagnoza je v inicidlnich stadiich onemocnéni relativné Castd. Spinalni forma ALS
je Casto zaménovana s kompresivni radikulopatii nebo myelopatii, mimo jiné 1 proto, Ze
ob¢ jednotky maji nejvyssi incidenci vyskytu ve stejnych v€kovych skupinach, jako ALS
(Cellura E. et al., 2012). Disledkem je skutecnost, ze asi 13 % pacienti s ALS podstoupi
nespravn¢ indikovanou chirurgickou léCbu bez perspektivy jakéhokoliv benefitu
(Srinivasan J. et al., 2006), resp. s rizikem akcelerace dalsi progrese deficitii v ramci ALS
(Pinto S.et al., 2014). V ptipadé, ze je klinickd prezentace omezena na symptomy
postizeni pouze spindlnich a-motoneuront, je nutno diferencialné diagnosticky zvazovat
Sirokou fadu potencidlnich alternativnich etiologii, coZ znacné komplikuje diagnosticky
proces (Sanderson AB. et al., 2015). Vysledkem diagnostické nejistoty muze byt
také aplikace nakladnych a potencidlné rizikovych 1éciv, bez perspektivy realného benefitu
pro pacienty s ALS (Simon NG. et al., 2013). Spolehlivy, validovany a relativné jednoduse
dostupny diagnosticky biomarker ALS by tedy vyznamné usnadnil sprdvnou a vcasnou
diagnézu onemocnéni. Za posledni dvé dekady byla fadou studii opakované prokazana
signifikantni elevace lehkych (NfL) a fosforylovanych tézkych fetézci (p-NfH)
neurofilament v likvoru 1 v krvi u pacientd s ALS a byla zkoumana i role neurofilament
jako diagnostického, prognostického ale 1 farmakodynamického biomarkeru (Poesen K. a
Van Damme P., 2019). Elevace hladin neurofilament je ovSem nezavisla na etiopatogenezi
axondlniho poskozeni, jak dokladuje fada publikovanych studii, prokazujicich elevaci

jejich hladin u fady dal$ich etiologii, vedoucich k postizeni nervového systému (Bridel C.
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et al., 2019; Kusnierova P. et al., 2019; Rossi D. et al., 2018), mimo jiné i u kompresivnich
myelo— a/nebo radikulopatii (Ohya J. et al., 2015). Zaroven nékteré studie referuji
vyznamné niz$i hladinu neurofilament u variant ALS s postizenim, omezenym pouze na
spinalni a-motoneurony (Gaiani A. et al., 2017). Dosavadni studie, zkoumajici
diagnosticky piinos elevované hladiny neurofilament, se ale systematicky nezabyvaly
jejich diskriminacéni schopnosti v situaci, kdy je zadouci odlisSeni od kompresivnich myelo-
/radikulopati a stejn¢ tak nebyla dosud systematicky zkoumadna jejich diskriminacni
schopnost u pfipadi s postizenim, omezenym na spinalni o-motoneurony. Hypotéza:
hladiny NfL v likvoru a p-NfH v likvoru i v séru Ize vyuzit jako diagnosticky biomarker i
v pripad¢ odliSeni ALS od kompresivnich myelo-/radikulopatii a k odliSeni forem nemoci
a spostizenim, limitovanym na spindlni o-motoneurony, od klinicky relevantnich
alternativnich jednotek. Hlavnimi cili prace bylo ovéfit, zda diskrimina¢ni schopnost
elevace hladiny neurofilament lze pouzit jako dostate¢né spolehlivy diagnosticky nastroj
k odliSeni klinicky obtizn¢ diferencovatelnych jednotek. Vedlejsimi cili bylo zhodnotit
prognosticky pfinos elevované hladiny neurofilament a zaroven zhodnotit hlavni faktory,
které determinuji, popi. zdsadné ovliviiuji miru elevace hladin neurofilament v télesnych

tekutinach.

2.2. Profil genetickych mutaci u pacientii se SALS i fALS

Varianty v relevantnich genech jsou jednim =z klicovych prokazanych etiologickych
faktorli rozvoje onemocnéni. V soucasné dob¢ je definovano vice nez 30 gent, jejichz
patogenni mutace jsou kauzalné asociovany srozvojem onemocnéni podle pravidel
Mendelovské dédicnosti (nejcastéji s autozomalné dominantni dédi¢nosti) (Cooper-Knock
J. et al., 2021). Ackoliv je familiarni vyskyt nemoci referovan pouze u 5-10 % piipadta
(Shatunov A. a Al-Chalabi A., 2021), u dalsich 11% pacientl bez rodinné¢ anamnézy jsou
prokazovany mutace v identickych genech, jako u familidrnich forem (Van Daele SH. et
al., 2023). Klinicka prezentace familiarnich a sporadickych forem je casto vzdjemné
neodlisSitelnd. Nejcastéjsi mutaci v evropskych populacich je expanze repetic GGGGCC
(G4C2) v prvnim intronu genu C9orf72, kterou lze prokazat u cca. 34 % familiarnich a az
6% sporadickych piipadl. Mezi jednotlivymi evropskymi etniky byla ovSem referovana
relativné vyrazna variabilita ve frekvenci zastoupeni této mutace (Zou ZY. et al., 2017).
Mezi dalSimi geny, ve kterych jsou nalézany mutace u familiarnich, ale 1 sporadickych
forem ALS, patii geny FUS, SODI1, TARDBP, resp. relativné recentné objeveny gen 7BK/
(Cirruli ET. et al., 2015). Ackoliv jiz byla publikovdna robustni data stran skladby a

zastoupeni jednotlivych mutaci u fALS i1 sALS pacientl z riiznych evropskych populaci,
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tato data pochazeji z etnik s odlisnym genetickym ptivodem ve srovnani s populaci Ceské
republiky (Némci, Holand’ané, Italové, Portugalci, Mad’afi etc.) (Miiller K. et al., 2018;
Van Daele SH. et al., 2023; Gromicho M. et al., 2018, Tripolszki K. et al., 2019). Dosud
byla publikovana pouze jedna systematicka studie z populace s predominantné slovanskym
etnikem (Vrabec K. et al., 2015), ve které navic bylo zkouméano zastoupeni pouze Ctyt
hlavnich genii, asociovanych s ALS. Bylo pfitom prokdzano, ze v riznych populacich je
zastoupeni vzacnych variant v genech vyznamné heterogenni a ze frekvence genovych
variant vykazuje znacnou geografickou variabilitu (Abecasis GR. et al., 2012). Hypotéza:
geneticka skladba kauzalnich mutaci v genech, asociovanych s ALS, miize byt v populaci
Ceské republiky specifickd co do frekvence vyskytu HRE v C9orf72 a rovnéz vzacnych
variant v dalSich relevantnich genech. Cilem na$i prace bylo zmapovat frekvenci
zastoupeni jednotlivych variant v detailné popsané kohorté pacientli s familidrni i
sporadickou formou ALS a zaroven definovat klinické ukazatele, které by mohly
napomoci predikovat nosi¢e kauzalni mutace. S ohledem na rychly vyvoj na poli terapii,
specificky cilenych na kauzdlni mutace v jednotlivych genech, se jednd o data, jejichz

klinicky vyznam bude v budoucnosti zcela zasadni.
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3. METODIKA

3.1. Vyuziti neurofilament jako biomarkeri u ALS

3.1.1. Charakteristika souboru
Do této retrospektivni, priaifezové studie bylo zatfazeno souhrnné 164 pacient, u kterych
byl v letech 2012 az 2019 na Neurologické klinice 2. LF UK a FN Motol proveden odbér

likvoru v ramci rutinniho diagnostického procesu a jeho nasledna archivace.

Celkem bylo zarfazeno 71 pacientli s diagnézou ALS, nebo jejich variant (Tab. 3).
Diagnéza ALS byla stanovena na zadklad¢: (1) nalezi v objektivnim neurologickém
vySetfeni (izolované motorické postizeni s absenci léze somatosenzorického systému
v dermatomech, korespondujicich k postizenému myotomu, za respektovani vylucujicich
kritérii) (2) prikazu postizeni spindlniho a-motoneuronu v EMG vySetfeni v souladu
s Awaji kritérii, stanovujicimi mandatorni elektrofyziologické abnormity (de Carvalho M.
et al.,, 2008) (3) po realizaci relevantnich diagnostickych testi k exkluzi alternativnich
diagnéz (4) na zakladé¢ dokumentované progrese motorickych deficitd v Case. Pro
vyslednou diagnézu byla implementovana kritéria na zékladé navrhu revize El Escorial
kritérii z roku 2015 (Ludolph A. et al., 2015), umoziujici zafazeni 1 pacientl s prikazem
pouze izolovaného postizeni spinalniho a-motoneuronu ve dvou a vice regionech, jakozto
jedné ze dvou cilovych zkoumanych skupin, v souladu se zikladni hypotézou studie.
Zhodnotili jsme 1 podil pacienti se soubéznym vyskytem frontotemporalni demence —
diagnoza FTD byla stanovena v souladu s diagnostickymi kritérii dle Stronga z r. 2009

(Strong MJ. et al., 2009).

Dle zaznamii ze zdravotnické dokumentace byla urcena referovana lokalizace prvnich
projevit onemocnéni (bulbarni, spindlni) a na zakladé¢ korelace s dokumentovanym
objektivnim neurologickym nalezem (resp. nalezem v EMG vySetfeni) a pro ucely
statistické analyzy byli poté pacienti kategorizovani do jedné ze tfi podskupin: ALS-SMN
(izolované postizeni spindlniho a-motoneuronu bez dokumentovanych projevli 1éze
kortikospinalni drahy; n = 15), ALS-klasicka (inicialni postiZeni spinalniho a-motoneuronu
a kortikospinalni drahy alespont v jednom regionu; n = 36) a ALS-bulbarni (inicialni

postiZzeni bulbarniho a-motoneuronu a/nebo kortikobulbarni drahy; n = 20).

Pro ucely dalsi analyzy a korelace nalezli vii¢i sobé byl cely soubor pacientl s ALS dale
rozdélen podle kritéria pfitomnosti radiologického nalezu, suspektniho z komprese radix,

nebo michy. Podskupina ALS pacientl, u které v inicidlni fazi diferencialné
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diagnostického procesu panovalo divodné podezieni na kompresivni etiologii
neurologickych deficitii, nebo tato diagnoza byla i chybné stanovena a vedla k nespravné
indikované chirurgické 1écbé jeste pred referovanim na nase pracovisté, byla oznacena jako
ALS-komprese (n = 18). Kritéria suspektniho radiologického nalezu (MRI) byla stanovena

pro

1) cervikélni region jako:
a. nalez spondylogenni cervikalni myelopatie
b. index cervikalni komprese (CCI) stupenn 3 (Lee SH. et al., 2010)
c. nebo nalez foraminostendzy ve > 2 etdzich, korespondujicich s distribuci
neurologického deficitu
2) lumbalni region jako:
a. priifezova plocha duralniho vaku < 100 mm? (Schénstrdom N. a Willén J.,
2001)
b. nebo ndlez foraminostenodzy ve > 2 etazich, korespondujicich s distribuci

neurologického deficitu

Diagnéza ALS byla stanovena na zékladé peclivé korelace elektrofyziologickych a
radiologickych nalezii (prikaz postizeni spindlnich a/nebo bulbarnich alfa-motoneuronti
v regionech bez prikazné kompresivni 1éze nervovych struktur), resp. klinického prikazu
dal$i nasledné progrese motorickych deficitl mimo regiony dokumentované komprese. U
zbylych pacientll souboru (n = 53) nebyla naplnéna kritéria suspektniho radiologického

nalezu (ALS-non-komprese).

U vSech pacienti bylo stanoveno skoére na Skale ALSFRS-R v Case, nejblizSim k dobé
realizace odbéru likvoru. Byla stanovena doba (v mésicich) od prvni manifestace projevi
ALS do realizace lumbalni punkce. Dale pak byla kalkulovana rychlost progrese deficit
pomoci tzv. AFS skore, na zaklad¢ vzorce: (48 — ALSFRS-R skore v dobé prvniho
skorovani) / (doba trvani v mésicich od manifestace do prvniho skérovani). Jednéd se o
validovany a obecné rozSifeny prognosticky ndstroj, vyuzivajici bézné dostupnych
klinickych udaji (Kimura F. et al., 2006; Elamin M. et al., 2015). Na zaklad¢ individualni
kalkulované rychlosti progrese poté byli vSichni pacienti s ALS dale rozdéleni na pomalé
(AFS < 0,3, tzn. 25. percentil v souboru ALS; n = 20), stfedn¢ rychlé - intermediarni (AFS
v rozmezi hodnot 0,3 — 1; n = 30) a rychlé progresory (AFS > 1, tzn. 75 percentil v souboru
ALS; n=21).
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Zbylych 93 pacientl celého souboru mélo stanovenou jinou findlni diagnézu, nez ALS
(Tab. 3). Prvni kohortu tvofili pacienti se spondylogenni cervikalni myelopatii (akutni 1
chronické formy), pluriradikulopatii v duasledku lumbdalni spinalni stendzy nebo
viceetazové foraminostendzy, nebo pacienti s monoradikulérni 1ézi v dusledku disko- nebo
spondylogenni komprese (Komprese; n = 30) (Tab. 4). U kazdého z téchto 30 pacientli
byla k dispozici zdravotnickd dokumentace s udaji stran nasledného vyvoje po dobu
minimaln¢ jednoho roku od provedeni lumbalni punkce, ze které bylo prikazné, Ze nedoslo
k rozvoji novych motorickych deficitd, suspektnich z ALS. Dalsi kohortu v ramci kontrolni
skupiny pacientii poté tvorila kohorta neurologickych kontrol (“Neurologické kontroly”, n
= 63). Jednalo se o pacienty s postizenim periferniho nervového systému v disledku
nckolika rtznych etiologickych jednotek — chronické zanétlivé demyelinizacni
polyneuropatie (n = 23), chronické axondlni idiopatické polyneuropatie (n = 19),
polyneuropatického syndromu v dusledku piesné definované etiologie (napf. diabeticka
polyneuropatie, paraproteinemicka polyneuropatie aj., n = 6), myasthenia gravis (n = 5),

myopatie (n = 4), resp. funkéni poruchy hybnosti (n = 6) (Tab. 5).

3.1.2. Stanoveni hladin neurofilament

U vSech pacientt (71 pacientd s ALS a 93 pacientl s ostatnimi diagnézami) byl vySetien
likvor ke kvantifikaci hladin p-NfH a NfL; u 62 pacientli s ALS a dalSich 62 pacientil s
ostatnimi diagndzami (26 pacientli s myelo-/radikulopatii and 36 neurologickych kontrol)
byla provedena rovnéz kvantifikace hladin p-NfH v séru. Stanoveni hladin obou analytt v
likvoru a p-NfH v séru bylo provedeno pomoci komeréné dostupnych, dedikovanych
souprav pro vysSetfeni metodou ELISA. Likvor byl odebran standardni procedurou
lumbélni punkce, nasledné centrifugovéan, rozdélen na alikvoty a nésledné v intervalu
maximalné¢ do dvou hodin od odbéru hluboce zmrazen na teplotu —80°C. Pfi této teploté
byl vzorek uchovan aZz do provedeni vySetfeni ELISA soupravou. Parovy vzorek séra,
ktery byl odebran soucasné s odbérem likvoru, byl zpracovan a uschovan zcela identickou
metodou. V likvoru byla u vSech vzorki stanovena celulizace, koncentrace albuminu, resp.
soubézné byla stanovena koncentrace albuminu v séru a néasledné byl kalkulovan pomér
koncentraci v téchto dvou kompartmentech (Qalb) podle standardniho Reiberova vzorce
(Reiber H., 1979). Pro stanoveni obou analytli byly vyuzity ELISA soupravy, certifikované
pro in vitro diagnostiku, v souladu s instrukcemi vyrobce. Konkrétné byla pro stanoveni
hladin NfL v likvoru pouzita souprava od UmanDiagnostics AB (Umea, Sweden, kit No.
10-7001 CE); pro stanoveni p-NfH v obou télesnych tekutindch souprava od Euroimmun

AG (Luebeck, Germany): pro stanoveni analytu v likvoru souprava ¢. EQ 6561-9601 s
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vyrobcem deklarovanym limitem citlivosti detekce na hodnoté 27 pg/ml; pro stanoveni v
séru poté souprava ¢. EQ 6562-9601 s deklarovanym limitem citlivosti detekce na hodnot¢
1,7 pg/ml. Nahodn¢ vybrané vzorky byly méfeny duplicitné za uclelem stanoveni
varianiho koeficientu opakovatelnosti, ktery pro soupravu ke stanoveni NfL €inil 1%, pro

soupravu ke stanoveni p-NfH v likvoru 8% a pro p-NfH v séru 4,4%.

3.1.3. Statisticka analyza

Normalita rozlozeni kontinudlnich promérnych byla testovana pomoci Shapirova-Wilkova
testu. Porovnani neparametrickych dat bylo realizovano pomoci Kruskal-Wallisova testu.
V piipad¢ detekce statisticky vyznamného rozdilu bylo nasledné¢ doplnéno post-hoc
srovnani dvou soubort hodnot pomoci oboustranného Mann-Whitney U testem, s Grovni
signifikance p <0,05, snaslednou Bonferonniho korekci pro vicecetnd srovnani.
Demografické (vék, pohlavi) a klinické tdaje (varianta ALS, rychlost progrese a délka
trvani nemoci) byly zhodnoceny jako kovarianty pomoci modelu mnohonasobné linearni
regrese. Kategorické proménné byly vzéjemné srovnadvany pomoci Pearsonova chi-kvadrat
testu nebo Fischerova exaktniho testu (volen pro vyrazné rozdiln¢ velké soubory, nebo
pocet ¢leni skupiny v jedné kategorii <5). Korela¢ni analyza dat byla realizovana pomoci
Kendallova korelac¢niho testu (ktery byl zvolen s ohledem na Casty vyskyt hodnot stejného,
tzv. ,,svazaného potadi a zarovei relativn€ maly datovy soubor). Diagnosticka sila p-NfH
(v likvoru 1 v séru) a NfLL byla stanovena kalkulaci plochy pod kiivkou (AUC — area under
the curve) na zékladé konstrukce kiivek ROC (reciver operating characteristics) analyzy.
Optimalni hodnota diagnostické meze byla kalkulovana tfemi odliSnymi metodami: (1)
podle nejvyssi hodnoty Youdenova J-indexu; (2) podle metody nastaveni cilové
pozadované senzitivity testl na 90 % za ucelem modelovani klinického scénare, jehoz
cilem je minimalizace faleSn¢ negativnich vysledkt; (3) pii nastaveni cilové pozadované
specificity testu na 90 % za ucelem modelovani funkce konfirmaéniho testu, kdy cilem je
minimalizace faleSné¢ pozitivnich vysledki. Pro kazdou stanovenou optimalni hodnotu
diagnostické meze byly néasledné kalkulovany hodnoty senzitivity, specificity, pozitivni a
negativni prediktivni hodnoty vcetné jejich 95 % intervali spolehlivosti (IS). Analyza a
tvorba tabulek byla provedena za vyuziti softwarovych nastroji IBM SPSS Statistics 28,
MSOffice (boxplot diagramy) a dale R 4.2 (pROC a ROCit balicky).
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Tab. 3 Zéakladni tfi kohorty studijniho souboru (n = 164)

ALS Komprese Neurologické
(n=71) (n=30) kontroly (n=63)
N (likvor/sérum) 71/62 30/26 63/36
Zeny 34 (47,9 %) 11 (36,7 %) 25 (39,7 %)
Vék (roky) 59 (27; 81) 63,5 (33; 83) 58 (21; 81)

Tab. 4 Podskupiny kohorty kompresivnich myelo-/radikulopatii (n = 30)

AKkutni Chronické Pluriradikularni Monoradikularni
myelopatie = myelopatie komprese komprese
(n=6) (n=6) (n=10) (n=8)
Zeny 2 (33,3 %) 3 (50 %) 3 (30 %) 3 (37,5 %)
VEK (roky) 70 (41;78) 48 (41;58) 67 (57;83) 64 (34;80)

Tab. 5 Struktura kohorty neurologickych kontrol (n = 63)

Etiologicka jednotka n Pohlavi (Zeny) Vék

CIDP a MMN 23 7 (30,4 %) 56 (21;77)
CIAP 19 5(26,3 %) 59 (48;81)
Polyneuropatie jiné 6 4 (66,7 %) 61 (47;73)
Myasthenia gravis 5 1 (20 %) 71 (28;74)
Myopatie 4 3 (75 %) 51 (30;62)
E'y‘l‘)‘lll‘g;‘t‘ip‘"“d‘y 6 5(83,3 %) 50 (42:61)

CIDP - chronicka inflamatorni (zanétliva) demyelinizacni polyradikuloneuropatie; MMN —

multifokalni motoricka neuropatie; CIAP — chronicka idiopaticka axonalni polyneuropatie

3.2. Profil genetickych mutaci upacienti se sALS i fALS

3.2.1. Charakteristika souboru
Jednalo se o prifezovou studii, komponovanou ze dvou jednotlivych kohort. Do studie
jsme zaradili souhrnné 88 ceskych pacientd, z ¢ehoz u 9 se jednalo o familiarni formu

onemocnéni (fALS) a u zbylych 79 byl vyskyt onemocnéni sporadicky (sALS). Zatazeni
byli pacienti ze dvou Neuromuskuladrnich Center (NMC) —-NMC Neurologické kliniky 2.

38



Lékarské Fakulty Univerzity Karlovy a FN Motol, Praha (71 pacientl) a NMC
Neurologické kliniky Lékatské fakultz Masarykovy Univerzity a FN Brno (17 pacientt).

Diagnéza ALS byla stanovena specialistou na neuromuskuldrni problematiku poté, co byly
relevantnimi diagnostickymi testy (magneticka rezonance mozku a/nebo ptislusnych etazi
patefe a michy, likvorova, sérologickd, popf. cilena molekularné-geneticka vysSetient)
vylou€eny alternativni diagnézy; a to v souladu s navrhem revize El-Escorial
diagnostickych kritérii z roku 2015 (Ludolph A. et al., 2015). Diagnoza frontotemporalni
demence byla stanovena v souladu s diagnostickymi kritérii dle Stronga z r. 2009 (Strong
MJ. et al., 2009). Familiarni forma ALS byla definovéna jako vyskyt ALS, resp. FTD u
minimaln¢ jednoho dalSiho piimého ptibuzného. U vSech pacientll jsme kromé zakladnich
demografickych ukazatelt urcili klinicky fenotyp, tzn. region rozvoje prvnich projevil

onemocnéni (spindlni, bulbarni), véetné podtypi (Tab. 6).

Jak jiZ bylo zminéno, studie byla komponovéana ze dvou jednotlivych kohort pacienti. U
prvni se jednalo o kohortu s longinudindlnim, prospektivnim ndborem pacientll v ramci
vyzkumného projektu, ktery probihal v letech 2015 az 2020. Souhrnem bylo do této
kohorty zatazeno 52 pacientil, vySetienych v NMC Neurologické kliniky 2.LF UK a FN
Motol; vzorky jejich krve byly vySetfeny metodami molekuldrni genetiky v laboratofi
Ustavu lékaiské genetiky a biologie 2. LF UK a FN Motol, Praha. Do druhé kohorty bylo
retrospektivné zatazeno 36 pacientt (19 pacienti z NMC FN Motol; 17 pacienti z NMC
FN Brno), u kterych bylo mezi roky 2019 — 2023 molekularné genetické vySetieni
indikovdno v rdmci rutinni klinické konzultace a to na zdkladé¢ anamnézy rodinného
vyskytu onemocnéni, ¢asného véku rozvoje onemonéni (ktery je definovan dle Siroce
akceptovaného konsenzu jako <45 let; Tab. 6) (Turner MR. et al., 2012), resp. soucasné
pridruzené frontotemporalni demence. Posledni dvé kritéria (¢asny vek nadstupu, piidruzena
FTD) byla pfevzata na zakladé¢ expertniho nazoru, resp. konsenzudlniho doporuceni
nékterych autord jako klinické markery vyssi pravdépodobnosti zadchytu kauzalni mutace
(Turner MR. et al., 2017). Kritéria casného v€ku rozvoje onemocnéni byla zaroven vyuzita
k vymezeni specifické podskupiny pacientli za Ucelem analyzy asociace mezi timto
atributem a frekvenci patogennich mutaci. Vzorky vSech 36 pacientll byly analyzovany
metodami molekularné genetickych vySetfeni v laboratofi Centra molekuldrni biologie a

genetiky, Interni hematoonkologické kliniky FN Brno a Masarykovy Univerzity.
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Tab. 6 Demografie a klinicka charakteristika souboru (n = 88)

VéK (roky) 51,2 (19; 82)
el sin nw
Iv’ohlavi

Zenské 38 (43,2%)
fALS 9 (10,1%)
Region rozvoje

Spinalni 68 (77,3%)
Subtypy

klasicka ALS 57 (83,8%)
Jen spindlni a-motoneuron 9 (13,2%)
pridruzena FTD 2 (3,0%)
Bulbarni 20 (22,7%)
Subtypy

Jen bulbarni 15 (75,0%)
pridruzena FTD 5 (25,0%)

ALS — amyotroficka lateralni sklerdéza; klasickda ALS — postizeni kortikospindlni drahy a spinalniho a-
motoneuronu souc¢asné min. v jednom regionu; fALS — min. jeden pfimy piibuzny s ALS a / nebo FTD; FTD
— frontotemporalni demence; kontinualni data prezentovana jako median (min; max), kategorické proménné
jako absolutni ¢isla a procentudlni podil

3.2.2. Metody molekularné genetického vySetieni a analyzy

Veskeré vzorky pacientl z prospektivni kohorty (n = 52) byly zpracovany a analyzovany
v laboratofi Ustavu biologie a 1ékaiské genetiky 2. LF UK a FN Motol, viechny vzorky
z retrospektivni kohorty (n = 36) byly zpracovany a analyzovany v laboratofi Centra
molekuldrni biologie a genetiky, Interni hematoonkologické kliniky FN Brno a
Masarykovy Univerzity. Procedury, tykajici se DNA izolace, analyzy DNA k detekci
hexanukleotidové expanze v genu C9orf72, ptipravy DNA knihoven, zpracovani ziskanych
dat a anotace DNA sekvenci se mezi obéma laboratofemi liSily. Finalni zhodnoceni

patogenicity detekovanych variant bylo realizovano na zakladé identickych kritérii.

Analyza byla zaméfena na detekci vzacnych variant v genech, prikazné zapojenych do
patofyziologickych procesu, asociovanych s rozvojem ALS (Tab. 7). Volba téchto gent
vychdzela 7z databaze expertniho panelu Genomics England PanelApp v.1.69

(http://panelapp.genomicsengland.co.uk/panels/263/) a rovnéz z databaze GeneReviews

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 1450/). Zpisoby dédi¢nosti pro jednotlivé geny
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(autozomalné dominantni, autozomalné recesivni, gonozomalné dominantni) byly rovnéz

pfevzaty z idaji ve vySe zminénych zdrojich.

V prospektivni kohorté byla genomova DNA ziskana z periferni krve za vyuziti soupravy
Gentra Puregen Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany), nebo extrakéniho systému
MagCore H16 se soupravou MagCore Genomic DNA Large Volume Whole Blood Kit
(RBC Bioscience Corp., Taiwan). U vsSech pacientli bylo jako prvni krok provedeno
vysetieni ke zhodnoceni pfitomnosti nebo nepfitomnosti expanze v genu C9orf72.
Zhodnoceni délky hexanukleotidové repetice G4Ca, tedy zda je pfitomna pouze normalni
alela, nebo také expanze delsi nez 60 G4Cs, bylo realizovano pomoci tzv. repeat-primed
PCR metody (polymerase chain reaction — fetézova polymerdazova reakce), popsané
DeJesus-Hernandesovou et al. (DeJesus-Hernandez M. et al., 2011). Vysledné produkty
repeat-primed PCR reakce byly analyzovany pomoci kapilarni elektroforézy v DNA
analyzatoru ABI3730.

Kazdy vzorek od pacienta z prospektivni kohorty byl nasledné vySetien metodami
sekvenovani klinického exomu (pokryva exony gent, ve kterych jsou varianty asociované
s humanimi patologiemi a téZ geny, u kterych se na zakladé funkce jejich produktl
predpokladd patologicky efekt wvariant; obsahuje pfiblizné¢ 5000-6000 geni), nebo
celoexomového sekvenovani (obsahuje exony vSech genil, kddujici bilkoviny v genomu,
tedy pfiblizn€¢ 20 000 genli). Pfiprava DNA knihoven byla realizovana za vyuziti tfi
odliSnych souprav na zakladé aktudlni dostupnosti konkrétni soupravy v laboratofi.
Vyuzity byly soupravy: 1. TruSight One kit (TSO) od vyrobce Illumina Inc, San Diego,
CA, USA ato u 18 vzorkt; 2. souprava SureSelect Focused Exome kit (SSFE) od vyrobce
Agilent, Santa Clara, CA, USA, a to u 22 vzorki; a nakonec 3. souprava SeqCap EZ
MedExome kit (SCEZME) od vyrobce Roche, Madison, WI, USA pro pfipravu 12 vzork.
DNA knihovny byly sekvenovany za vyuziti sekvenatorit HiSeq 2500 nebo NovaSeq 6000
(oba od vyrobce Illumina, USA), za vyuziti sekvenacni chemie HiSeq Rapid Cluster kit v2
and Rapid SDS Kit v.2, nebo NovaSeq 6000 S1 Reagent Kit v1.5 s délkou ¢teni z obou
stran — 2x100 bazi (200 cykla sekvenovani).

Data, ziskand sekvenovanim ve form¢ fastq, byla zpracovana bioinformatikem v
nasledovnych krocich: po kontrole kvality byla ¢teni mapovana na referencni sekvenci
lidského genomu hgl9/GRCh37 za vyuziti softwaru Novoalign (v4.02.03) nebo BWA
(v4.02.03). Data byla dale zpracovavana v souladu s doporuc¢enimi pro spravnou praxi dle

GATK (Genome Analysis Toolkit). Konverze souborti ve formatu SAM do formatu BAM
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a vyrazeni duplicit bylo docileno pomoci softwaru Picard Tools. Nastroj GATK3.8 byl
pouzit pro lokalni alignment (pfitazeni) kolem indelt, rekalibraci bazi, rekalibraci variant a
genotypizaci. Analyza variability pocCtu kopii (copy number variaton — CNV) nebyla
vramci prospektivni kohorty provadéna. Anotace variant byla provedena pomoci
SnfEff4.3T a Ensembl v.75 softwaru a ziskané udaje byly zaneseny do databaze GEMINI
(0.30.2), poté co bylo provedeno jejich protiidéni, jak je popsano nize.

V ramci retrospektivni kohorty byla genomova DNA izolovana z leukocytl periferni krve
standardni vysolovaci metodou. Zhodnoceni délky repetic v piislusné oblasti genu
C90rf72 gene bylo provedeno pomoci certifikované sestavy AmplideX ® PCR/CE C9orf72
Kit (Asuragen, USA) v souladu s intrukcemi vyrobce. Za ti¢elem identifikace sekvencnich
variant v genech, asociovanych s ALS (Tab. 7) byla vyuzita souprava KAPA HyperChoice
(Roche, USA) “sequence capture” (pouzivd se k obohaceni zajmovych genomickych
oblasti pomoci oligonukleotidli, extrahujicich komplementdrni DNA prostfednictvim
hybridizace), snaslednym sekvenovanim nové generace na pfistroji NextSeq 500
(Illumina, USA) s chemii NSQ 500/550 Mid Output KT v2.5 s obousmérnou délkou cteni
2x150 bazi (300 cykli sekvenovani). Individudlni sekvence DNA byly sefazeny podle
referen¢ni humanni genomové sekvence hg19/GRCh37 a varianty byly vyvolany za vyuziti
software CLC Genomics Workbench (QIAGEN). Analyza byla navrzena jednak k detekci
kratkych genovych variant, jednak rozsdhlych genovych deleci a duplikaci za vyuZiti

zhodnoceni variability poc¢tu kopii.

V obou kohortach byly varianty v ramci vySetfovanych gentli, asociovanych s ALS,
vylouceny z dalSi analyzy za predpokladu, Ze jejich alelicka frekvence prekracovala 0.1%
podle udajli z databaze The Genome Aggregation Database (gnomAD v2.1), resp. pokud
prekradovala frekvenci 0.5% v lokalni Ceské databazi genetickych variant. Intronové a
synonymni varianty, resp. varianty, kategorizované jako benigni nebo pravdépodobné
benigni v databazi ClinVar (23/05/2023) byly rovnéz vytazeny z dalSiho hodnoceni. Zbylé
varianty byly srovnany s udaji v databazich ClinVar, Human Gene Mutation Database
(HGMD Professional 2023.4), gnomAD and dalSich popula¢nich databazich (dbSNP 156 a
1000 Genomes) k rozsifeni informaci o dané varianté. Klasifikace jednotlivych variant
probéhla v souladu s kritérii, stanovenymi standardy 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). Pro zhodnoceni klasifikace bylo zohlednéno i vysledné
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skore prediktivnich bioinformatickych nastrojii pro missense varianty (PolyPhen-2, SIFT a
CADD), resp. pro sestiihové varianty (SpliceAl), ziskané ze softwaru Alamut a platforem
The Varsome a Franklin. Kli¢ové a rozhodujici pro findlni klasifikaci varianty byla kritéria
ACMG, typ dédicnosti a rovnéz vliv konkrétniho genu na patogenezi ALS. Ziskané udaje
byly jest¢ kontrolné¢ ovéfeny a srovndny sudaji z expertniho panelu

(www.clinicalgenome.org) a z dostupné literatury.

Vsechny patogenni nebo pravdépodobné patogenni varianty byly konfirmovany pomoci
Sangerova sekvenovani za vyuziti soupravy BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, USA) na sekvenacnim pfistroji ABI 3130xl Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA).

Statistickd analyza (porovnéni asociace klinickych znakl s Cetnosti patogennich mutaci)
byla realizovana za vyuziti oboustranného Fisherova exaktniho testu, s trovni vyznamnosti

zvolenou jako p < 0,05.

Tab. 7 Vybrané geny, asociované s ALS, vySetfené v nasem souboru

ALS2, ANG, ANXAI11, AR, C9orf72, CHCHD10* CHMP2B, DAO** DCTNI, ERBB4,
FIG4, FUS, HNRNPAI, KIF54, MAPT, MATR3, NEFH, NEK1, OPTN, PFNI, SCFDI**
SETX, SIGMARI, SLC5242, SLC52A43, SOD1, SPAST, SPG11, SOSTM1, TARDBP,
TBK1,TUBA4A* UBQLN2, UNCI13A4*, VAPB, VCP

Geny, které nebyly pokryty ve vSech jednotlivych soupravach pro ptipravu 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

4.1.1. Srovnani klinickych a demografickych znaki

Mezi kohortou vsSech pacienti s ALS (n = 71) a ostatnimi dvéma kohortami nebyl
prokdzan statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni pohlavi ani ve vékové struktute (Tab.
8). V ramci srovnani jednotlivych podskupin kohorty pacientli s ALS byl poté prikazny
signifikantné vyssi vék u pacientli s ALS a soucasnou kompresi (Tab. 8) oproti zbytku
souboru; pfi srovnani podskupin, rozdélenych na zaklad€ rychlosti progrese, vykazovali
rychli progresofi nejkratsi a pomali progresofi nejdelsi interval mezi rozvojem
onemocnéni a provedenim odbéru likvoru (Tab. 9). Pii srovnani mezi podskupinami,
rozdélenymi podle kritérii pfitomnosti komprese, nebo podle klinického fenotypu, nebyly
v tomto ohledu zjiStény zadné signifikantni rozdily (Tab. 10; Tab. 11). Co se tyce
parametru rychlosti progrese (A FS), praimérnd hodnota tohoto ukazatele byla u fenotypu
ALS-SMN signifikantné niz8i ve srovnani se skupinou ALS-B (Tab. 11). Konzistentné
s ptedchozim ndlezem bylo zastoupeni pomalych progresorti v rdmci fenotypu ALS-SMN
vyznamné vyssi a na druhou stranu zastoupeni rychlych progresort signifikantné nizsi ve
srovnani s fenotypem ALS-B (Tab. 11). U 8 pacientii (53,3 %) z podskupiny s fenotypem
ALS-SMN (n = 15) se vramci dalSiho vyvoje onemocnéni manifestovalo postiZzeni
kortikospinalni drahy - tito pacienti tedy konvertovali do klinického obrazu klasické ALS.
U zbylych 7 pacienti byly v pribéhu celého onemocnéni dokumentovany pouze izolované
projevy postizeni spinalniho o-motoneuronu. Tito pacienti naplnili kritéria PMA
(progresivni muskularni atrofie) jako varianty ALS. Dale jsme pak v ramci souboru ALS-
komprese pozorovali statisticky vyznamné Castéjsi zastoupeni fenotypu ALS-SMN (7/18
pacientli; 38,9 %) oproti zbytku souboru (8/53; 15,1 %) (p = 0,046). Pii zhodnoceni
radiologickych ndlezii u podskupiny ALS-komprese byla nalezena statisticky vyznamna
asociace klinického postiZzeni kortikospinalni drahy s radiologickym nalezem cervikélni
stendzy stupné 3 dle CCI, ale nikoliv myelopatie (Tab. 12). Déle jsme pozorovali asociaci
mezi fenotypem ALS-SMN a priikazem viceetdzové radikularni komprese, korespondujici
s topikou dokumentovaného klinického postizeni; tato asociace ale nebyla statisticky
vyznamna. Diagnézu soucasné FTD naplnilo v celém souboru ALS (n = 71) 7 pacientd
(9,86 %; 2 Zeny, 5 muzl); pro ucely statistické analyzy jsme ovSem tento maly soubor
pacientli piifadili dle inicidlnich motorickych projevil (4 pacienti do ALS-B, 3 pac. do
ALS-spindlni).
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4.1.2. Koncentrace neurofilament a dalSich biochemickych analyti

Pozorovali jsme statisticky vyznamné rozdily pfi srovnani hladin p-NfH v likvoru a rovnéz
v séru, hladin NfL v likvoru a rovnéz hodnot proteinorhachie a albuminového kvocientu
(Qalb), a to jak mezi kohortou ALS a kohortou myelo-/radikulopatii, tak mezi ALS a
neurologickymi kontrolami. Pacienti zkohorty ALS vykazovali signifikantné vyssi
primérmné hodnoty p-NfH v likvoru i v séru a NfL v likvoru a naopak signifikantn¢ nizsi
hodnoty Qalb a proteinorhachie ve srovnani s ostatnimi dvéma kohortami (Tab. 8§, Obr. 2,
3, 4). U skupiny myelo-/radikulopatii jsme zaroven pozorovali signifikantn¢ vyssi hladiny
NfL (p <0,001) a rovnéz p-NfH v likvoru (p = 0,003), avSak nikoliv p-NfH v séru (p =
0,89) ve srovnani s kohortou neurologickych kontrol. V rdmci modelu mnohonasobné
line4rni regrese, zohlednujici v€k a pohlavi jako kovarianty, byl konfirmovéan nezavisly
signifikantni vliv pfitomnosti ALS na hladinu NfL a p-NfH v likvoru (p <0,001), resp. na
hladinu p-NfH v séru (p = 0,04). Tento model konfirmoval v celé studijni populaci (n =
164) signifikantni efekt véku (nardst hladiny soubézné s naristajicim vekem) a také
pohlavi (vys$si hladiny u muZzl, nez u Zen) na hladiny NfL a p-NfH v likvoru (p <0,001 pro
p-NfH i NfL i1 pro obé kovarianty). Co se ty¢e p-NfH v séru, jeho hladinu nezavisle
vyznamn¢ ovliviioval vék (p = 0,044), ale nikoliv pohlavi (p = 0,195). V situaci, kdy byli
timto modelem testovani pouze pacienti s ALS, nebyl ovSem prokazan signifikantni efekt
véku ani pohlavi na hladiny NfL (v&k: p = 0,654; pohlavi: p = 0,223), resp. p-NfH (vék: p
= 0,138; pohlavi: p = 0,552) v likvoru. V ramci kohorty myelo-/radikulopatii jsme
pozorovali nejvyssi hladiny p-NfH a NfL v likvoru u akutnich (2185, resp. 4895 pg/ml),
nejniz§i pak u chronickych myelopatii (261, resp. 550 pg/ml); rozdily hladin obou
neurofilament mezi vSemi ¢tyfmi podskupinami kohorty viici sobé (Tab. 4) byly statisticky

signifikantni (p <0,001).

4.1.2.1. Koncentrace neurofilament v ramci ruznych podskupin ALS kohorty

Pacienti ze skupiny ALS-komprese (n = 18) vykazovali niz$i hladiny NfL v likvoru (p =
0,049), ale nikoliv p-NfH v likvoru, resp. v séru, ve srovnani se zbytkem ALS kohorty (n
=53) (Tab. 10). U skupiny ALS-komprese byly zjistény signifikantné vyssi hladiny NfL (p
= 0,048) a rovnéz p-NfH v likvoru (p = 0,007) (Obr. 5), ale nikoliv p-NfH v séru (p =
0,164) ve srovnani s kohortou myelo-/radikulopatii. ALS-ostatni vykazovali signifikantné

vys$i hladiny vSech biomarkerti ve srovnani s kohortou myelo-/radikulopatii (Tab. 10).

Pacienti z podskupiny ALS-SMN vykazovali signifikantné€ niz$i hladiny NfL v likvoru nez
ALS-spinalni (p = 0,003) resp. ALS-B (p = 0,003) pacienti (Tab. 11, Obr. 6). Hladina p-
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NfH v likvoru byla u podskupiny ALS-SMN rovnéz signifikantné niz$i ve srovnani
s podskupinou ALS-spinalni (p = 0,008), ale ne ve srovnani s podskupinou ALS-B (p =
0,027, nesignifikantni rozdil po Bonferroniho korekci pro vicecetna srovnani) (Tab. 11).
Hladiny p-NfH v séru se mezi zadnou ze tii jednotlivych podskupin (ALS-spinalni, ALS-
SMN, ALS-B) signifikantné neliSily (p = 0,347). Nezavisly, statisticky signifikantni efekt
fenotypu ALS-SMN na hladinu NfL vlikvoru byl rovnéz konfirmovan modelem
mnohondsobné linearni regrese, zohlednujicim vek, pohlavi, hodnotu AFS a interval mezi
manifestaci onemocnéni a provedenim LP jakozto kovariant (vliv na rozdil hladin mezi
ALS-SMN a ALS-B: p = 0,01; vliv na rozdil hladin mezi ALS-spinalni a ALS-SMN: p =
0,006). Tento model pak prokazal nezavisly vyznamny efekt fenotypu na hladinu p-NfH
v likvoru pfi srovnani vici podskupiné ALS-spindlni (p = 0,042), ale nikoliv pfi srovnani
vuci ALS-B (p = 0,075). Vramci podskupiny ALS-SMN byly pak dale pozorovany
statisticky vyznamné niz$i hladiny NfL (p = 0,002) a p-NfH (p = 0,008) v likvoru u
pacientil, ktetfi zaroven napliovali kritérium pomalé progrese (AFS < 0,03, n = 8), ve
srovnani s hladinami u rychlych a intermedidrnich progresorti (kombinovanych pro ucel
statistické analyzy s ohledem na maly datovy soubor do jedné skupiny, n = 7). Mezi
pacienty, u kterych bylo vramci dalsi progrese onemocnéni pozdéji dokumentovano
rovnéz postizeni kortikortikospinalni drdhy (n = 8) a pacienty s PMA (n = 7) nebyl
pozorovan zadny signifikantni rozdil v hladinach p-NfH (p = 0,95), resp. NfL (p = 0,68) v
likvoru. Pfi srovnani byla u podskupiny ALS-SMN oproti neurologickym kontroldm
zjisténa signifikantné vyssi hladina NfL a p-NfH v likvoru (pro oba analyty p <0,001), ale
nikoliv p-NfH v séru (p = 0,642) (Tab. 13). Naopak pfi srovnani hladin mezi ALS-SMN a
kohortou myelo-/radikulopatii nebyl nalezen signifikantni rozdil hladin NfL a p-NfH
v likvoru, resp. p-NfH v séru (Tab. 13).

V ramci srovnani podskupin kohorty ALS, rozdélené na zéklad¢ rychlosti progrese,
vykazovali rychli progresofi statisticky signifikantné nejvyS$si a pomali progresofi nejnizsi
hladiny NfL v likvoru (Tab. 9, Obr. 7). Nezavisly efekt takto definovanych skupin na
hladinu NfL v likvoru byl rovnéz konfirmovan modelem mnohonasobné linearni regrese,
zohlednujicim ve€k, pohlavi, fenotyp (ALS-spindlni, ALS-B a ALS-SMN) a interval do
provedeni LP jakozto kovariant (pfi srovnani pomalych a rychlych progresorti: p = 0,005,
srovnani intermediarnich a pomalych progresori: p = 0,049). Signifikantni efekt
podskupiny na hladinu p-NfH v likvoru byl v tomto modelu pozorovan pouze pfi srovnani
mezi rychlymi a pomalymi progresory (p = 0,038). Nebyl pozorovan signifikantni rozdil

v hladinach p-NfH v séru mezi zddnou z téchto tii podskupin.
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Tab. 8 Srovnani klinickych a biochemickych ukazateli mezi tfemi hlavnimi kohortami

studie
ALS Myelo- Neurologické pt p?
(n=71) /radikulopatie kontroly
(n=30) (n=63)
N (likvor/sérum) 71/62 30/26 63/36
Zeny 34 (47,9 %) 11 (36,7 %) 25 (39,7 %) 0,300 0,340
Vek (roky) 59 (27; 81) 63,5 (33; 83) 58 (21; 81) 0,218 0,675
p-NfH (pg/ml), 2 660 676 380 <0,001  <0,001
likvor (270; 40 000)  (155;33170) (30; 2 560)
p-NfH (pg/ml), 59 27 25 0,038 0,010
sérum (8;1455) (8; 1 883) (9; 230)
NfL (pg/ml) 4730 1470 670 <0,001  <0,001
(446; 36 300)  (350; 10 000) (90; 2 100)
Qalb 5,8 9,6 6,7 <0,001 0,011
(3,0; 27,3) (3,4;19.4) (2,0; 55,0)
Proteinorhachie 420 623 480 <0,001 0,009
(mg/1) (215; 1 740) (230; 1 200) (245; 3 200)
Interval do LP 15(2; 39) — —
(mésice)

LP — lumbalni punkce; QAIlb — albuminovy kvocient. Absolutni frekvence (procenta) jsou uvedena v ptipadé
kategorickych proménnych. Pro kontinualni proménné jsou hodnoty uvedeny jako median (minimum;
maximum).p” — zhodnoceni rozdiléi mezi kohortou ALS a Myelo-/radikulopatiemi ; 5; p® - zhodnoceni
rozdilt mezi kohortou ALS a Neurologickymi kontrolami ; v obou srovnanich pomoci Mann-Whitneyova
testu (v pfipadé¢ kontinualnich proménnych), resp. Pearsonova chi-kvadrat testu (pro kategorické proménné);
aplikovana 5% uroven statistické signifikance

Tab. 9 Srovnani pomalych, intermediarnich a rychlych progresorti v ramci ALS

Pomali Intermediarni Rychli p
(n=20) (n=30) (n=21)
Zeny 7 (33,0 %) 15 (50,0 %) 12 (57,1 %) 0,349
Vek (roky) 55(27;75) 62 (30; 76) 60 (39; 81) 0,072
Interval do LP 28 (25 39) 15,5 (4; 38) 8 (4; 22) <0,0014-BC
(mésice)
AFS 0,200 0,525 1,375 <0,0014-BC
(0,050; 0.299) (0,350; 0,960) (1,000; 4,000)
p-NfH (pg/ml), 1675 2670 4000 0,0024€
likvor (270; 40 000) (340; 16 750) (2230; 16 800)
p-NfH (pg/ml), 52 53 97 0,054
sérum (9; 159) (8;1102) (13; 1 455)
NfL (pg/ml) 2480 4540 7900 <0,0014-8C
(446; 36 300) (1.450; 10 000) (3954; 11 220)

p —Kruskal-Wallistiv test (pro kontinualni proménné) a Pearsontv chi-kvadrat test (pro kategorické
proménné); 5% uroven statistické signifikance; * statisticky signifikantni rozdilmezi pomalymi a rychlymi
progresory po provedeni Bonferonniho korekce; Bstatisticky signifikantni rozdilmezi pomalymi a intermed.
progresory po provedeni Bonferonniho korekce, Cstatisticky signifikantni rozdilmezi rychlymi a intermed.
progresory po provedeni Bonferonniho korekce
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Tab. 10 Srovnani charakteristik mezi podskupinami ALS-komprese, ostatnimi ALS a
myelo-/radikulopatiemi

ALS- Ostatni Myelo- pA pB p¢
komprese ALS /radikulopatie

(n=18) (n=53) (n=30)
Zeny 6 (33,3 %) 28 (52,8 %) 11 (36,7 %) 0,153 0,815 0,156
Vék (roky) 66 (45; 81) 56 (27;79) 64 (33; 83) 0,004 0,449 0,057
Interval do LP 16 (2; 38) 15 (4; 39) N/A 0,706
A FS 0,475 0,600 N/A 0,109

(0,050; 1.375) (0,050, 4.000)

p-NfH (pg/ml), 2225 2660 676 0,658 0,007 <0,001
likvor (535; 16 800) (270; 40000) (155; 33 170)
p-NfH(pg/ml), 67 55 27 0,687 0,164 0,041
sérum (8; 456) (9; 1455) (8; 1 883)
NfL (pg/ml) 4085 5790 1470 0,049 0,048 <0,001

(480; 10 000)  (446; 36 300)

(350; 10000)

Prokategorické proménné udaje absolutnich hodnot (procenta); pro kontinualni proménné je uveden median
(minimum; maximum) hodnot (non-normalni rozlozeni dat) resp. primér (standardni odchylka) (normalni
rozlozeni dat). p* —zhodnoceni rozdili mezi kohortami ALS-komprese a ,,Ostatni ALS*; p® — zhodnoceni
rozdild mezi kohortou ALS-komprese a Myelo-/radikulopatie; p¢ - zhodnoceni rozdili mezi kohortou
,»Ostatni ALS* a Myelo-/radikulopatie; vSechna 3 srovnani pomoci Mann-Whitneyova testu nebo Studentova
t-testu (pro kontinualni proménné dle normality rozlozeni), nebo Pearsonovym chi-kvadrat testem /
Fisherovym exaktnim testem (pro kategorické proménné); 5% uroven statistické signifikance

Tab. 11 Srovnani podskupin ALS-spinalni, ALS-SMN a ALS-B

ALS-spinalni ALS-SMN ALS-B p
(n=36) (n=15) (n=20)
Zeny 13 (36,1 %) 8 (53,3 %) 13 (65,0 %) 0,104
Vék (roky) 57 (27; 81) 62 (38;76) 62 (33;79) 0,336
Pomali 11 (30,6 %) 8 (53,3 %) 1 (5,0 %) 0,018*
Intermedidrni 13 (36,1 %) 6 (40,0 %) 11 (55,0 %)
Rychli progresofi 12 (33,3 %) 1 (6,7 %)) 8 (40,0 %)
Interval do LP 16 (4; 39) 15 (2; 38) 10 (5; 36) 0,295
AFS 0,565 0,300 0,775 0,0114
(0,050; 2,300) (0,050; 3,000) (0,300; 4,000)
p-NfH 2850 865 2535 0,017
(pg/ml),likvor (340; 16 800) (270; 40 000) (640; 6 800)
p-NfH (pg/ml), 62 21 75 0,347
sérum* (11; 1 455) (8;619) (9;1102)
NfL (pg/ml) 4830 2354 5977 0,0034-¢
(1450; 11 220) (446; 36 300) (1.560; 10 000)

Zhodnoceni rozdili pomoci Kruskal-Wallisova testu (pro kontinualni proménné), resp. Pearsonova chi-
kvadrat testu / Fischerova exaktniho testu (pro kategorické proménné); 5% turoven statistické signifikance;
Astatisticky signifikantni rozdil mezi ALS-SMN a ALS-B po provedeni Bonferonniho korekce; Bstatisticky
signifikantni rozdil mezi ALS-spindlni a ALS-B po provedeni Bonferonniho korekce; Cstatisticky
signifikantni rozdil mezi ALS-spinalni a ALS-SMN po provedeni Bonferonniho korekce, *hodnoty p-NfH
v séru nebyly dostupné u vSech pacientii: ALS-spindlni (n=33), ALS-SMN (n=14), ALS-B (n=16).
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Tab. 12 Asociace mezi radiologickymi a klinickymi nalezy a koncentraci biomarkeri
v ramci podskupiny ALS-komprese (n = 18)

Radiologicky Klinicky fenotyp
nalez ALS-SMN ALS-spinalni p
(n=7) (n=11)
Myelopatie 1 3 0,623
CClI stupeni 3 1 8 0,04984
Pluriradikularni 6* 7 0,596
komprese
Chirurgicky 2 (28,5 %) 3(27,3 %) 1,00
vykon
Biomarkery
p-NfH (pg/ml), 865 2700 0,147
likvor (535;16750) (1250;16800)
p-NfH (pg/ml), 19 70 0,378
serum (9;271) (15;456)
NfL (pg/ml) 2240 4350 0,038
(480;5910) (1450;10000)

p — zhodnoceni rozdilti mezi kohortou ALS-SMN a ALS-spindlnipomoci Mann-Whitneyovatestu (v ptipadé
kontinualnich proménnych) a pomoci Fischerova exaktniho testu (pro kategorické proménné); 5% troven
statistické signifikance;* pacienti vykazovali kombinovany radiologicky néalez: tzn. foraminostendzu A
souéasné CCI stupeni 3 nebo myelopatii, * statisticky signifikantni rozdil mezi ALS-SMN a ALS-spinalni

Tab. 13 Srovnani nalezi mezi podskupinou ALS-SMN a kohortami Myelo-/radikulopatie
a Neurologické kontroly

ALS-SMN Myelo-/ Neurologické pA p®
(n=15) radikulopatie kontroly
(n=30) (n=63)
Zeny 8 (53,3 %) 11 (36,7 %) 25 (39,7 %) 0,286 0,336
Veék (roky) 62 64 58 0,621 0,530
(38; 76) (33; 83) (21; 81)
p-NfH (pg/ml), 865 676 380 0,178  <0,001
likvor (270; 40 000)  (155;33 170) (30; 2 560)
p-NfH (pg/ml), 21 27 25 0,887 0,642
sérum (8;619) (8; 1 883) (9; 230)
NfL (pg/ml) 2354 1470 670 0,393  <0,001
(446; 36 300)  (350; 10 000) (90; 2 100)
Qalb 6,1 (3.1;27.3) 9,6(3.4;194) 6,7(2.0;55.0) 0,053 0,270
Proteinorhachie 415 623 480 0,014 0,179
(mg/1) (250; 1 740) (230; 1 200) (245; 3 200)

Pro kategorické proménné udaje v absolutnich hodnotach (procenta); pro kontinualni proménné je uveden
medidn (minimum; maximum) hodnot. p* — zhodnoceni rozdilt mezi kohortami ALS-SMN a Myelo-
/radikulopatie; p®— zhodnoceni rozdili mezi kohortou ALS-SMN a Neurologické kontroly; pro ob& srovnani
vyuzit Mann-Whitney test (pro kontinualni proménné) nebo Fishertiv exaktni test (pro kategorické
proménné); 5% uroven statistické signifikance
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Obr. 2 Srovnani ptirozenych logaritmt hodnot p-NfH (likvor) mezi ALS (n = 71), myelo-
/radikulopatiemi (n = 30) a neurologickymi kontrolami (n = 63)
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Obr. 3 Srovnani pfirozenych logaritmt hodnot NfL (likvor) mezi ALS (n=71), myelo-
/radikulopatiemi (n = 30) a neurologickymi kontrolami (n = 63)
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Obr. 4 Srovnani ptrirozenych logaritmli hodnot p-NfH (sérum) mezi ALS (n = 62), myelo-
/radikulopatiemi (n = 26) a neurologickymi kontrolami (n = 36)
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Obr. 5 Srovnani ptirozenych logaritmii hodnot p-NfH (likvor) mezi skupinami ALS-
komprese (n = 18), ALS-ostatni (n = 53) a myelo-/radikulopatie (n = 30)

12 1
10 A I
——

g | |_l_|
g T
=
E 7]

r T - T
4 0,003 0,003
2 1 b Y !
1,000
i}
ALS.-spimalni ALS-SAIN ALS.B

Obr. 6 Srovnani pfirozenych logaritmi hodnot NfL (likvor) mezi skupinami ALS-spinalni
(n=36), ALS-SMN (n = 15) a ALS-B (n = 20)
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Obr. 7 Srovnani ptirozenych logaritmli hodnot NfL (likvor) mezi podskupinami podle
rychlosti progrese: rychli (n = 21), intermediarni (n = 30) pomali (n = 19) progresofi
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4.1.3. Korelace mezi biochemickymi a klinickymi ukazateli

Pozorovali jsme signifikantni, silnou pozitivni korelaci mezi vékem a hladinami NfL i p-
NfH v likvoru v kohorté myelo-/radikulopatii (NfL 1 = 0,471; p-NfH 1w = 0,372) i
neurologickych kontrol (NfL 1, = 0,369; p-NfH 1, = 0,313), ale nikoliv u pacientii s ALS
(Tab. 14). Hladiny p-NfH v séru signifikantn¢ pozitivné korelovaly s vékem jen u myelo-
/radikulopatii (t» = 0,440), nikoliv u neurologickych kontrol, resp. ALS. Hladiny NfL a p-
NfH v likvoru mezi sebou vyznamné, siln¢ a pozitivné¢ korelovaly v celém souboru (1, =
0,684, p = 0) 1 ve vSech jednotlivych kohortach (Tab. 14). Hladiny p-NfH v likvoru a v
séru rovnéz signifikanté pozitivné€ korelovaly — v celém souboru silné (1, = 0,357; p = 0),
v jednotlivych kohortach pouze stfedné silné. Dale jsme pozorovali vyznamnou, silnou
pozitivni korelaci mezi hladinami NfL v likvoru a rychlosti progrese (A FS) (1, = 0,390);
korelace hladin p-NfH v likvoru v tomto ohledu byla rovnéz signifikantni a pozitivni,
ovsem pouze stfedné silna (t, = 0,265); pro p-NfH v séru pouze slaba (1, = 0,190). Hladiny
NfL vyznamné¢ negativné korelovaly s délkou pteziti a to stfedné siln¢ (tp = -0,285). Mezi

A FS a délkou preziti byla prokazana vyznamna negativni silna korelace (tp, = -0,375).

Tab. 14 Kendalltv test korelace stanovenych parametrti u tii hlavnich kohort souboru

ALS Myelo- . Neurologické
(n=71) /radikulopatie kontroly
(n=30) (n=63)
Parametry Tb p Tb p Tb p
VEk x p-NfH (likvor) 0,079 0,335 0,372**** 0,004 0,313*%**  <0,001
Vek x p-NfH (sérum)  -0,035 0,688  0,440%*** 0,002 0,176 0,139
VeEk x NfL -0,013 0,878  0471****  <0,001 0,369**** <0,001
CB x p-NfH (likvor) 0,147** 0,030 0,313**** 0,016 0,166 0,056
CB x NfL 0,142 0,081 0,333**** 0,010 0,187** 0,032
Qalb x p-NfH (likvor)  0,189** 0,015 0,444*+** <0,001 0,180** 0,038
Qalb x NfLL 0,143 0,080 0,424***%* 0,001 0,217*** 0,013

g:ﬁgi;ﬁomx 0,280%** 0,014 0284*** 0,010 0283*** 0,013

p-NfH (likvor) x NfL ~ 0,575****  <0,001 0,526**** <0,001 0,657**** <0,001

AFS x interval do LP 0,438****  <(,001

AFS x p-NfH (likvor)  0,265*** 0,001

AFS x p-NfH (sérum)  0,190** 0,023

AFS x NfL 0,390****  <0,001

AFS x pieziti (mésice)  -0,375%**** <0,001

NfL x preziti (mésice)  -0,285***  <0,001

Tp, — Kendallovo tau; CB- celkova bilkovina (likvor)* velmi slaba korelace (0,0-0,09); ** slaba korelace
(0,1-0,19); *** stredni korelace (0,2-0,29); **** silnd korelace (0,3—1)
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4.1.4. Diagnosticka piesnost neurofilament pro odliSeni ALS od ostatnich jednotek

Vramci celé studijni populace (n = 164) byla diagnosticka sila hladin obou fetézct
neurofilament v likvoru pro diskriminaci pacienti s ALS od ostatnich dvou kohort na
zaklad¢ hodnoty plochy pod kiivkou zhodnocena jako velmi dobra (p-NfH v likvoru: AUC
0,885, IS 0,832-0,938; NfL v likvoru: AUC 0,892, IS 0,839-0,946; Tab. 15a, Obr. §,9).
V ptipad¢ hladiny p-NfH v séru byla diagnosticka sila pouze dostatecna (AUC 0,650, IS
0,553-0,746) (Tab. 15a). Pii srovnani diagnostické sily hladin NfL a hladin p-NfH
v likvoru nebyl zjistén signifikantni rozdil (srovnani hodnot AUC mezi dvéma ROC
ktivkami: p = 0,723). Naopak, hladiny p-NfH i NfL v likvoru vykazovaly signifikantné
vyssi diagnostickou silu ve srovnani s hladinami p-NfH v séru (srovnani hodnot AUC mezi
dvéma ROC kiivkami pro p-NfH v likvoru x p-NfH v séru: p <0,001, pro NfL x p-NfH
v séru: p<0,001). Déle jsme stanovili tfi rGzné hodnoty diagnostickych mezi podle
vychozich kritérii (podle Youdenova J-indexu, k dosazeni cilové senzitivity testu 90% a
k dosazeni cilové specificity testu 90%) (Tab. 15a). Co se ty¢e hladin p-NfH v likvoru
(jako testu k odliSeni ALS od obou ostatnich kohort soucasné), pfi stanoveni diagnostické
meze na hodnotu 1205 pg/ml na zakladé¢ Youdenova J-indexu bylo dosazeno senzitivity
testu 81,7 (IS 73,2-90,1) %, specificity 86,0 (IS 78,5-92,5) %, pfiCemz pozitivni
prediktivni hodnota testu (PPH) cinila 81,7 (IS 78,5-92,5) % a negativni prediktivni
hodnota (NPH) 86,0 (IS 76,9-92,3) %. Diagnostickd mez, stanovend na zakladé cilové
senzitivity 90 %, ¢inila 625 pg/ml, s dosaZenou specificitou testu 71,0 (IS 61,3-80,7) %.
V situaci stanoveni diagnostické meze na zéklad¢ cilové specificity 90 % cilila tato
hodnota 2101,5 pg/ml a test dosahoval senzitivity 67,6 (IS 55,5-78,2) %. Pro NfL v likvoru
¢inila hodnota diagnostické meze, stanovené na zadklad¢ Youdenova J-indexu, 2180 pg/ml
a tato hodnota byla identicka 1 pfi stanoveni podle kritéria cilové specificity 90 %; pii této
diagnostické mezi Cinila senzitivita testu 83,1 (CI 74,7-90,1) %, PPH poté ¢inila 86,8 (IS
77,0-93,4) % a NPH 87,5 (IS 79,9-94,5) %. V situaci stanoveni podle kritéria cilové
senzitivity na 90 % cCinila hodnota diagnostické meze 1525 pg/ml a test dosahoval
specificity 80,6 (IS 73,1-88,2) %. V situaci, kdy byla diskrimina¢ni schopnost hladin
neurofilament testovdna pouze mezi kohortami pacienti s ALS a neurologickymi
kontrolami (n = 63) (Tab. 15b), jsme pozorovali signifikantni nariist diagnostické sily
hladin p-NfH i NfL v likvoru (ale nikoliv p-NfH v séru), ve srovnani s jejich diagnostickou
silou pfi diskriminaci mezi ALS a obéma ostatnimi kohortami, kombinovanymi do jednoho
souboru (n = 93) (pro NfL v likvoru srovnani hodnot AUC mezi dvéma ROC kiivkami p =
0,014; pro p-NfH v likvoru srovnani hodnot AUC mezi dvéma ROC kiivkami p = 0,044;
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pro p-NfH v séru srovnani hodnot AUC mezi dvéma ROC kiivkami p = 0,46). V této
situaci (diskriminace pouze mezi kohortou ALS a neurologickymi kontrolami) byla
diagnosticka sila excelentni. Zaroven jsme pozorovali snizeni vSech hodnot diagnostickych

mezi, nezdvisle na aplikovanych kritériich jejich stanoveni, stejné jako dosazeni vysSich

hodnot senzitivity, specificity, pozitivni i negativni prediktivni hodnoty testi (Tab. 15b).

Tab. 15 Vysledky ROC analyzy pfi diskriminaci mezi pacienty
a) ALS (n=71) vs. myelo-/radikulopatie + neurologické kontroly (n = 93):

Diagnost. Senzitivita Specificita PPH NPH AUC

Parametr mezg (95% 1S) (915)% IS) (95% 1S) (95% 1S) (95% 1S)
p-NfH (pg/ml), 1205* 81,7% 86,0% 81,7% 86,0% 0,885
et (73.2-90,1%)  (78,5-92,5%)  (78,5-92,5%)  (76,9-92%)  (0,832-0,938)
90% senzitivita 625 90,1% 71,0 % 70,3 % 90,4 %

(83,1-95,8%)  (61,3-80,7%)  (59,9-86,0%)  (81,2-94%)
90% specificita 2101,5 67,6 % 90,3 % 84,2 % 78,5 %

(55,5-782%)  (82,4-95,5%) (72,8-902%)  (68,5-89,2%)
p-NfH (pg/ml), 41,75* 61.3% 64,5% 63,3% 62,5% 0,650
T (48.4-72.6%)  (532-75.8%) (49,8-75,1%)  (49,5-74,0%)  (0,553-0,746)
90% senzitivita 12,5 90,3% 32,3% 57,1% 76,9 %

(823-96,8)%  (21,0-452)%  (46,7-67,0%)  (55,9-90,3%)
90% specificita 130 25,8% 90,3% 72,7 % 54,9 %

(14537,1)%  (82,3-96,8)%  (49,6-88,0%)  (44,7-64,6%)
N1L (pg/ml) 2180* 83,1% 90,3% 86,8% 87,5% 0,892

(74,7-90,1)%  (83,9-957)%  (77,0-93.4)%  (79,9-94.5)%  (0,839-0,946)
90% senzitivita 1525 90,1% 80,6% 78,0% 91,5%

(83,1-958)%  (73,1-882)%  (73,1-90,7)%  (84,0-94,7)%
90% specificita 2180 83,1% 90,3% 86,8% 87,5%

(74,7-90,1)%

(83,9-95,7)%

(77,0-93,4)%

b) ALS (n=71) vs. neurologické kontroly (n = 63)

(79,9-94,5)%

Diagnost. Senzitivita Specificita PPH NPH AUC
Parametr mez (95% IS) (95% 1IS) (95% IS) (95% IS) (95% 1S)
p-NfH (pg/ml), o0 859%  93,7% 92,5%  86,5% 0,954
likvor (77,5-93,00%  (87,3-98,4)%  (82,7-97,2)%  (75,5-93,3)%  (0,904-0,981)
0 L 90,1% 81,0% 84,8% 92,7%
90% senzitivita 625 (83,1-97,2)%  (71,4-90,5)%  (74,6-91,6)%  (81,5-97,6)%
0 . 87,3% 90,4% 90,1% 87,5%
90% spec1ﬁc1ta 727 (78,9-94,4)%  (82,5-96,8)%  (79,9-95,5)%  (76,3-94,1)%
«  9L5% 93,7% 94,2% 90,7% 0,962
NiL (pg/ml) 1425 (84,597,2)%  (87,3-984)%  (85,0-98,1)%  (80,3-96,2)% (0,92’8—0,996)
0 o 90,1% 93,7% 94,2% 89,4%
90% senzitivita 1500 (83,1-97,2)%  (87,3-94,8)%  (85,0-98,1)%  (78,7-95,3)%
90% specificita 1216,5 93,0% 90,5% 93,1% 92,0%

(85,9-98,6)%

(82,5-96,8)%

(83,9-97.4)%

(81,7-97,0)%

*Diagnosticka mez ziskana na zakladé€ nejvyssi hodnoty Youdenova J-indexu pro danou ROC kiivku. PPH —
pozitivni prediktivni hodnota; NPV — negativni prediktivni hodnota; AUC — area under the curve / plocha
pod kiivkou; IS —interval spolehlivosti. Interval spolehlivosti pro AUC byl vypocitan dle DeLongovy metody
variance. Intervaly spolehlivosti pro senzitivitu a specificitu byly vypocitany pomoci 2000 stratifikovanych
opakovani bootstrapovych vybéra.
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Diagnosticka sila hladin p-NfH v likvoru pfi odliSeni skupiny ALS-komprese (n = 18) od
kohorty myelo-/radikulopatii (n = 30), byla dobra (Tab. 16a, Obr. 10; AUC 0,733, IS 0,592
— 0,875) a zaroven nebyla signifikantné nizsi, nez pro odliSeni skupiny ALS-ostatni (n =
53) od myelo-/radikulopatii (Tab. 16b; AUC 0,774, IS 0,627-0,869; srovnani AUC mezi
dvéma ROC kiivkami: p = 0,341). Co se ty¢e hladin p-NfH v séru (AUC 0,627, IS 0,444—
0,809) a NfL v likvoru (AUC 0,672, IS 0,514-0,830; Tab. 16a, Obr. 11), jejich
diagnostickd sila byla pouze dostate¢nd, ale nikoliv signifikantné nizsi, nez pii odliSeni
ALS-ostatni od myelo-/radikulopatii (Tab.16b; NfL likvoru pro ALS-ostatni x myelo-
/radikulopatie: AUC 0,768, IS 0,621-0,862; srovnani AUC mezi dvéma ROC kiivkami: p
= 0,341). Pro hladinu p-NfH v likvoru c¢inila diagnostickd mez, stanovena pomoci
Youdenova J-indexu, 607,5 pg/ml; pfi této hodnoté test dosahoval senzitivity 94,4 (IS
83,3-100) %, ovsem se specificitou pouhych 50 (IS 33,3-66,7) %. Pozitivni prediktivni
hodnota testu pii dané diagnostické mezi c¢inila 53,1 (IS 35,0-70,5) % a negativni
prediktivni hodnota 93,7 (IS 67,7-99,7) %. Pfi stanoveni na zéklad¢ kritéria cilové
senzitivity 90% Ccinila hodnota diagnostické meze 702 pg/ml, a test dosahoval specificitu
opét pouze 50 (IS 33,3-66,7)%; pfi stanoveni diagnostické meze podle kritéria cilové
specificity 90% cinila tato hodnota 5014 pg/ml a test dosahoval senzitivity pouze 22,2 (IS
5,6-44,4)%. V ptipad¢ hladin NfL v likvoru ¢inila hodnota diagnostické meze, kalkulovana
na zdklad¢ Youdenova J-indexu, 2180 pg/ml, a test dosahoval senzitivitu 77,8 (IS 55,6-
94,4) %, specificitu 70 (IS 53,3-86,7)%, s pozitivni prediktivni hodnotou 58,3 (IS 36,9-
77,2)% a negativni prediktivni hodnotou 83,3 (IS 61,8-94,5)%. Pro cilovou senzitivitu 90%
byla hodnota diagnostické meze 895 pg/ml, s dosazenou specificitou 33,3 (IS 16,7-50,0)%;
pro cilovou specificitu 90% pak cinila hodnota diagnostické meze 7682 pg/ml, se
senzitivitou 11,1 (IS 1,9-36,0)%. V souhrnu jsme nebyli s vyuZitim ani jednoho z kritérii
jejiho stanoveni schopni docilit optimalni diagnostické meze, aniz by doslo k zdsadni ztraté
bud’ senzitivity, nebo specificity, coz bylo nejvice patrné pro hladiny p-NfH v likvoru.
Z tohoto divodu jsme aplikovali hodnoty diagnostickych mezi, stanovené v rdmci srovnani
celé kohorty ALS proti zbytku studijni populace (p-NfH v likvoru: 1205 pg/ml, NfL v
likvoru: 2180pg/ml). Pfi aplikovani téchto diagnostickych mezi bylo testem nadéle 11
(36,7 %), resp. 9 (30%) pacientll ze skupiny myelo-/radikulopatii oznaceno jako (faleSn¢)
pozitivni, pficemz 7 téchto pacientli (z celkového poc¢tu 10 v rdmci této kohorty), ktefi by
testem byli oznaCeni jako falesné pozitivni, podstoupilo uspéSnou chirurgickou
dekompresi. Na druhou stranu, pét pacientl ze skupiny ALS-komprese (27,7% této

podskupiny) bylo operovano na zaklad€é nespravné indikace pro suspektni kompresivni
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etiologii. Dva ztéchto péti pacientdl (40%) by na zakladé¢ stanovenych hladin

neurofilament v likvoru byli oznaceni jako fale$Sné negativni.

Tab. 16 Vysledky ROC analyzy pfi diskriminaci mezi pacienty

a) ALS-komprese (n=18) a kohortou myelo-/radikulopatii (n = 30)

Diagnost. Senzitivita Specificita PPH NPH AUC
Parametr mezg (95% 1S) (9[5)% 1S) (95% 1S) (95% 1S) (95% IS)
p-NfH (pg/ml), 607,5* 94,4% 50,0% 53,1% 93,7% 0,733
i (833-100%)  (33,3-66,7%)  (35,0-70,5%)  (67,7-99,7%)  (0,592-0,875)
90% senzitivita 702 88,9% 50,0% 51,6% 88.2%
(722-100%)  (33,3-66,7%)  (33,4-69.4%)  (62,2-97,9%)
90% specificita 5014 22.2% 90,0% 57,1% 65,8%
(5,6-444%)  (80,0-100%)  (20,2-88,2%)  (49,3-79,4%)
p-NfH (pg/ml),  48*  64,7%  73,1%  6L,1%  76,0% 0,627
S (41,2-882%)  (53,9-88,5%)  (36,1-81,7%)  (54,4-89.8%)  (0,444-0,809)
90% senzitivita 9.5 82,3% 7,7% 36,8% 40,0%
(55.8-953%)  (1,3-26,6%)  (223-54,0%)  (7,2-82,9%)
90% specificita 150,5 17,6% 88,5% 50,0% 62,1%
(4,6-442%)  (68,7-96,9%)  (13,9-86,1)  (44,8-77,1%)
N1L (pg/ml) 2180* 77,8% 70,0% 58,3% 83,3% 0,672
(55,6-94.4%)  (533-86,7%) (36,9-772%) (61,8-94,5%)  (0,514-0,830)
90% senzitivita 895 88,9% 33,3% 44,4% 83,3%
(722-100%)  (16,7-50,0%)  (28,3-61,7%)  (50,9-97,1%)
90% specificita 7616 11,1% 90,0% 40,0% 62,8%

(1,9%-36,0%)

(72,3-97,4%)

(7,2-82,9%)

(46,7-76,6%)

b) ALS-ostatni (n = 53) a kohortou myelo-/radikulopatii (n = 30)

Diagnost. Senzitivita Specificita PPH NPH AUC

Parametr mez (95% 1S) (95% 1S) (95% 1S) (95% 1S) (95% 1S)
p-NfH (pg/ml), 500 67,9%  833%  878%  59,5% 0,774
likvor (53,3-79,7%)  (64,6-93,7%)  (73,0-95,4%)  (43,3-74,0%) (0,627-0,868)

9 1 o 90,5% 50,0% 76,2% 75,0%
90% senzitivita 640 (78,7-96,5%)  (31,7-68,3%)  (63,5-85,6%)  (50,6-90,4%)

0 . 22,6% 90,0% 80,0 % 39,7%
90% specificita 5090 (12,7-36,5%)  (72,3-97.4%)  (51,3-93,7%)  (28,3-52,3%)

«  849% 70,0 % 83,3% 72,4% 0,768

NfL (pg/ml) 2330 (71,9-92,8%)  (50,4-84,6%) (70,2-91,6%)  (52,5-86,5%)  (0,621-0,862)

0 e 90,6% 53,3 % 77,4% 76,1%
90% senzitivita 1650 (78,6-96,5%)  (34,6-712%)  (64,7-86,7%)  (52,4-90,9%)
90% specificita 7610 30,2% 90,0% 84,2% 42,2%

(18,7-44,5%)

(72,3-97,4%)

(59,5-95,8%)

(30,2-55,1%)

* Diagnostickd mez ziskana na zakladé¢ nejvyssi hodnoty Youdenova J-indexu pro danou ROC ktivku. PPH
— pozitivni prediktivni hodnota; NPV — negativni prediktivni hodnota; AUC — area under the curve / plocha
pod kiivkou; IS —interval spolehlivosti. Interval spolehlivosti pro AUC byl vypocitan dle DeLongovy metody
variance. Intervaly spolehlivosti pro senzitivitu a specificitu byly vypocitany pomoci 2000 stratifikovanych

opakovani bootstrapovych vybéra.
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V situaci, kdy bylo na zdklad¢ hladin neurofilament cilem, odlisit podskupinu (fenotyp)
ALS-SMN, dosahovala hladina p-NfH (AUC 0,848, IS 0,671-0,934) i NfL v likvoru (AUC
0,838, IS 0,694-0,981) velmi dobrou diagnostickou silu (Tab. 17a, Obr. 12, 13). V piipadé
NfL v likvoru byla ovSem diagnostickd sila tohoto biomarkeru pro odlisSeni ALS-SMN od
neurologickych kontrol statisticky vyznamné nizs§i nez v situaci, kdy cilem bylo odlisit
ostatni fenotypy ALS od neurologickych kontrol (ALS-spinalni + ALS-B; n =56; AUC
0,995, IS 0,981-0,999; srovnani AUC mezi dvéma ROC kiivkami: p = 0,032). Pti
identickém srovnani diagnostické sily p-NfH v likvoru v tomto ohledu jiz nebyl nalezen
signifikantni rozdil (AUC 0,968, IS 0,920-0,987; srovnani AUC mezi dvéma ROC
kiivkami: p = 0,064). Na zaklad¢ hladin p-NfH v séru nebylo mozné, spolehlivé
diskriminovat pacienty se skupin ALS-SMN vl¢i pacientim z kohorty neurologickych
kontrol (AUC 0,457, IS 0,254-0,661). Dale jsme stanovili diagnostické meze: pro p-NfH
v likvoru ¢inila hodnota, stanovena dle Youdenova J-indexu 605 pg/ml a test dosahl
senzitivitu 80 (IS 60,0-95,7) % a specificitu 81 (IS 71,4-90,5)%; PPH c¢inila 50 (IS 34,5-
84,7)% a NPH 94,4 (IS 82,1-97,2) %. Pii stanoveni diagnostické meze na zéklad¢ cilové
senzitivity 90 % cinila jeji hodnota 535 pg/ml a test dosahoval specificitu 66,7 (IS 71,4-
90,5) %. Diagnosticka mez pro cilovou specificitu 90% byla stanovena na 727 pg/ml a test
dosahl senzitivitu 66,7 (IS 38,4-88,2) %, PPH 62,5 (IS 41,9-86,1) % a NPH 92,1 (IS 78,0-
97,0) %. V ptipad€ hladiny NfL v likvoru byla na zakladé Youdenova J-indexu urcena
diagnostickd mez 2170 pg/ml a test dosahoval senzitivitu 60 (IS 33,3-86,7) %, specificitu
100 (IS 94,3-100) %, PPH 100 (IS 70,3-100) % a NPH 91,4 (IS 76,9-100) %. Diagnosticka
mez pro cilovou senzitivitu 90 % ¢inila 800 pg/ml a test dosahoval specificitu 68,3 (IS
55,3-79,3) %. Pro cilovou specificitu 90 % byla hodnota diagnostické meze 1216,5 pg/ml a
test dosahoval senzitivitu 66,7 (CI 46,5-86,7) %. Stran optimalni diagnostické meze jsme
vychazeli z potieby konfirmaéniho testu, tedy s preferovanou maximalni specificitou. Pro
modelovou situaci odliSeni ALS-SMN od neurologickych kontrol ¢inila diagnotickd mez
p-NfH v likvoru 727 pg/ml a pro NfL v likvoru 2170 pg/ml, a to na zakladé¢ maximalni
dosazené specificity a pozitivni prediktivni hodnoty testu pii soucasné akceptovatelné
senzitivité a negativni prediktivni hodnoté€. S ohledem na fakt, Ze u ALS-SMN podskupiny
bylo zaroven 7 (46,6 %) pacientii se soucasnou vicecetnou radikuldrni kompresi, provedli
jsme analyzu diagnostické sily obou neurofilament v likvoru pro odliSeni pacientii z ALS-
SMN vuci obéma kontrolnim kohortdm soucasné (n = 93). V této analyze ale nebylo
mozné, dosdhnou hodnoty diagnostické meze, ktera by nevedla bud’ k neakceptovatelné

ztraté senzitivity, nebo specificity a zaroven byla ve vSech variantich vysledkem zcela
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neakceptovatelna pozitivni prediktivni hodnota testu (Tab. 17b). Z tohoto diivodu jsme pro
dané srovnani aplikovali diagnostické meze, ziskané pfi analyze celého souboru vici
obéma kontrolnim kohortam, tzn. pro p-NfH v likvoru hodnotu 1205 pg/ml a pro NfLL 2180
pg/ml. Pii danych diagnostickych mezich bylo 8 (53,3 %), resp. 6 (40 %) pacientl ze

skupiny ALS-SMN testem oznaceno jako faleSné€ negativni.

Tab. 17 Vysledky ROC analyzy pii diskriminaci mezi pacienty

a) ALS-SMN (n=15) a kohortou neurologickych kontrol (n = 63)

Diagnost. Senzitivita Specificita PPH NPH AUC
Parametr mez (95% IS) (95% 1S) (95% IS) (95% 1S) (95% IS)
p-NfH (pg/ml), (oo 80,0%  81,0% 50,0%  94,4% 0,848
likvor (60,0-95,7%)  (71,4-90,5%)  (34,5-84,7%)  (82,1-97,2%) (0,671-0,934)
8 Bus 535 86,7% 66,7% 37,9% 95,5%
90% senzitivita (59,5-98,3%)  (71,4-90,5%)  (26,4-85,0%)  (82,6-97,4%)
Q0 cm < 727 66,7% 90,5% 62,5% 92,1%
90% specificita (38,4-88,2%)  (82,5-96,8%)  (41,9-86,0%)  (78,0-97,0%)
2170% 60,0% 100 % 100% 91,4% 0,838
NfL (pg/ml) (33,3-86,7%)  (94,3-100%)  (70,3-100%)  (76,9-100%)  (0,694-0,981)
Q0 cha < 800 87,7% 68,3% 39,4% 94,2%
90% senzitivita (59,5-98,3%)  (15,9-36,5%)  (29,3-85,6%)  (83,0-97,5%)
1216.5 66,7% 90,5% 62,5% 92,1%

90% specificita

(46,5-86,7%)

(82,5-96,8%)

(41,9-86,1%)

(78,0-97,0%)

b) ALS-SMN (n = 15) a neurologickymi kontrolami + myelo-/radikulopatiemi

Diagnost. Senzitivita Specificita PPH NPH AUC
Parametr mez (95%1S) (95% 18) (95% 1S)
p-NfH (pg/ml), 15 80,0% 71,0% 308%  95,6% 0,776
likvor ’ (60,0-100%)  (61,3-79,6%) (0,652-0,900)
T 93,3% 32,3% 18,2% 96,8%
90% senzitivita 292 (80.0100%)  (22.6.41.9%)
o 33,3% 90,3% 35,7% 89,4%
90% specificita  2101,5 (13.3.60.0%)  (83.7.95.7%)
60% 90,3% 50,0% 93,3% 0,754
L (ol 2180* (33,3-86,7%)  (100-100%) (0,609-0,900)
0 e 93,3% 21,5% 16,1% 95,2%
90% senzitivita 475 (80.0100%)  (130.30.1%)
90% specificita 2180 60% 90,3% 50,0% 93,3%

(33,3-86,7%)

Vysvétlivky viz jako Tab. 15 a Tab. 16

(100-100%)

58



0.8 4
0.6
£
g
“ 04
Lo AUC (95% 15)
0.2 4 0,885 (0,832-0,938)
1] T T T T Y
[+] 0.2 0.4 0.6 0.8 1
1-Specificita

Obr. 8 ROC kiivka p-NfH (likvor; pg/ml): ALS x myelo/radikulopatie a neurol. kontroly
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Obr. 10 ROC kiivka p-NfH (likvor; pg/ml): odliSeni ALS-komprese od
myelo/radikulopatii
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Obr. 11 ROC kiivka NfL (likvor; pg/ml): odliSeni ALS-komprese od myelo/radikulopatii
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Obr. 12 ROC kiivka p-NfH (likvor; pg/ml): odliSeni ALS-SMN od neurol. kontrol
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Obr. 13 ROC kiivka NfL (likvor; pg/ml): odliSeni ALS-SMN od neurologickych kontrol
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4.2. Profil genetickych mutaci u pacienti se SALS i fALS

4.2.1. Varianty s kauzalnim vyznamem pro rozvoj ALS

U 15 pacientt (17 %) zcelého souboru jsme detekovali 15 patogennich, nebo
pravdépodobné patogennich variant (Obr. 14), pfiCemz nejcastéji se jednalo o HRE v
C9orf72, nalezenou u 12 jedinct (13,5 % vSech pacientil, zatazenych do studie — 6 muzi, 6
zen). U Sesti pacientli s prikazem HRE v C90rf72 byla dokumentovan familiarni vyskyt
ALS nebo FTD, u dalSich Sesti pacientii ale byl vyskyt v rdmci rodiny sporadicky. U
dalsich tii pacientd s pritkaznou patogenni, nebo pravdépodobné patogenni variantou se
jednalo o mutace v genech FUS: p.(Arg521Cys), TARDBP: p.(Ala382Thr) a nakonec
TBK1 (splice donor ¢.540+1G>T). Detekované variantyv genech FUS a TARDBP jiz byly
popsany a jsou dokumentovany v databazi ClinVar jako patogenni, resp. pravdépodobné
patogenni, bez rozporujicich nalezii. Sestfihova varianta v genu 7BK/ jiz rovnéz byla
zaznamenana v ramci jedné studie, ale klinicky fenotyp u této konkrétni varianty nebyl

popsan (Cirruli ET. et al., 2015).

4.2.1.1. Klinické znaky, asociované s patogennimi variantami

4.2.1.1.1 Familiarni versus sporadické formy onemocnéni

U osmi z deviti pacientli s familiarni formou ALS (88,9 %) jsme prokdzali kauzalni
variantu, pfic¢emz nejcastéji se jednalo o expanzi repetic v genu C9orf72 (6 z 9 pacientd s
fALS; 66,7 %). U dalSich dvou pacientii s fALS se jednalo o varianty ve FUS a TARDBP
genech. U pacienta s variantou p.(Arg521Cys) ve FUS jsme byli schopni ziskat
archivovany vzorek DNA jeho jiZ zesnulého bratra, u kterého rovnéz byla diagnostikovana
ALS. Nasledna analyza konfirmovala u tohoto bratra identickou variantu ve FUS. Pro
variantu v TARDBP, detekovanou u jedné pacientky z naSeho souboru, jsme nebyli schopni
konfirmovat jeji spole€nou segregaci s fenotypem u ostatnich rodinnych piislusnikd,
jelikoz jiz byli vSichni déle mrtvi a Zadny vzorek DNA nebyl k dispozici. Ve skupiné
pacienti se sporadickou formou ALS (n = 79) jsme detekovali patogenni, nebo
pravdépodobné patogenni variantu u sedmi pacienta (8,86 %), opét se nejcastéji jednalo o
HRE v CYorf72 (Sest pacientli, 7,55% skupiny sALS). U zbylého pacienta se s ALS se

jednalo o vySe zminénou variantu v 7BK 1.

4.2.1.1.2. Pacienti s casnym rozvojem ALS

U 24 pacientli naseho souboru (27,3 %) doslo k manifestaci onemocnéni pred 45. rokem

Zivota; v rdmci této podskupiny byla kauzélni varianta prokédzana pouze u dvou jedinci, u
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kterych se jednalo o familiarni formu onemocnéni (u obou detekovana HRE v C90rf72). U
zbylych pacienti se sporadickou formou nemoci nebyla Zzadna patogenni, ani
pravdépodobné patogenni varianta zachycena. U pacientl se standardnim vékem rozvoje
sporadické formy ALS byla naopak kauzalni varianta detekovana u sedmi jedinci (z
celkového poctu 57; 12,3 %). Pozorovany rozdil ve frekvenci zachytu kauzalnich variant
mezi témito dvéma podskupinami (sALS s casnym rozvojem vs. se standardnim rozvojem

onemocnéni) nebyl ovSem statisticky vyznamny (p = 0,181).

4.2.1.1.3. Bulbarni versus spinalni region rozvoje

Zamgéfili jsme se na unifaktoridlni srovnani regionu rozvoje jako mozného klinického
prediktoru zachytu kauzalni mutace; poté, co jsme vyloucili z analyzy familiarni formy,
pozorovali jsme zachyt patogenni ¢i pravdépodobné patogenni varianty u péti ze 17
pacientd s bulbarnim regionem rozvoje SALS (29,4 %, u vSech detekovana HRE
v C9orf72). U pacientd se spindlnim regionem rozvoje sALS byla kauzalni varianta
detekovéana u dvou ze 62 (2,55 %, u jednoho zachyt HRE v C90rf72, u druhého varianta
v TBK1). Frekvence zachytu kauzalnich variant byla u skupiny s bulbarnim regionem
rozvoje statisticky signifikantné vyssi (p = 0,004). V dalsi analyze jsme se zaméfili na
posouzeni asociace HRE v C9orf72 s manifestaci v podob¢ bulbarniho regionu rozvoje,
ktera byla dokumentovana u sedmi z 12 pacientil s touto variantou (58,3 %). Ve zbytku
studijni populace byl bulbarni region rozvoje dokumentovan u 13 ze 76 pacientii (17,1 %).
Pozorovali jsme tedy statisticky vyznamné castéj$i rozvoj onemocnéni v bulbarnim

regionu u nosi¢l HRE v C9orf72 oproti zbyl¢ studijni populaci (p = 0,005).

4.2.1.1.4. Frontotemporalni demence

V ramci celé studijni populace naplnilo sedm pacientl kritéria pro diagnézu FTD (7,95
%); u vsech se jednalo o sporadickou formu nemoci. U tfi pacientd s FTD (42,9 %) jsme
detekovali kauzalni variantu (u vSech tfi se jednalo o HRE v C90rf72); u vSech tfi pacientil
se krom¢ kognitivnich symptoml onemocnéni manifestovalo v bulbarnim regionu. U
dalstho jednoho pacienta s FTD byla detekovana varianta nejasného vyznamu
v genu KIF54 (viz dal$i oddil). Pfitomnost FTD byla pfi srovnani se zbytkem studijni
populace se sporadickou formou ALS (n = 72; u 4/72 kauzalni varianta, 5,6 %) statisticky
signifikantné Castéji asociovana se zichytem patogenni mutace (p = 0,013). Cetnost
vyskytu FTD u nosic¢tt HRE v C90rf72 (3/12, 25%) nebyla statisticky signifikantné vyssi,
nez u zbytku celé studijni populace (4/76, 5,3 %) (p = 0,05).
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4.2.1. Varianty s nejasnym vyznamem

V studijni populaci jsme dale detekovali 16 vzacnych variant nejasného vyznamu u 15
pacienti (Obr. 15). U kazdé¢ detekované varianty jsme formou literarni reSerse
konfirmovali, zda se jedna o novou, nebo jiz diive zaznamenanou variantu.

Zachytili jsme celkem sedm novych variant (vSechny v heterozygotnim stavu) u Sesti
pacientli se sporadickou formou ALS. Varianta p.(Glu254*) v genu NEK nebyla dosud
popsana a jedna se o substitu¢ni mutaci typu nonsense, zaptic¢inujici vznik stop kodonu a
vedouci v disledku ke ztrat¢ funkce exprimované bilkoviny (enzym - kindza). S ohledem
na fakt, ze vyznam mutaci se ztratou funkce v NEKI pro patogenezi ALS je nadile
predmétem intenzivni védecké debaty, ktera dosud nebyla konkluzivné uzaviena,
klasifikovali jsme tuto variantu jako nejasného vyznamu. Déle jsme detekovali dvé nové,
dosud nepopsané varianty v genu SETX: p.(Phe1599Ser) a p.(Ser2289Pro) u dvou pacientil
z naSeho souboru (z toho jedna pacientka s ¢asnym rozvojem ALS). Ob¢ varianty byly
substituce typu missense a na zaklad¢ predikce in silico analyzy byly ob& zhodnoceny jako
nejasného vyznamu. Dalsi dvé nové varianty typu missense jsme identifikovali u dvou
jednotlivych pacientl (oba sALS) v genech SPAST: p.(Ser3Phe) a TBKI: p.(Met690Thr).
Vzhledem ke skute¢nosti, Ze u zadného z jednotlivetl nebyla k dispozici parentalni DNA,
nebylo mozné realizovat segregacni analyzu a dale zhodnotit ptipadnou patogenicitu téchto
nové zachycenych variant.

U jedné z pacientek naSeho souboru (Casny rozvoj onemocnéni, fenotyp s postizenim
pouze spinalniho a-motoneuronu) jsme detekovali dvé nové varianty soucasné. Jednalo se
o variantu v SODI: p.(Asp126Glu) a variantu v TARDBP: p.(Val57Ile). U dané pacientky
jsme ziskali DNA vzorky od obou rodi¢ii pro segregacni analyzu, kterd odhalila, Ze
nositelem varianty v SODI je zdravy otec pacientky a nositelem varianty v TARDBP poté
zdrava matka pacientky.

Mimo vySe zminéné nové varianty jsme v nasem souboru detekovali devét jiz diive
popsanych variant (Obr. 15). U dvou pacientl se jednalo o varianty v genu F/G4 — varianta
p.(Ile41Thr) byla opakované detekovana u pacientl se sporadickou formou ALS (Cady J.
et al,, 2015; Osmanovic A. et al.,, 2018) a v databazi ClinVar jsou zavéry stran jeji
patogenicity protichidné (,,conflicting results®); varianta p.Arg699Cys, detekovand u
jednoho z pacientli naseho souboru (Casny rozvoj onemocnéni, sporadickda ALS) byla
popséna u pacientll s familiarni formou onemocnéni (Miiller K. et al., 2018; Tripolszki
K. et al.,, 2019) a hodnocena na zaklad¢ in silico predikce jako nejasného vyznamu.

Analogicka situace byla u varianty v UBQLN2: p.(Pro494Leu), detekované u pacientky se
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sALS v nasem souboru — tato varianta byla popsana u pacienta s fALS, bez moznosti
konfirmace patogenicity segregacni analyzou, a tedy zhodnocena jako nejasného vyznamu
(Teyssou E. et al., 2017). U dalsi pacientky naSeho souboru (SALS, spinalni region rozvoje
s pridruzenou FTD) jsme detekovali recentné popsanou sestiihovou (splice-site) variantu
c.291+5G>A v KIF54 (Nicholas A. et al.,, 2018). Zajimavym nalezem (s ohledem na
kauzalni roli homozygotnich variant v tomto genu pro patogenezi hereditarni spastické
paraplegie) byly dvé detekované heterozygotni varianty typu posunu c¢tecitho ramce
(frameshift mutation) v genu SPG/1/: p.(Leu920Thrfs*10) a p.(Glul026Argfs*4) u dvou
jednotlivych pacienti.

Pozoruhodné zjisténi pak byl prikaz varianty v genu OPTN p.(Ser262*), detekované u
dvou piibuznych pacientek v rdmci naseho souboru (matka a dcera), u kterych byla
zaroven prokdzana kauzalni HRE v C90rf72. U matky se jednalo o sporadickou formu
ALS s bulbarnim rozvojem s pfidruzenou FTD; dcera rozvinula bulbarni postizeni bez
prikaznych symptomti FTD o dva roky pozdé¢ji od nastupu onemocnéni u matky. U obou
pacientek byla varianta v OPTN nalezena v heterozygotnim stavu, pficemz jeji dédi¢nost
byla na zaklad¢é publikované prace zhodnocena jako autozomalné recesivni (Pottier C. et

al., 2018).
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Obr. 15 Varianty nejasného vyznamu pro rozvoj ALS v nasem souboru
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5. DISKUZE

5.1. Vyuziti neurofilament jako biomarkert u ALS

Nakolik je ndm znamo, nase prace byla prvni publikovanou studii, ktera cilen¢ analyzovala
diagnostickou efektivitu stanoveni hladin neurofilament v télesnych tekutinach u
specifickych podskupin pacientli s ALS v situaci, kdy panuje realna diagnostické nejistota
v disledku bud’ pfitomnosti fenotypové varianty onemocnéni (izolované projevy postizeni
spinalniho a-motoneuronu), nebo v disledku radiologického nalezu, implikujiciho moznou

kompresivni etiologii neurologického deficitu.

V ramci celé studijni populace byla diagnosticka sila hladin p-NfH i NfL v likvoru za
ucelem odliSeni pacienti z kohorty vSech ALS od pacienti z ostatnich dvou kohort
prikazné velmi dobré. V situaci, kdy jsme porovnéni omezili pouze na pacienty z kohort
ALS a neurologickych kontrol, diagnosticka sila obou fetézcli neurofilament v likvoru dale
signifikantné¢ vzrostla a dosahovala vynikajicich hodnot. Zarovein se hodnoty
diagnostickych mezi, stanovenych pfi odliSeni ALS pouze od neurologickych kontrol,
velmi vyznamné piiblizovaly hodnotam, které¢ publikovali ostatni autofi, v jejichZ pracich
byla skladba skupin neurologickych kontrol srovnatelnd s nasi praci (Poesen K. et al.,
2017; De Sheapdryver M. et al., 2018; Steinacker P. et al., 2016). Z vySe uveden¢ho
srovnani je zjevny vliv kohorty pacienti s kompresivni myelo-/radikulopatii, ktefi
vykazovali signifikantné vyssi hladiny obou neurofilament v likvoru oproti pacientim ze
skupiny neurologickych kontrol, na vyslednou diagnostickou silu téchto testl. Kromé
vyznamného sniZeni diagnostické sily jsme pii analyze, ve které byla zarazena i1 kohorta
myelo-/radikulopatii, pozorovali narGst hodnot diagnostickych mezi pro hladiny
neurofilament v likvoru (napt. pro p-NfHz hodnoty 840 pg/ml na hodnotu 1205 pg/ml),
resp. sniZzeni pozitivni prediktivni hodnoty testu (napt. pro p-NfH v likvoru z 92,5 %, IS
/182,7-97,2/ % na 81,7 %, IS /78,5-92,5/%). Vychazime-li z ptedpokladu, Ze elevace hladin
neurofilament neodrazi procesy, specifické pro jednotlivé etiopatogenetické jednotky, 1ze
pozorovanou asociaci kohorty myelo-/radikulopatii s vy$§imi hladinami neurofilament
v likvoru (ve srovnani s neurologickymi kontrolami) pravdépodobné nejlépe vysvétlit
vétsim rozsahem a vyznamné rychlej$i dynamikou obecné axondlni 1éze u kompresi
podminénych jednotek. Tuto hypotézu klicového vlivu rozsahu a dynamiky rozvoje
axondlni 1éze podporuje naSe vlastni pozorovani, kdy jsme dokumentovali signifikantné
vys§i hladiny obou neurofilament v likvoru u akutnich myelopatii ve srovnani
s chronickymi, ale 1 u podskupiny pluriradikulopatii ve srovnani s monoradikulopatiemi.
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Tyto rozdily mezi podskupinami v ramci kompresi podminénych etiologii jsou rovnéz
v souladu s pozorovanim ostatnich autorti, ktefi zkoumali hladiny neurofilament u
myelopatii, resp. radikulopatii (Ohya Y. et al., 2015; Takahashi H. et al., 2018). Na druhou
stranu, kohorta neurologickych kontrol sestavala pievazné z chronicky probihajicich
jednotek, postihujicich predominantné periferni nervovy systém, popi. z chronickych,
predominantné¢ demyelinizanich polyradikuloneuropatii; u vSech téchto jednotek je
rozsah, resp. dynamika rozvoje axonalni Iéze vyznamné nizsi. VSechny tyto vyse uvedené
poznatky, ziskané na nasem souboru, poté potvrzuji popisované obtize pii snaze o dosazeni
jednotnych diagnostickych mezi pro hladiny neurofilament, jsou-li odvozovany z riznych
souborti s odlisn¢ strukturovanou populaci kontrol (Oeckl P. et al., 2016). Jsou-li do
kontrolnich kohort zahrnuty etiologické jednotky s obecné velkym rozsahem axonélni 1éze
(zénéty CNS, vaskularni, traumatické kompresivni 1éze aj.), u kterych rovnéz dochazi
k vyznamné elevaci hladin neurofilament v télesnych tekutinadch, dojde k vyraznému

ovlivnéni hodnot diagnostickych mezi (Rossi D. et al., 2018; Witzel S. et al., 2022).

Co se ty¢e hladin p-NfH v séru, diagnosticka sila tohoto testu byla statisticky vyznamné
nizsi, nez pro p-NfH, resp. NfL v likvoru a celkové byla klasifikovana jako pouze
dostate¢na (,,poor). Hlavnim argumentem pro metodu, zaloZenou na stanoveni hladiny
vSeobecna dostupnost, tzn. napf. i vreZimu ambulantnich vySetfeni, bez nutnosti
hospitalizace pacienta za ucelem provedeni lumbélni punkce. Na druhou stranu, likvorovy
kompartment velmi pravdépodobné mnohem vice bezprosttedné reflektuje zakladni
patofyziologické d&je v CNS. Nasim cilem bylo proto zhodnotit, jak hladina p-NfH v séru
koreluje s hladinou v likvoru a do jaké miry by mohla byt sérova hladina vyuzita jako jeji
zastupny ukazatel. VySetfeni p-NfH v séru jsme realizovali za pomoci komeréné dostupné
ELISA soupravy, certifikované pro vyuziti k humanni in vitro diagnostice, jelikoZ tato
metoda ptedstavuje Siroce dostupné feseni pro rutinni laboratorni diagnostiku, na rozdil od
vyzkumnych metod, dostupnych pouze v rdmci akademickych pracovist. Zaroven jsme
vychézeli z publikovanych slibnych vysledki skupiny, kterd vyuzila identickou ELISA
soupravu (De Schaepdryver M. et al., 2018) a nasim cilem bylo reprodukovat tyto nalezy.
Co se tyCe konkrétni volby pouze p-NfH a nikoliv NfLL pro analyzu ze séra, zde jsme
vychazeli z publikovanych vysledki, deklarujicich nedostateCnou senzitivitu dostupnych
ELISA souprav pro kvantifikaci NfL v séru (Kuhle J. et al., 2016). V ramci stanoveni

hladin NfL vséru mezitim zaujala jednoznacn€ superiorni roli ultransenzitivni,
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digitalizovana imunoanalytickd metoda SiMoA (Single-Molecule Array) s vice nez 100x
vys$si detekéni mezi pro hladiny NfL v séru ve srovnani s ELISA soupravami(Kuhle J. et
al., 2016). Ackoliv tato metoda (SiMoA) byla navrzena jako zlaty standard pro vySetfeni
hladin NfL v séru, jeji vysoka pofizovaci i provozni cena a zaroven certifikace pouze pro
vyzkumné ucely vyznamné limituje jeji $irSi dostupnost a praktickou aplikovatelnost. I
s ohledem na naSe limitované financni prostiedky jsme proto v ramci naSeho souboru
stanovili pouze hladiny p-NfH v séru. Co se ty¢e korelace hladin p-NfH v séru a likvoru,
pozorovali jsme vyznamnou pozitivni korelaci, ktera byla v rdmci celého souboru silna (T
= 0,357, p = 0), ale ve srovnani s korelaci mezi hladinami p-NfH a NfL v likvoru (=
0,684, p = 0) vyznamn¢ nizsi. Diagnosticka sila, kterou jsme pro p-NfH v séru stanovili
v nasem souboru, je ve srovnani s nékterymi jinymi, obdobné navrZzenymi prifezovymi
studiemi znateln¢ niz$i (De Shaepdryver M. et al., 2018; Halbgebauer S. et al., 2022); na
druhou stranu koresponduje s vysledky jiné studie (Wilke C. et al., 2019).
Pravdépodobnym vysvétlenim by mohla byt odlisna skladba nasi ALS kohorty co do délky
trvani nemoci ve srovnani se studiemi, které¢ dosp€ly k vyssi diagnostické sile tohoto testu.
Argumenty pro toto vysvétleni poskytuje prace, jejiz autofi zkombinovali metodu
prifezového a longitudinalniho prospektivniho méteni hladin p-NfH v plazmé a
dokumentovali vysokou inter-, ale rovnéz intraindividudlni variabilitu hladin p-NfH v Case
u jednotlivych pacienti (Lu CH. et al., 2015). Tuto variabilitu signifikantné determinovala
faze nemoci, kdy v pozdéjsich fazich byly pozorovany vyznamné nizsi hladiny p-NfH ve
srovnani s inicialnim meéfenim. Autofi této publikace prokazali, ze divod variability
spociva v narustu titru protilatek proti p-NfH v krvi v ¢ase a jeho nasledné (protilatkove
zprostfedkované) agregaci (a tim padem ke sniZovani hladin). Vliv na oba typy (inter- i
intraindividuélni) variability stanovenych hladin meéla i1 na protildtkaich nezavisla,
analytickou metodou podminénd, kolisajici mira agregace p-NfH (vliv reakéni matrix).
Autofi této studie zhodnotili na zaklad¢ vySe uvedenych argumenti vysledky prufezového
meéteni hladin p-NfH v plazmé jako nespolehlive.

V souhrnu vSech vySe uvedenych poznatku lze tedy argumentovat, Ze pifinos stanoveni
hladin p-NfH v séru s vyuzitim aktualné dostupnych ELISA souprav se jevi byt limitovany

a nedostate¢né spolehlivy k uvedeni do rutinni klinické praxe.

Sekundarnimi cili nas$i prace bylo zhodnotit klinické ukazatele, ovliviiuyjici hladiny
neurofilament. Ackoliv v kohorté pacientd s ALS nebyl prokézan signifikantni vliv véku,

resp. pohlavi, v obou kontrolnich kohortach tyto dva faktory (v€k, resp. muzské pohlavi)
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signifikantné pozitivné korelovaly s hladinami obou neurofilament a jejich efekt byl
nezavisly na ostatnich kovariantach. Toto pozorovani je plné v souladu s metaanalyzou
studii, hodnoticich determinanty hladin NfL (Bridel C. et al., 2019), resp. se studiemi,
zamétenymi na hladiny p-NfH v likvoru (Rossi D. et al., 2018, Steinacker P. et al., 2016).
Co se tyce pacientli s ALS, pozorovali jsme dvé klicové determinanty hladin NfL a p-NfH
v likvoru: (1) klinicky fenotyp (izolované postizeni spinalniho a-motoneuronu jako model
limitovaného rozsahu axonalni 1éze) a (2) rychlost progrese nemoci (hodnotz A FS; tedy
dynamika procesu). I pfedchozi publikované studie referovaly vyznamny vliv fenotypu
s izolovanym postizenim spindlnich a-motoneuronti na hladiny NfL. (Gaiani A. et al,,
2018), popt. fenotypu s minimalnim postizenim kortikospinalni drdhy na hladiny obou
neurofilament v likvoru (Poesen K. et al., 2017). Ackoliv bychom na zaklad¢é téchto
pozorovani mohli spekulovat ohledn¢ korelace mezi hladinami NfL a rozsahem postizeni
kortikospinalniho traktu, tyto hypotézy by bylo nutné ovéfit pomoci kvantitativnich MRI
ukazateli postizeni kortikospinalni drahy (frakéni anizotropie, radidlni difuzivita) (Menke
RA. et al., 2015; Schreiber S. et al., 2018). S ohledem na retrospektivni povahu studie
nebylo mozné, doplnit kvantitativni MRI analyzu. Hlavnim divodem pro zatazeni skupiny
pacientdl s izolovanym postizenim spindlniho a-motoneuronti bylo modelovani realného
diferencialn¢ diagnostického scénaie v ¢asné fazi diagnostického procesu, kdy absence
projevli postizeni kortikospinalni drahy vyznamné rozSifuje spektrum potencialnich
alternativnich etiologii. V této situaci by byl pfinos spolehlivého diagnostického
biomarkeru ALS nesporny a velmi vyznamny. Zajimavym zjiS§ténim bylo pozorovani, Ze
vice nez polovina pacientii, zafazenych inicialn¢ do této skupiny (ALS-SMN),
manifestovala v dal§Sim pribehu onemocnéni (s variabilnim ¢asovym odstupem) projevy
postizeni kortikospinalni drdhy a naplnila tak diagnosticka kritéria klasické formy ALS;
zbytek pacientil ze skupiny vykazoval po celou dobu onemocnéni pouze izolované projevy
postizeni spindlniho a-motoneuronu a lze je tedy klasifikovat jako variantu PMA. Toto
pozorovani dokumentuje nedostatecnou spolehlivost fenotypizace pacientli (klasickd ALS
vs. PMA) v ¢asnych fazich onemocnéni; vtomto ohledu by tedy rozdilné hladiny
neurofilament mohly pfispet ke zptesnéni diskriminace mezi danymi podtypy pacientd.
V nasem souboru jsme ovSem nepozorovali vyznamny rozdil hladin pro Zzadné
z neurofilament mezi t€émito podtypy pacientii, coz lze pravdépodobné vysvétlit velmi
podobnou rychlosti progrese (jako jedné z hlavnich determinant hladin Nf) mezi obéma

podtypy skupiny ALS-SMN.
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Pti analyze prognostické hodnoty hladin neurofilament jsme pozorovali silnou pozitivni
korelaci mezi NfL a parametrem A FS. Tento nalez je opét v souladu s hypotézou, ze
hlavnimi faktory, urCujicimi miru elevace hladin neurofilament, jsou rozsah a dynamika
probihajici axonalni 1éze. Jak hladina NfL, tak parametr A FS poté vyznamné negativné
korelovaly s délkou preziti; v ptipadé A FS byla ovSem tato korelace siln¢jsi. Na zaklad¢
naSich pozorovani lze argumentovat, ze vyuziti stanoveni hladiny NfL v rdmci predikce

progndzy je spise komplementarni, ale nikoliv superiorni viici jiz existujicim nastrojim.

Diagnosticka efektivita obou neurofilament v likvoru pfi odliSeni pacientli s izolovanym
postizenim o-motoneurontt (ALS-SMN) od neurologickych kontrol byla niz§i nez
pro situaci, kdy cilem bylo odlisit pacienty z celé kohorty ALS (od neurologickych
kontrol). Tento rozdil byl v ptipadé NfL v likvoru statisticky vyznamny. Ackoliv pro p-
NfH tento rozdil nedosahl statistického vyznamu (pravdépodobné vliv malého datového
souboru a efektu outliers), piesto se dle naseho zhodnoceni jednalo o nezanedbatelny efekt,
hlavn¢ s ohledem na prokdzané vyznamné niz$i hladiny obou neurofilament u podskupiny
ALS-SMN ve srovnani s ostatnimi pacienty s ALS. V dlsledku téchto nizSich hladin byl
pozorovan i vétsi prekryv hodnot mezi podskupinou ALS-SMN a kohortou neurologickych
kontrol. Ackoliv z perspektivy statistické analyzy dosahovala diagnosticka efektivita obou
neurofilament pro odliSeni ALS-SMN od kohorty neurologickych kontrol nadale kategorie
velmi dobré sily a diagnostické meze, které jsme pro tuto situaci stanovili v naSem
souboru, se podobaly hodnotam jinych publikovanych praci (de Shaepdryver M et al.,
2018), podrobnéjsi analyza odhalila problematické aspekty z klinického thlu pohledu. Pii
zhodnoceni pacientll z podskupiny ALS-SMN, kteti byli na zaklad¢ diagnostickych mezi
testu oznaceni jako faleSné negativni (5/15, 33,3 % pro p-NfH v likvoru; 6/15, 40% pro
NfL v likvoru), spliiovali vSichni soucasné kritérium pomalé progrese. Jednalo se tedy o
typ pacientd, ktefi i v ramci ALS-SMN poskupiny vykazovali statisticky vyznamné nizsi
hladiny obou neurofilament. U téchto pacientli byla spravnd diagndza urCena az pomoci
extenzivniho diferencialné diagnostického vySetfovaciho procesu, tzn.
elektrofyziologického vySetfeni (kondukéni studie k exkluzi motorickych kondukénich
blok1, priikaz denervacniho-reinervaéniho syndromu v klinicky nepostiZzenych regionech),
laboratorni diagnostiky (vySetteni protilatek proti gangliosidovym antigeniim, molekularné
genetické vySetfeni trinukleotidové expanze v AR genu, resp. homozygotni delece 7 a 8
exonu SMNI genu, pifipadné¢ mutace v HEXA A genu), resp. klinického monitorovani

progrese onemocnéni v ¢ase. Dale jsme vramci podskupiny ALS-SMN pozorovali
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vyznamnou proporci pacientl, ktefi soucasné naplnili kritéria radiologického nalezu,
suspektniho z kompresivni etiologie (46,6 %). Pti zhodnoceni diagnostické efektivity obou
neurofilament k odliSeni podskupiny ALS-SMN od obou kontrolnich kohort soucasn¢ jsme
poté pozorovali situaci, kdy pozitivni prediktivni hodnoty testu pii zadné z diagnostickych
mezi nepiekrocily 50 %. I kdyz jsme aplikovali diagnostické meze, stanovené pro odliSeni
vSech pacientll s ALS od kontrolnich kohort, pozorovali jsme 6 (40 %, pro hodnotu p-
NfH), resp. 8 (53,3 %, pro hodnotu NfL) faleSn€¢ negativnich pacientli, pfi€emZ vSichni
zaroven byli pomali progresoii a u 4 byl pozorovan suspektni radiologicky nalez. To ¢inni
dle naSeho nazoru pro tuto konkrétni situaci (odliSeni pacientd s fenotypem izolovaného
postizeni o-motoneurond a soucasnym suspektnim radiologickym néalezem od prosté

kompresivni etiologie) test v podstaté nepiinosny.

V situaci, kdy cilem bylo odlisit vSechny pacienty s ALS a soucasn¢ suspektnim
radiologickym nalezem od prostych, kompresi podminénych jednotek, dosahovala hladina
p-NfH v likvoru dobrou diagnostickou silu. Hladina NfL v likvoru a p-NfH v séru v této
situaci dosahovaly pouze dostateCnou diagnostickou silu. Piekryv hodnot mezi kohortou
ALS-komprese a kohortou myelo-/radikulopatii byl vyznamny a vysledkem byla vysoka
proporce falesn¢ pozitivni pacientd z kohorty myelo-/radikulopatii pfi aplikaci dosazenych
diagnostickych mezi. Zaméfili jsme se rovnéZ na klinické implikace téchto vysledki:
v ramci pacientll ze skupiny myelo-/radikulopatii, ktefi podstoupili tspéSnou chirurgickou
dekompresi (vedla k prokazatelnému zlepSeni neurologickych deficitil), test oznacil 70 %
z nich jako fale$né pozitivni, tzn. nespravné jako ALS. Vyuziti testu v dané situaci by tedy
zvySovalo riziko, Ze témto pacientim bude nespravné kontraindikovéana, popf. zbytecné
oddalena efektivni lécba. Na druhé strané, v ramci skupiny ALS-komprese test oznacil
Ctyfi pacienty jako faleSné negativni (22,2 %); dva ztéchto Ctyf pacientd skutené
podstoupili chirurgickou dekompresi (z celkového poctu péti ALS pacientl, chirurgicky
feSenych jesté pred inicidlnim vySetfenim v nasem centru). Spravné diagnoza byla u vSech
pacientl ze skupiny ALS-komprese dosazena pomoci velmi detailni klinicko-radiologické
korelace nalezi (absence radikuldrni bolesti, resp. senzitivniho deficitu v pfisluSném
dermatomu; projevy postizeni spinalniho o-motoneuronu nebo kortikospinalniho traktu
v regionech, nepostizenych kompresi), resp. peclivym, systematickym EMG vySetfenim
(patrani po projevech diskrétniho denerva¢niho — reinerva¢niho syndromu v klinicky
nepostizenych regionech, bez prokdzané komprese nervovych struktur). Vezmeme-li

v potaz podstatné vyssi prevalenci jednotek s kompresivnim postizenim nervovych struktur
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v populaci ve srovnani s ptipady s ALS a zaroven riziko, které vyplyva z faleSné pozitivity
testu (kontraindikace, popt. zbytecné oddaleni efektivni 1écby), hodnotime tedy stanoveni
hladin neurofilament pro dany diferencialné¢ diagnosticky slozity scénat jako diagnosticky

nepiinosne.

Hlavni limitaci nasi prace byl jeji retrospektivni design, v disledku ¢ehoz byli do studie
zatazeni jen ti pacienti s ALS, ktefi podstoupili odbér a vySetieni likvoru na Neurologické
klinice 2. LF UK a FN Motol. Jednalo se o pouze cca 40 % vSech pacientl s
diagnozou ALS, ktefi byli v daném c¢asovém obdobi vySetfeni v naSem centru; zbyli
pacienti byli vySetieni pouze ambulanté a vySetfeni likvoru u nich jiz bylo provedeno na
jinych pracovistich (a tim padem jiz nebylo opakovéano). Hlavnim disledkem byl mensi
pocCet pacientl ve srovnani s ostatnimi studiemi, coz bylo nejvice patrné v cilovych
podskupinach (fenotyp ALS-SMN, pacienti s ALS a suspektnim radiologickym nélezem).
Pro ptipadnou konfirmaci, nebo vyvraceni naSich nélezli tedy povazujeme za nezbytné,
realizovat prospektivni studii vétSiho rozsahu (idealné multicentrickou), se zdmérnym

naborem pacienti s ALS a vySe popsanymi znaky.

5.2. Profil genetickych mutaci u pacienti se sALS i fALS

Nakolik je ndm zndmo, jednalo se o prvni systematické zhodnoceni frekvence variant v
Sirokém souboru genil, asociovanych s patogenezi ALS, ve vzorku Ceskych pacienti.
Cilem bylo provést pilotni analyzu v populaci sporadickych 1 familidrnich forem
onemocnéni v Ceské republice, protoze tato data dosud nebyla publikovana a zcela chybi
alespon zékladni pfedstava stran vyskytujicich se variant, resp. alespot hrubého odhadu
jejich cetnosti. Familiarni formy ALS byly v naSem studijnim souboru zastoupeny
pravdépodobné ve vétsi mife (10,1 %), nez odpovidd redlné situaci v populaci (podle
nasich odhadl na zaklad¢ vzorku 200 pacientd by se spiSe mohlo jednat o 5—7 % vSech
pacienti s ALS); naSim cilem ale nebylo realizovat popula¢ni studii, nybrz zmapovat
varianty, pfitomné v CR. Pacienty sfALS jsme do nasi studie zamémé zafadili
v dispropor¢né velkém poctu, protoze u této skupiny lze a priori pfedpokladat vyznamné
vys$i pravdépodobnost detekce kauzalni mutace; tento predpoklad se potvrdil vlastnim
pozorovanim, kdy jsme u 8 z 9 pacientti (88 %) prokazali patogenni variantu. Pfi srovnani
z vyznamné vét§imi soubory jinych autorti (Zou ZY. et al., 2017; Miiller K. et al., 2018) je
ziejmé, ze tato mira detekce je nadhodnocena a velmi pravdépodobné nereflektuje situaci

v celé Ceské populaci. Na druhou stranu, mira zachytu patogennich variant v nasem
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souboru sporadickych forem ALS (7 ze 79 pacientl, 8,9 %) velmi blizce korespondovala
s nalezem z recentni, velmi rozsahlé studie (vySetieno 6013 pacientl se SALS) (van Daele
SH. et al., 2023) a mohla by tak adekvatn¢ reprezentovat skutecnou situaci v Ceské

populaci.

Nejcasteji detekovanou mutaci byla expanze hexanukleotidovych repetic v genu C90rf72,
kterou jsme zachytili u 12 pacientd (13,5 %) v ramci celého studijniho souboru. Tato data
jsou plné v souladu s udaji z ostatnich evropskych kohort a zaroven prokazuji, ze jde o
predominantni genetickou etiologii i u ¢eskych pacientli s ALS. U Sesti pacientll s HRE v
C9orf72 nebyl (pies cilené zpétné patrani) prikazny vyskyt ALS, nebo FTD u jinych
pifimych piibuznych; tato mutace tak pfedstavovala zdroven nejCastéjs$i zachycenou
variantu 1 mezi sporadickymi formami (7,6 %). 1 tato frekvence velmi blizce
korespondovala s tdaji z ostatnich evropskych kohort (Van Daele SH. et al., 2023; Yilmaz
R. et al, 2023). Pfi analyze fenotypu pacienti s HRE vC9orf72 jsme pozorovali
signifikantn¢ Castéj$i vyskyt rozvoje onemocnéni v bulbarnim regionu (7 z 12 pacientt,
58,3 %) ve srovnani se zbytkem souboru a zaroven trend k CastéjSimu vyskytu
frontotemporalni demence (3 ze 12, 25 %), ackoliv tento rozdil jiz nedosahoval
statistického vyznamu. Vyznamné castéj$i rozvoj onemocnéni v bulbarnim regionu byl
dokumentovan rovnéZ u dalSich, vyznamné vétSich evropskych kohort (Chio A. et al.,
2012; Wiesenfarth M. et al., 2023). Z opacné perspektivy, bulbarni region rozvoje, resp.
pfitomnost FTD byly v ramci skupiny sALS signifikantné castéji asociovany s detekci
kauzalni mutace ve srovnani se spindlnim regionem rozvoje, resp. absenci FTD; to
z naSeho pohledu ¢inni tyto dva klinické ukazatele relativné vhodnymi prediktory detekce
kauzalni mutace. Na druhou stranu, s ohledem na maly datovy soubor je nutné konstatovat,
ze veSkerd pozorovani maji pouze malou statistickou silu a zevSeobecnitelnost téchto
zaveri je tak pouze omezena, resp. je nutno k ni pfistupovat s opatrnosti. VSichni pacienti,
ktefi v naSem souboru naplnili kritéria FTD (7 z 88, 7,95 %) trpéli sporadickou formou
nemoci; kromé tii zminénych se zachytem HRE v C90rf72 jsme u jedné pacientky se
spindlnim regionem rozvoje ALS a soufasnou FTD zachytili vzdcnou variantu
v sestithovém misté genu KIF5A4: ¢.291+5G >A. Tato varianta je v databdzi ClinVar
hodnocena jako nejasného vyznamu. Ackoliv varianty vtomto genu byly dosud
popisovany jako asociované s rozvojem axonalni formy hereditdrni motorické a senzitivni
polyneuropatie (nemoc Charcot-Marie-Tooth typ 2, CMT2), resp. s autozomalné

dominantni formou hereditarni spastické paraplegie (SGP10), recentni rozsahld studie
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prokdzala asociaci variant v sestfihovém misté K/F54 s rozvojem ALS (Nicolas A. et al.,
2018). In silico analyza nadmi detekované variantyc.291+5G >A ovSem nepredikovala
vyslednou zménu sestfihu oproti referencni sekvenci a vyznam této varianty tak zastava

nejasny.

Skupina pacientl s c¢asnym rozvojem onemocnéni byla v nasem souboru rovnéz
disproporéné velka (27,3 % pacientll souboru ve srovnani s literalni referovanymi cca. 10
% populace ALS pacientil) (Turner MR. et al., 2012). Zamérné jsme zatadili vétsi pocet
téchto pacientli, pricemz jsme vychazeli z validovaného modelu patogeneze, ktery
predikuje ¢asnéjsi nastup nemoci u forem, podminénych kauzalnimi mutacemi (Chid A. et
kauzalnich mutaci (Cady J. et al., 2015). V rozporu s nas§im zaméfem jsme ovSem v ramci
této podskupiny nepozorovali ¢astéjsi detekci kauzalnich variant ve srovnani s ostatnimi
pacienty (se standardnim vékem rozvoje) naseho souboru. Kromé dvou pacientti s fALS, u
kterych byla detekovdana HRE v C90rf72, jsme v ramci skupiny s cCasnym rozvojem
onemocnéni nalezli pouze pét variant nejasného vyznamu u ¢tyt pacientd. Konkrétné se
jednalo o varianty v genech FIG4: p. (Arg699Cys), SETX: p.(Phe1599Ser),
SODI1:p.(Asp126Glu), TARDBP: p.(Val57lle) a TBKI p.(Met690Thr). Nebyli jsme
v ramci dostupnych dat schopni konfirmovat patogenicitu téchto variant. Ackoliv jedno
z moznych vysvétleni pro nizky zachyt kauzalnich variant u této podskupiny je celkové
maly datovy soubor, tato hypotéza nereflektuje fakt, Ze ptes dispropor¢ni velikost skupiny
pacientd s Casnym rozvojem byla mira detekce kauzdlnich variant ve skupiné se
standardnim v€kem rozvoje srovnatelna s velkymi evropskymi kohortami, resp.
pfevazovala nad zachytnosti ve skupiné s ¢asnym vékem rozvoje (ackoliv tento rozdil
nebyl statisticky vyznamny). Na zdklad¢ tohoto pozorovéni lze spekulovat stran vlivu
kauzalnich genetickych faktort, které ovSem dostupna metodika molekularné genetického
vySetieni nedetekuje. Argumentem pro tuto nasi hypotézu jsou nélezy jiné studie, rovnéz
s disproporéné velkym zastoupenim pacientll s Casnym vékem rozvoje ALS a zdroven
nizkou detekci kauzalnich variant v genech, asociovanych s patogenezi ALS, v této
skupin¢ (Cooper-Knock J. et al., 2017). Autofi této prace analyzovali vyskyt variant
v genech, kodujicich RNA-vazajici proteiny, které dosud nebyly jednoznacné prokazany
jako kauzalné spjaté s patogenezi ALS, ale podileji se vyznamné na funkénich drahéch,
které jsou vramci patofyziologie ALS postizeny. Tato prace poskytla dikazy pro

oligogenni interakci a synergisticky efekt mezi variantami tohoto funkéné asociovan¢ho
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souboru genil, obzvlasté v ramci podskupiny pacientd s ¢asnym rozvojem ALS. Tento druh
extenzivni analyzy nebyl vsouladu se zaméry naSi prace, a proto mlzeme pouze
spekulovat, nakolik se tato hypotéza vztahuje 1 na nasi skupinu pacientii. Tuto hypotézu
ovSem povazujeme za racionalni vychodisko dalsi ptipadné studie, zamefené na objasnéni
predpokladané, ale dosud neprikazné genetické etiologie u podskupiny pacientl s casnym

rozvojem z naSeho souboru.

Mutace v genech FUS a TARDBP patii, po HRE v C9rf72, mezi relativné nejcastéji
detekované u pacientli s fALS i SALS (Zou ZY. et al., 2017; Van Daele SH. et al., 2023).
V nasem souboru jsme detekovali dvé patogenni varianty u dvou pacientd s fALS:
p-(Arg521Cys) ve FUS a p.(Ala382Thr) v TARDBP. Pro danou variantu ve FUS byla
opakované prokézdna segregace s fenotypem v ramci postizenych rodinnych piislusnikii
(Kwiatkowski TJ. et al., 2009) a rovnéz byla experimentalné prokazana jeji patogenicita
(Lanson NA. et al., 2011). Varianta v TARDPB u pacientky naseho souboru byla poprvé
popséana na velké kohorté fALS a rovnéz sALS pacientl ptivodem ze Sardinie (Chid A. et
al., 2011). Déle jsme detekovali novou, dosud nepopsanou variantu v TARDBP:
p.(Val571le) v heterozygotnim stavu, kterou jsme klasifikovali jako variantu nejasného
vyznamu. Tato varianta byla nalezena u pacientky s casnym vékem rozvoje sALS
s izolovanym postiZzenim spinalniho a-motoneuronu a diky segrega¢ni analyze jsme urcili,
Ze variantu pacientka zdé&dila od své nepostiZzené matky. Zajimavym zjisténim ovSem bylo,
7ze u vySe jmenované pacientky jsme nalezli druhou, dosud nepopsanou variantu
v heterozygotnim stavu, a sice p.(Asp126Glu) v genu SOD], kterou pacientka zdédila od
svého nepostizeného otce. Jednalo se o substituéni variantu typu missense, kterd byla
zhodnocena jako pravdépodobné patogenni, s autozomalné recesivnim typem dédicnosti.
Ackoliv segregatni analyza vyloucila kauzalni roli obou jednotlivych variant samostatné,
spekulovali jsme ohledné mozZzného synergistick€ého efektu téchto variant v piipadé, kdy se
soubézné vyskytnou u jednoho jedince zaroven. Argumenty pro tuto hypotézu opirame o
pozorovani z experimentalni studie, prokazujici interakci mezi aberantnimi SOD1 a TDP-
43 proteiny, coz vede k rozvoji patofyziologickych zmén, napodobujicich ALS (Jeon GS.
et al., 2019); zaroven zvaZujeme analogii k jiné varianté¢ v SODI: p.(Asp91Ala), u které
byla popsdna oligogenni interakce (Gentile G. et al., 2021) a rovnéz variabilni mira
penetrance, resp. rovnéz variabilni typ dédi¢nosti (recesivni i dominantni) (Robberecht W.

etal., 1996).

76



V nasem souboru jsme nezachytili Zddnou, jednoznacné kauzalni variantu v genu SOD/ u
sALS ani fALS pacientl. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je celkové maly pocet
pacientll v nasi studii — frekvence variant v SODI u pacienti se SALS v fadové vétSich
kohortach (van Daele SH. et al., 2023) ¢inni 0.63 %. Absenci kauzalni varianty u pacientil
se SALS v naSem souboru tak lze vysvétlit a priori nizkou statistickou pravdépodobnosti.
Rovnéz skupina fALS pacientl v naSi studii byla mald a ndbor pacientli nepokryval
stejnomérné viechny geografické regiony CR. Je velmi pravdépodobné, Ze regionalnd se
vyskytuji v CR rodiny s kauzalnimi variantami v SODI (resp. na zékladé nepublikovanych
dat z osobni komunikace jsou nam tyto ptipady znamy, z metodologickych divodi ovsem

nemohli byt zafazeny do naseho souboru).

V prubéhu posledni dekady tada studii zkoumala ptipadny vyznam oligogenni dédi¢nosti,
resp. hlavné miru vyskytu kauzalnich variant ve dvou a vice genech, asociovanych
s patogenezi ALS, u jednoho jednotlivce souCasné (van Blitterswijk M. et al., 2012;
Leblond CS. et al., 2016; Osmanovic A. et al., 2017; McCann EP. et al., 2020). Nejcastéji
je — sohledem na nejvyssi prevalenci této varianty v evropskych populacich — tento
fenomén pozorovan u HRE v C90rf72 (van Daele SH. et al., 2023). Jini autofi argumentuji
proti vyznamu pfidruZzenych variant v ostatnich genech, asociovanych s ALS, a pifinasSe;ji
dikazy, Ze tyto varianty u ptipadl, podminénych HRE v C90rf72, nemodifikuji vyznamné
projevy, ani prubéh onemocnéni (Keogh MJ. et al., 2018; Ross JP. et al., 2020). V naSem
souboru jsme, kromé¢ jiz zminéné pacientky s dvéma variantami v SOD/I a TARDBP, dale
pozorovali souCasny vyskyt jiz popsané, patogenni varianty p.(Ser262*) v
genu OPTN v heterozygotnim stavu, spolu s HRE v C90rf72 u dvou piibuznych pacientek
(matka a dcera). Pro tuto variantu v . OPTN byl dosud prokazan pouze autozomalné
recesivni typ dédicnosti (Pottier C. et al., 2018). Ackoliv se fenotyp obou pacientek
vzdjemné odliSoval (vyznamné mladSi vék rozvoje nemoci u dcery oproti matce,
pfitomnost FTD u matky, nikoliv u dcery), u obou byla prokdzana identicka skladba
genetickych variant (v C9orf72 1 v OPTN). Z tohoto divodu se detekovana varianta

v OPTN spiSe nejevi byt vyznamnym genetickym modifikatorem u téchto dvou pacientek.

Dale jsme detekovali novou variantu v genu NEK/: p.(Glu254*) u pacienta se sALS
s bulbarnim rozvojem. Pro tuto variantu in silico analyza predikuje efekt ztraty funkce
(LoF — loss-of-function). Gen NEK kdéduje enzym NIMA-asociovana kinaza, jehoz hlavni
vyznam pro patogenezi ALS pravdépodobné tkvi vfizeni procesu stabilizace

mikrotubularniho cytoskeletu a dale v regulaci nukleo-cytoplazmatického transportu
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v motorickych neuronech. Varianty LoF v genu NEKI vedou prokazatelné¢ k naruSeni
téchto déji (Mann JR. et al., 2023). Neékteti autofi hodnoti LoF varianty jako pfimo
patogenni v ramci patofyziologie ALS (Brenner D. et al., 2016), jini argumentuji, Ze se
jedna pouze o faktor zvySené susceptibility a spekuluji stran nutnosti jeho oligogenni
interakce s jinymi vzacnymi variantami v genech, asociovanych s ALS, jako podmince
k rozvoji nemoci (Lattante S. et al., 2021; Riva N. et al., 2022). U naseho pacienta jsme
nenalezli Zadnou dal$i variantu v relevantnich genech; pti zohlednéni vySe uvedenych

fakta jsme tak variantu klasifikovali jako nejasného vyznamu.

Detekovali jsme rovnéz dvé varianty v genu 7BK/ u dvou pacientl se spindlnim 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), ktera pravdépodobné¢ narusuje sestithové misto a mechanizmem ztraty funkce
pravdépodobné vede k haploinsuficienci exprimovaného enzymu, coz je hlavnim
podkladem patogenicity (Lu YQ. et al., 2022). TANK-Binding (vézajici) Kinaza 1 (TBK1)
pravdépodobné¢ hraje vyznamnou roli v degredaci celuldrnich proteinti cestou
autofagického aparatu (Chua JP. et al.,, 2022); dale se podili na neuroinflamacnich
procesech (prostfednictvim drahy NF-kB) (Ahmad L. et al., 2016). Oba tyto mechanizmy
hraji vyznamnou roli v progresi neurodegenerace. Druhd varianta, detekovand v naSem
souboru, byla nova, dosud nepopsané substituce typu missense, p.(Met690Thr); na zdkladé
predikce in silico analyzy jsme tuto variantu klasifikovali jako nejasn¢ho vyznamu.
Mechanizmy, kterymi missense mutace mohou vést k patogenezi ALS, nadale nejsou
uspokojivé objasnény (Gurfinkel Y. et al., 2022). Nélezy z naseho souboru pfispivaji

k nartistajicimu souboru dikazii pro vyznam variant v TBK1 u sporadickych forem ALS.

Zajimavym nalezem byla detekce dvou variant v genu FIG4. Ackoliv dosud byly
homozygotni varianty v tomto genu popisovany pouze jako pficina autozomalné recesivni
formy CMT nemoci 4J, fada recentnich studii pfinesla dikazy (na Urovni kazustickych
popisll) pro vyznam tohoto genu v patogenezi autozomalné¢ dominantni familiarni formy
ALS typ 11 (Osmanovic A. et al., 2017; Miiller K. et al., 2018; van Blitterswijk M. et al.,
2012). Nami zachycena varianta p.(Ile41Thr) v heterozygotnim stavu byla opakované
popisovana v evropskych (Osmanovic A. et al, 2017) a rovnéz severoamerickych
kohortach (Cady J. et al., 2015) a stran hodnoceni jeji patogenicity jsou v databazi ClinVar

publikovany protichiidné zavéry. S ohledem na relativné vysokou populaéni prevalenci
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této varianty, referovanou v databdzi kontrol gnomAD (0.002) se domnivame, ze
patogenicita této varianty neni dostatecné vyznamna, aby samostatné vedla k rozvoji ALS.
Tato nase hypotéza je v souladu se zavéry jin€, recentni studie (Scarlino S. et al., 2022).
Dalsi variantu v jiném genu jsme ale u dané pacientky nedetekovali. Druha, nami
zachycend varianta ve FIG4: p.(Arg699Cys) byla popsana v némecké kohort¢ fALS
pacientd (Miiller K. et al., 2018). Ackoliv in silico predikce ukazuji jeji pravdépodobnou
patogenicitu, bez moznosti segregacni analyzy (ktera nebyla v ptipad¢ pacienta z nasi, ani
znémecké kohorty, proveditelnd) nelze vyznam této varianty validné prokazat.
Analogickym piipadem byl nélez vzacné varianty p.(Pro494Leu) v genu UBQLN2, ktera
byla popséna u fALS pacienty z francouzské kohorty (Teyssou E. et al., 2017); ani u této
varianty nebylo v naSem souboru, resp. v ptivodni francouzské praci mozné, realizovat
segregacni analyzu.

U dalsich dvou pacientii se SALS jsme detekovali dvé nové missense varianty v genu
SETX. Varianty v tomto genu jsou asociovany s autozomalné¢ dominantni formou ALS typ
4, pro kterou je typicky casny v€k rozvoje. Tato vzacna, familidrni forma ALS byla dosud
popisovana jako velmi pomalu progresivni, bez postiZzeni respira¢nich nebo bulbarnich
svali (Bennet CL. et al., 2018); nékteré prace ovSem argumentuji stran vétsi variability
fenotypti u forem, podminénych mutacemi v tomto genu (Tripolszki K. et al., 2017).
Pacientka, u které jsme detekovali variantu p.(Phe1599Ser) vykazovala ¢asny rozvoj
nemoci (v 38 letech) s predominantnim postiZenim kortikospindlni drahy; v dalSim
prubéhu nemoci rozvinula ovSem vyrazné, kombinované pseudobulbarni a bulbarni
postizeni. U druhého pacienta jsme detekovali variantu p.(Ser2289Pro); tento pacient
vykazoval standardni v€k rozvoje onemocnéni a relativné rychlou progresi (zemiel 26
mésict od prvnich projevil). Bez moZnosti segregacni analyzy, resp. funkénich dikazl

nejsme schopni déle posoudit patogenicitu téchto dvou variant.

Zachytili jsme dvé€ jiz znamé, pravdépodobné patogenni mutace typu posunu ¢teciho ramce
(frameshift — fs) v genuSPGI/I v heterozygotnim stavu: p. (Leu920Thrfs*10) a
p.(Glul1026Argfs*4) (Elert-Dobkowska E. et al., 2019; Giinther S. et al., 2016); dale poté
novou, dosud nepopsanou variantu p.(Ser3Phe) v genu SPAST. Ackoliv oba geny — SPG11
1 SPAST — jsou predominantné¢ asociovany jako kauzalni s hereditarni spastickou
paraplegii, homozygotni varianty v SPG11 byly popsany u autozomalné resesivni,
juvenilni formy ALS (Orlacchio A. et al., 2010), resp. varianty v SPAST byly na trovni
kazuistik popsany u pacientd s ALS (Meyer T. et al.,, 2005; Miinch C. et al., 2008).
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Heterozygotni varianty v SPGI1 byly zaznamenany ve vétSich kohortdch fALS, resp.
SsALS pacienti (Couthouis J. et al., 2014; Kenna KP. et al., 2013), avsak tyto studie se
cilené¢ nezabyvaly ur¢enim kauzalniho vyznamu danych variant, resp. nepfinesly v tomto
ohledu zadné vyznamné dukazy. Co se tyce ndmi detekovanych heterozygnotnich variant
v SPG11, zvazovali jsme i moznost, ze druhd varianta nebyla odhalena (napf. hluboka
intronova lokalizace varianty, nebo v piipad¢ rozsahlejsi repetice). Fenotyp pacientil, u
kterych jsme tyto varianty nalezli (standadni vék rozvoje u obou, bulbarni rozvoj u
jednoho, izolované postizeni spindlniho a-motoneuronu u druhého) nekorespondoval
s dosud popsanymi piipady ALS, kauzalné¢ podminénymi mutaci v SPGII. Zhodnotili

jsme tedy v souhrnu klinicky vyznam téchto variant jako nejasny.

Jsme si pln€ védomi limitaci nasi studie. Prvni z nich je odli$ny pfistup v piipravé DNA
knihoven mezi ob€ha kohortami, resp. laboratofemi, coz vedlo k rozdilné mite pokryti
vSech gent, relevantnich pro patogenezi ALS. Celkové maly soubor pacientd mohl vést k
situaci, ze fada nizce-frekventnich variant, které¢ se v ¢eské populaci mohou vyskytovat,
nemusela byt reprezentovana. S ohledem na fakt, Ze se nejednalo o populacni studii, resp.
ze nekteré skupiny byly v nasem souboru disproporéné vice zastoupeny (fALS, skupina s
¢asnym rozvojem onemocnéni), pozorované frekvence detekovanych variant nemusi zcela
realisticky reflektovat situaci v celé ceské populaci ALS pacientli. Zaroven relativné maly
soubor pacientll vedl k obecné nizké statistické sile vSech komparacnich testl, coZ limituje
vypovédni hodnotu a zevSeobecnitelnost pozorovanych fenotypovych znakt, asociovanych

s vetsi pravdépodobnosti detekce kauzalnich variant.
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6. ZAVER

V otdzce moznosti vyuziti neurofilament jako diagnostickych, popi. prognostickych
biomarkeri u ALS lze naSe poznatky shrnout do konstatovani, ze z perspektivy obecné
populace pacienti s ALS, sjasné vyjadfenym klinickym nalezem (vCetné¢ absence
vylucujicich kritérii) a bez suspektniho radiologického néalezu, dosahuji elevované hladiny
neurofilament v likvoru dobré diagnostické efektivity k odliseni od alternativnich diagnoz
a mohou byt vyuzity jako silné podpiirné kritérium definitivni diagnézy. Diagnosticka sila
obou neurofilament v likvoru byla v nasem souboru srovnatelna. Vzdy je ovSem nutné
respektovat nespecifickou povahu téchto biomarkerd, tzn. fakt, ze reflektuji rozsah a
dynamiku obecného axonalniho poSkozeni, nikoliv patofyziologické pochody, specifické
pro ALS. V otazce prognostického vyznamu hladin neurofilament jsme poté pozorovali
nejsilngj$i miru korelace mezi délkou pteziti a hladinami NfL v likvoru; hladina NfL
ovSem nebyl superiorni proti stavajicimu predikénimu nastroji, zalozeném na jednoduché

kalkulaci dat z vSeobecné dostupné a rozsitfené klinimetrické Skaly ALS-FRS-R (AFS).

Na druhou stranu, prokézali jsme, Zze faktory, které vedou k inkompletné vyjadienému
klinickému obrazu ALS (izolované postiZeni spinalniho a-motoneuronu, pomala progrese
nemoci), jsou zaroven asociovany s niz§imi hladinami obou neurofilament v likvoru. Pro
tyto fenotypy onemocnéni je poté diagnosticky piinos stanoveni hladin neurofilament
vyznamné niz8i. Stejné tak v pfipadé, kdy cilem je odliSit pacienty s ALS a zéaroven
radiologickym nalezem, suspektnim zkomprese, od jednotek s prostou kompresi
nervovych struktur, neni nasledkem velkého prekryvu hladin mezi obéma skupinami (a na
stran¢ prostych kompresi pak hlavné u pacientl s akutnimi stavy, ktefi nejvice profitu;ji

z chirurgické 1é¢by) elevace hladin neurofilament spolehlivym diskrimina¢nim nastrojem.

Nakonec, ackoliv méfeni p-NfH ze séra s vyuzitim ELISA soupravy piedstavuje
hypoteticky praktické feSeni 1 pro ambulantni péc€i, nizka senzitivita, resp. specificita testu
k detekci pacienti s ALS nepodporuje, dle naSeho nazoru, jeho vyuziti ani jako
screeningového nastroje. V dobé€, kdy jsou k dispozici zcela superiorni metody detekce
(SiMoA) neurofilament v krvi, nevyvazi jeho dostupnost a nizkd cena nedostateCnou

diagnostickou efektivitu testu na bazi ELISA soupravy.

Na zékladé¢ poznatkd zdal$i naS$i studie, zaméfené na detekci variant v genech,
asociovanych s ALS, resp. na definovani klinickych prediktord kauzalnich mutaci, lze

konstatovat, ze frekvence HRE v C90rf72 je mezi Ceskymi pacienty s ASL velmi podobna,
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jako v ostatnich evropskych populacich. Zéaroven nase pozorovani naznacuje urcité
konzistentni fenotypové znaky (bulbarni region rozvoje, nebo fenotyp s predominantnim
bulbarnim postizenim; piitomnost FTD), které jsou i mezi sporadickymi pacienty
asociovany s vétsi pravdépodobnosti detekce HRE v C90rf72. 1 s ohledem na nejvyssi
prevalenci této varianty je tak z naSeho pohledu raciondlnim prvnim krokem molekularné
genetického vySetteni, provést vysetieni expanze hexanukleotidovych repetic v C9orf72,

obzvlasté u pacientl s uvedenym fenotypem.

Patogenni, resp. pravdépodobné patogenni varianty ve FUS, TARDBP a TBK1, které jsou
nalézany u ostatnich evropskych kohort, jsou pfitomny i1 v populaci Ceskych pacientl
s ALS. Na druhou stranu, v naSem souboru jsme nenalezli zddnou prokazatelné kauzalni
variantu v SOD1. V rozporu s pivodnim zadmérem, na zaklad¢ kterého jsme cilené zatadili
disproporéné velky pocet pacientli s Casnym vékem rozvoje ALS, jsme u této skupiny
pozorovali nizkou zachytnost 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 naSem souboru vySetieny. Domnivame se, ze dal§i extenzivni vyzkum by se m¢l

prioritné zaméfit prave na tuto kohortu pacienti.

Ackoliv jsme detekovali fadu variant nejasného vyznamu, z nichz nékteré byly nové,
dosud nepopsané, nebylo mozné definitivné zhodnotit jejich patogenicitu. V tomto ohledu
bude nutnd nezavislad detekce v dalSich kohortach, optimaln€ s moznosti segregacni
analyzy a vySetfeni funk¢éniho dopadu varianty (modely pro transgenni expresi, modely

s indukovanymi pluripotentnimi bunikami aj.).
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7. SOUHRN

Amyotroficka lateralni skler6za je klinicky i1 patofyziologicky heterogenni skupina
fatalnich, neurodegenerativnich syndromt dospé€lych, dominantné postihujici motoricky
systém; ackoliv etiopatogeneze neni stale dostatencné detailn¢ objasnénd, za posledni
dekadu exponencialné narostlo poznani jeji genetické etiologie. Genetické pozadi nemoci
je velmi komplexni, ale jeho blizsi pochopeni a nasledn¢ pochopeni patofyziologickych
souvislosti nese prislib cilené, efektivné;si terapie. Klinicka heterogenita v diisledku piinasi
fadu uskali v diagnostickém prosesu a vede relativné Casto i k chybné diagnoze, s fadou
vyplyvajich nezddoucich efektii (nespravné indikovana chirurgicka, resp. farmakologicka
lécba, s rizikem zhorSeni pribchu onemocnéni). Tato dizertaéni prace chce jednak
upozornit na moznosti a problematiku spravné a v€asné dianodzy; jednak zhodnotit profil
genetickych variant u ¢eskych pacientti s ALS, protoze tato data dosud zcela chybi. Prvnim
hlavnim cilem prace bylo posoudit moznost implementace diagnostickych testi,
stanovujicich hladiny lehkych (NfL) a fosforylovanych tézkych (p-NfH) fetézct
neurofilament v likvoru a séru, obzvlasté¢ v klinicky diferencialné diagnosticky obtiznych
situacich. Ddle pak zhodnonit faktory, ovliviluyjici hladiny neurofilament. Druhym
z hlavnich cilii byla pilotni analyza a odhad frekvence genetickych varianu sporadickych i
familiarnich forem ALS, resp. u forem se soucasnou FTD, v CR. VedlejS$im cilem této
druhé studie poté bylo urcit (klinické) prediktory vyssi pravdépodobnosti zachytu kauzalni
mutace. NaSe vysledky prokdzaly, ze v souboru pacientl s jasné vyjadienym klinickym
obrazem ALS dosahuji hladiny neurofilament v likvoru velmi dobrou a zaroven proti sobé
srovnatelnou diagnostickou efektivitu a mohou byt vyuzity jako podplirné diagnostické
kritérium. Pro diferencialné¢ diagnosticky sloZité jednotky je ale piinos téchto testl
limitovany: faktory, podminujici niz$i hladiny neurofilament, jsou vyznamné asociovany s
neuplné vyjadienym fenotypem ALS a dale dochazi u alternativnich diagnoz (komprese
nervovych struktur) vlivem rozsdhlé axondlni 1éze rovnéz k signifikantni elevaci hladin
neurofilament. Studie, hodnotici zastoupeni genetickych variant u cCeskych pacientii
prokazala nejvyssi frekvenci HRE v C9orf72, obdobné jako v ostatnich evropskych
kohortach. Zaroven jsme prokézali, ze bulbarni region rozvoje, resp. soucasna pritomnost
FTD jsou i u sporadickych pacientli asociovany s vétsi pravdépodobnosti detekce této
varianty. Ackoliv jsme déle detekovali fadu variant nejasného vyznamu, z nichZ nckteré
nebyly dosud popsany, k posouzeni jejich patogenicity bude nutnd nezavisla detekce v
dalSich kohortach, optimaln€ s moZnosti segregacni analyzy, popt. s provedenim cilenych
vySetieni k urcent jejich funkéniho dopadu.
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8. SUMMARY

Amyotrophic lateral sclerosis is a clinically and pathophysiologically heterogeneous group
of fatal, neurodegenerative syndromes of adults, predominantly affecting the motor system;
while the etiopathogenesis is still not well understood, the understanding of its genetic
aetiology has increased exponentially over the last decade. The genetic background of the
disease is very complex, but a closer understanding of it and its pathophysiology holds the
promise of targeted, more effective therapies. Clinical heterogeneity brings several
difficulties in the diagnostic process and often leads to misdiagnosis, with some
consequent adverse effects (incorrectly indicated surgical or pharmacological treatment,
with the risk of worsening the course of the disease). 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 aim of the thesis was to assess the possibility of implementing diagnostic tests, based
on the assessment 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, or forms with
concurrent FTD, in the Czech Republic. A secondary aim of this study was to identify
(clinical) predictors of a higher probability of detecting the causal mutation. Our results
showed that in a cohort of patients with a clear clinical picture of ALS, neurofilament
levels in the CSF achieve very good and comparable to each other diagnostic performance
and can be used as a supportive diagnostic criterion. However, for difficult-to-distinguish
entities, the utility of these tests is limited: factors underlying lower neurofilament levels
are significantly associated with an incompletely expressed ALS phenotype, and
alternative diagnoses (nerve root or myelon compression) due to extensive axonal lesions
also result in significant elevation of neurofilament levels. A study evaluating the
representation of genetic variants in Czech patients showed the highest frequency of HRE
in C9orf72, similar to other European cohorts. We also demonstrated that the bulbar region
of development or the simultaneous presence of FTD is associated with a higher
probability of detecting this variant among 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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11. PRILOHY
Dosud nevalidovana, nepublikovana ceskd verze ALS-FRS-R $kély (autorem doc. MUDr.
Eva VIckova, Ph.D. a kolektiv; Neurologicka klinika LF MU a FN Brno)

Cesks verze ALS Functional Rating Scale Revised (ALS-FRS-R)

Jméno pacienta: Datum vypléni:
Zpisoh adminisirace = vypliiuje vyietiujici na zikladé rozhovoru s pacientem

Bod 1: Re¢
4 Normalni fec
3 Detekovatelna porucha feci
2 Ret srozumitelna aZ pii opakovani
l Re¢ kombinovana s nehlasovon komunikaci
] Zirata uzitecne feci
Bod 2: Slinéni
< Normalni
3 Mirny, ale zfetelny nadbytek slin v ustech; v noci moZné vytékani slin
2 Stfedni nadbytek slin v dstech; moZné minimalni vytékani slin béhem dne
l Vyrazny nadbytek slin s vytékinim
0 Vyrazné vytékani slin; vyzaduje neustilé pouZivani kapesnilku

Bod 3: Polykini

-1 Normilni konzumace jidla

3 Pocinajici problémy s konzumaci — obcasné zakuckani
2 Nutné zmény v konzistenci stravy

1 Nutné doplitkové podavani vyzivy sondou

0 Nic per os (vyhradné parenterilni nebo enterdlni vyziva)

Bod 4: Psani rukou

- Normalni

3 Pomalé nebo nedhledné, ale viechna slova jsou éitelna
2 Ne viechna slova jsou Citelna

1 Dokaze uchopit pero, ale ne psat

0 Nedokaze uchopit pero

Bod 5a: Krijeni poiravy a pouzivini priboru

Pozn. Bod je uréen pro pacienty bez gastrostomie nebo pro pacienty s gastrostomii, u nichz je ceston
gastrostomie podivino méné nez 50 % vyzivy.

Pokud se vice nez 50 % vyzivy podiva gastrosiomickou sondou, piejdéte k bodu 3h.

Normilini

Pocina si ponékud nemotorné a pomalu, ale zvlada bez pomoci

Zvlada nakrajet vétsinu jidla (=50 %), 1 kdyz pomalu a nemotomneé; potiebuje uréitou pomoc
Dokaze se pomalu najist, ale jidlo musi nakrajet nékdo jiny

Musi byt krmen(a)

(=T S R PP

Bod 5b: Obsluha gastrostomickeé sondy.
Pozn. Bod je uréen pro pacienty se zavedenou gastrostomii, kterd u nich slouzi jake primarni metoda
prijmu potravy (tzn. touto cestou je podaviano vice nez 50 % vyzivy).

4 Normilni

3 Pocind si nemotomné, ale dokaze provest veskeré ukony souvisejici s obsluhou sondy
samostatné

2 Potiebuje urcitou pomoc s uzavérem gastrostomie a upeviwjicimi prvky

1 Pecovateli pomaha jen minimalné

0 NedokaZe provést Zadnou ¢ast ukonu
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Bod 6: Oblékini a osobni hvgiena

Normalni

Samostatnd a Uplna sebeobsluha se zvyienym usilim anebo sniZenou efektivitou
Nutna obéasna asistence nebo alternativni postup

K péci o sebe potiebuje osetfovatele

Uplna zavislost

[=T S TR

Bod 7: Otaceni na lazku a aprava lozniho pradla
4 Normalni
3 Ponékud pomalé a nemotorné, ale zvlada bez pomoci
2 Zvladne se samostatné otocit nebo si upravit piikryvku, ale s velkymi obtizem
| Zvladne zadit, ale sam se neotoi ani si neupravi piikryvku
0 Bezmocny

Bod 8: Chuize
- Normalni
3 Poéinajici potize s chizi
2 Chyize s asistenci
| Schopnost aktivoiho pohybu dolnimi koncetinami, ale nikoli chiize
0 Neschopnost iéelného pohybu dolnimi konéetinami
Bod 9: Chiize do schoda
Normilni
Pomala
Mirna nestabilita nebo unava
Potiebuje pomoc
Nezvladne

S —twe

Neni

Pii chiiizi

Pii jedné nebo vice z nasledujicich kazdodennich Cinnosti: stravovani, koupani, oblékani
WV klidu: dychaci potiZe pii sezeni nebo leZeni

0 Zavazné obtiZe: zvafuje se mechanicka ventilaéni podpora

Bod 10: Dusnost
4
3
2
|

Bod 11: Ortopnoe

4 Neni
3 Uréité obtiZe s noénim spinkem kvili dudnosti; b&Zné nepouZiva vice nez dva politife
2 Ee spanku potfebuje vice neZ dva polstafe

| Miuze spit jen v sedé

0 Nemize spit bez mechanické ventilaéni podpory

Bod 12: Respiraéni insuficience
4 Zadna
3 Intermitentni pouZivani BiIPAP (bilevel positive airway pressure = druh mechanicke ventilace,
pii které pacient dycha samovolné a viména vzduchu je usnadnéna kontinualnim puisobenim
tlaku, ktery se do plic pfendsi pomoci nazalni nebo nazoorilni masky)

2 Kontmualni pouzivani BiPAP pies noc
| EKontimalni pouzivani BiPAP pfes noc i den
0 Invazivni mechanicka ventilace infubaci nebo pfes tracheostomii
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