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Marc teoric i objectiu principal

L'esclerosi lateral amiotrofica (ELA) s’ha considerat llargament una malaltia uniforme
amb un patré de presentacid clinica caracteristic. En els Gltims anys s’ha incrementat
I’evidencia d’'una heterogeneitat significativa des dels punts de vista clinic, pronostic,
neuropatologic i genétic. Els descobriments recents han demostrat una superposicio
entre I'ELA i la demeéncia frontotemporal (DFT), cosa que suggereix que representen

part d’'un espectre clinicopatologic.

L'atrofia cortical ha estat associada a la preséncia d’alteracions neuropsiquiatriques i
cognitives, i els pacients amb disfuncié executiva progressen de manera més rapida. El
coneixement és escas respecte a la freqliéncia d’aquestes alteracions en les diferents
formes de neurona motora i la seva influencia en el pronostic de la malaltia.

L'objectiu principal d’aquest estudi és caracteritzar el perfil de biomarcadors en els
pacients amb ELA estratificats per la seva presentacié clinica, en comparacié amb
controls i pacients amb DFT, amb el proposit d’analitzar-ne la utilitat en la definicio de

les diferents variants i la prediccié de la supervivéncia.

Metodologia

Estudi ambispectiu de cohorts.

Els pacients amb malaltia de neurona motora seran classificats, d'acord amb el fenotip
de presentacio clinica, en tres categories, en funcié de la preséncia de signes de
primera o segona neurona motora, o de totes dues. A tots els pacients se’ls sotmetra a
avaluacio neuropsiquiatrica i de les funcions cognitives, aixi com a un estudi
neuroradiologic i del liquid cefalorraquidi. El patrd clinic i el perfil de biomarcadors es

compararan entre els diferents fenotips, amb pacients amb DFT i controls sans.

Resultats esperats
La caracteritzacio del perfil de biomarcadors ens ha d’ajudar a avaluar la utilitat clinica
per establir una caracteritzacioé precisa dels pacients i identificar els factors lligats a la

variabilitat a la supervivencia.



Hipotesi i descripcio dels objectius

Els pacients amb demeéncia frontotemporal (DFT) i malaltia de neurona motora (MNM)
comparteixen caracteristiques cliniques i neuropatoldogiques. La distincié de les
caracteristiques cliniques en les MNN té implicacions per a la comprensié de la
fisiopatologia i el pronostic. Els biomarcadors de neuroimatge i de liquid cefalorraquidi
han de ser d’ajuda per establir una classificaci6 més precisa dels fenotips clinics i per

predir el pronostic.

Objectius especifics

. Caracteritzar el perfil de biomarcadors entre els pacients amb ELA i altres
malalties de la neurona motora, i en comparacié amb els pacients amb DFT i controls
sans mitjancant:

o Analisi del mapa del gruix cortical (Cth) entre els diferents fenotips de pacients

amb variants d'MNM, DFT i controls sans.

o Analisi de biomarcadors al liquid cefalorraquidi (LCR) en els diferents grups.

o Correlacid de I'analisi del Cth basal entre grups amb:

. les valoracions cognitives i del comportament;

. els biomarcadors a plasma i LCR.

. Analitzar la concordanga entre els canvis corticals i els biomarcadors a I'LCR amb

patrons clinics i neuropatologics.

. Avaluar els canvis clinics i de biomarcadors evolutivament.

. Determinar si les caracteristiques cliniques i del perfil de biomarcadors basals
estan relacionades amb el pronostic i la supervivéncia.

. Analitzar la relacié dels fenotips clinics amb les troballes neuropatologiques post

mortem.

Reclutament de pacients i mostres

El nombre total estimat de pacients a incloure a I'estudi era de 50. Els subjectes de
I’estudi han estat seleccionats entre els pacients amb diagnostic confirmat de malaltia
de neurona motora (MNM), atesos a la Clinica de Malalties de Neurona Motora de la

Unitat de Patologia Neuromuscular.



Els pacients inclosos a I'estudi han estat classificats en tres grups d’acord amb el
fenotip clinic definit per I'examen neurologic i els estudis electrofisioldogics: pacients
amb ELA (classificats com a ELA probable o definitiva, d’acord amb els Criteris d’Awaji i
El Escorial revisats), amb atrofia muscular progressiva (AMP) i esclerosi lateral primaria
(ELP). En cada categoria, han estat subclassificats com a ELA-DFT, ELA amb
deteriorament cognitiu o simptomes conductuals (ELA Ci/Bi) i sense demeéncia o
alteracions conductuals ni deteriorament cognitiu. Els pacients amb ELA-DFT complien
criteris tant per a ELA com per a la variant conductual de DFT (Rascovsky, 2011).

El nombre final de la mostra ha estat de 111 pacients amb malaltia de neurona motora
gue han signat el consentiment per a la inclusié a I'estudi. En aquest grup s’inclouen 12
pacients amb ELA-DFT, 7 amb ELP i 5 amb AMP. Disposem de mostres de plasma,
serum i ADN de tots els subjectes inclosos a |'estudi. S’han portat a terme 72
avaluacions cognitives, 42 estudis de neuroimatge amb RM i s’'han obtingut mostres
d’LCR de 45 pacients. Addicionalment disposem de mostres de teixit cerebral en 14

casos.

Es disposava, a més, d’informacié i mostres del grup de pacients amb DFT i controls
sans. Els pacients amb DFT inclosos als estudis provenen d’una cohort preseleccionada
de la Unitat de Memoria que compleixen criteris de la variant conductual i dels quals es
tenen mostres d'LCR, neuroimatge, ADN i plasma, aixi com informacio clinica i

avaluacions cognitives.

Processament i analisi de dades cliniques, mostres d’'LCR i dades de les
imatges d'RM

Estudi 1

El treball “"CSF sAPPB, YKL-40, and NfL along the ALS-FTD spectrum” ha estat

publicat a la revista Neurology.

Composicié de la mostra: 38 ELA classificats d’acord amb els criteris diagnostics: 11
ELA-DFT, 17 ELA Ci/Bi i 10 ELA sense alteracié cognitiva ni conductual (Strong, 2016).
Mitjana d’edat = 66,6; 43,5% dones; 86 DFT verificats segons criteris diagnostics: 46
bvFTD, 12 nfaPPA, 8 svPPA (Rascovsky, 2011; Gorno-Tempini, 2011). Mitjana d’edat =
66,6; 29% dones; 49 controls sans sense alteracions cognitives (SPIN cohort). Mitjana
d’edat = 64,2; 37,2% dones



S’ha dut a terme una determinacid i una analisi dels nivells de 3 biomarcadors —sAPP83,
YKL-40 i NfL— en I'LCR dels pacients amb DFT, ELA i un grup de subjectes control.
S’han comparat les diferéncies dels nivells de les determinacions dels biomarcadors
entre grups, la relacié dels nivells amb les mesures cognitives i la ratio de progressio,

aixi com la mesura del gruix cortical.

Hem trobat nivells incrementats d'YKL-40 i una disminucié dels nivells de sAPP en els
grups de DFT i ELA, en comparacié amb els controls. Els nivells més baixos de sAPPB i
la relacié sAPPB/YKL-40 es van trobar en el grup DFT. En DFT, sAPPB, YKL-40 i la
relacido sAPPB/YKL-40 es correlacionaven amb la gravetat de la malaltia. En tot
I'espectre ELA-DFT, NfL i SAPPB es van correlacionar amb el rendiment cognitiu global
(r=0,48,p<0,001ir=0,36, p <0,001, respectivament). En el grup ELA, I'YKL-40
es va correlacionar amb la taxa de progressio de la malaltia (r = 0,51, p = 0,001) i la
relacido sAPPB/YKL-40 va mostrar una correlacio positiva amb el gruix cortical en

regions frontotemporals.

Reportem en aquest estudi la presencia de nivells disminuits de sAPPB i nivells
augmentats d'YKL-40 a l'espectre ELA-DFT. De manera significativa destaca que la
proporcié de sAPPB/YKL-40 es correlaciona amb |'atrofia cortical en regions frontals
temporals en ELA i DFT. En resum, l'estudi conclou que sAPPB, YKL-40 i NfL podrien ser
eines valuoses per a l'estadiatge i estratificacidé pronostica dels pacients dins de
I'espectre clinic ELA-DFT atesa la correlacié dels nivells amb el grau d’atrofia cortical i
el grau de progressié de la malaltia. L'estudi demostra que els nivells d’aquestes
proteines en I'LCR soén utils per avaluar el procés de neurodegeneracio a les regions
frontotemporals i la progressié d’aquestes malalties. Addicionalment, els resultats

subratllen el paper de la inflamacié en la patogénia de la malaltia.

Estudi 2

L'objectiu de I'estudi és avaluar la utilitat de la neuroimatge per examinar les
alteracions corticals i els canvis en la microestructura cortical en la variant conductual
de la DFT (vcDFT) i la correlacié de la difusivitat mitjana cortical amb mesures cliniques
de gravetat i biomarcadors en I'LCR (NfL i SAPPB). Composicié de la mostra: 70
pacients amb vcDFT i 78 controls sans aparellats per edat, incloent els estudis de

neuroimatge i les mostres d'LCR de 9 pacients amb ELA-DFT.



Els mapes de difusié mitjana, en tota la cohort i en el grup de vcDFT probable, van
mostrar zones corticals molt esteses amb una difusivitat mitjana més gran que es va
encavalcar parcialment amb el gruix cortical, pero es va expandir encara més a altres
regions relacionades amb vcDFT. En el grup de possible vcDFT, es va trobar un
augment de la difusivitat mitjana cortical en regions frontotemporals (especialment en
I’escorca prefrontal dorsolateral i medial d’ambdds hemisferis), perd només una pérdua
minima de gruix cortical. La mida de I'efecte de la difusivitat mitjana cortical va ser
notablement superior a les mides d’efectes del gruix cortical a les zones que

normalment participen en pacients amb vcDFT.

Tant la difusivitat mitjana com el gruix cortical es correlacionen amb les mesures de
gravetat de la malaltia i els biomarcadors d’LCR. No obstant aix0, les arees de
correlacié amb difusivitat mitjana eren més extenses. Els resultats suggereixen que la
difusivitat mitjana cortical podria ser un biomarcador sensible per a I'estudi dels canvis
microestructurals relacionats amb la neurodegeneracié envcDFT i ELA, especialment en
etapes primerenques (“Cortical microstructure in the behavioral variant of

frontotemporal dementia: looking beyond atrophy”, Brain, 2019, en premsa).

Estudi 3 (en elaboracid)

Mida total de la mostra (10-02-2018) = 126 pacients amb LCR disponible; 82 pacients
amb RM disponible i 38 ELA classificats d’acord amb els criteris diagnostics: 11 ELA-
DFT, 17 ELA Ci/Bi i 10 ELA sense alteracid cognitiva ni conductual (Strong, 2016).
Mitjana d’edat = 66,6; 43,5% dones; 49 controls sans sense alteracions cognitives
(SPIN cohort). Mitjana d’edat = 64,2; 37,2% dones.

Estudi dirigit a avaluar els canvis en la microestructura cortical i la difusivitat mitjana
cortical en I'ELA, associada o no a alteracions cognitivoconductuals, comparativament
amb la variant conductual de la DFT (vcDFT), aixi com la correlacié dels canvis de

neuroimatge amb mesures cliniques de gravetat i biomarcadors en I'LCR (NfL i SAPPB).



Analisi preliminar. L'analisi comparativa de difusivitat mitjana entre pacients amb
ELA i controls mostra canvis en la microestructura cortical. Les arees en verd
demostren que hi ha un augment significatiu de la difusivitat en pacients amb ELA i

ELA-DFT respecte dels controls que tradueix canvis microestructurals corticals.

Analisi de les dades cliniques de la cohort

Les dades de caracteristiques cliniques, demografiques, forma de presentacié i evolucid
han estat registrades en una base de dades especifica de I’'estudi per establir
correlacions amb les troballes de I'LCR i I'RM. La caracteritzacié fenotipica precisa dels
pacients inclosos en el projecte, especialment el subgrup de casos amb ELA-DFT
concomitant, ens ha permes l'analisi comparativa del patré clinic i I'evolucié d'aquest
subgrup respecte a la resta de formes de malaltia de neurona motora que ha
demostrat caracteristiques distintives en relacié amb la supervivéncia i el pronostic.
Identifiqguem un patré distintiu de presentacio clinica que podria representar un fenotip
especific de la malaltia amb implicacions per al diagnostic i maneig terapéutic.
Aquestes observacions han estat motiu de la publicacié “Distinct clinical features
and outcome in motor neuron disease associated with behavioural variant
frontotemporal dementia”, publicada a la revista Dement Geriatr Cogn Disord.
(2018;45[3-4]:220-231. doi: 10.1159/000488528. Epub 2018 Jun 8. PMID:
29886477). Aquest grup de pacients presenta, amb freqléncia, un patré de debilitat i
atrofia de la musculatura distal d’extremitats superiors acompanyada de greus
problemes de deglucid, que son causa freqlient de greus complicacions amb potencial
risc vital. El treball conclou que el reconeixement d’aquestes caracteristiques pot tenir

conseqilencies per al maneig clinic i la definicid nosologica.

Addicionalment, la caracteritzacié d’aquest subgrup de pacients i la recollida

sistematica de dades i mostres d’ADN han permeés incloure’l en un estudi de



seqlienciacié d’exomes en col-laboracié amb altres grups. L’estudi identifica variants
genéetiques patogeéniques probables en fins a un 20% de casos amb ELA-DFT sense
expansio de la repeticid d’hexanucleodtid a C9orf72 (*Analysis of known
amyotrophic lateral sclerosis and frontotemporal dementia genes reveals a
substantial genetic burden in patients manifesting both diseases not carrying
the C90rf72 expansion mutation”, J Neurol/ Neurosurg Psychiatry, 2018). Cal
destacar el fet que una proporcié molt significativa de casos de portadors de mutacions
potencials patogéniques no tenien historia familiar d’'ELA o DFT. Aquestes dades poden
ajudar a definir subgrups especifics de pacients, condicionar el maneig clinic i la presa
de decisions en els enfocaments de seqilienciacié d’alt rendiment en séries uniformes
de pacients amb ALS i DFT concomitants, tant des d’un punt de vista de la practica
assistencial rutinaria com de la recerca, amb utilitat per desentranyar 'arquitectura

genética d’aquest dos desordres devastadors.

La revisié del procés diagnostic també ha permeés una analisi retrospectiva del
diagnostic diferencial en les diferents formes de presentacié de malaltia de neurona
motora. El treball “"Early diagnosis of amyotrophic lateral sclerosis mimic
syndromes: Pros and cons of current clinical diagnostic criteria” ha estat
publicat a la revista Amyotrophic Lateral Sclerosis and Frontotemporal Degeneration,
2017, Aug;18(5-6):333-340. Aquest treball aporta informacid valuosa respecte a
I'aplicacié dels criteris diagnostics de la malaltia. Aquesta informacio és especialment
valuosa en I'ambit assistencial tenint en compte que es tracta d’una malaltia sense test
diagnostic especific. En col-laboracié amb un altre grup, el registre ha ajudat a portar a
terme un estudi epidemioldgic amb resultats interessants (*Amyotrophic lateral
sclerosis: A higher than expected incidence in people over 80 years of age”,
Amyotroph Lateral Scler Frontotemporal Degener, 2016). En primer lloc, es tracta del
segon estudi epidemiologic de base poblacional al nostre medi que confirma dades
d’incidéncia i prevalencga similars a les d’altres estudis a Europa, pero en el qual
destaquen xifres elevades d’incidencia en els grups d’edat més avancada i se suggereix
una ratio d’incidencia especifica augmentada amb l’'edat i un efecte de risc de patir la
malaltia en relacié amb I’'edat que pot donar suport a la nocié que la neurodegeneracié
del sistema motor pot ser part del procés d’envelliment. Addicionalment posa el focus
en un grup d’edat, especialment fragil, en el qual la malaltia se suposa que

tradicionalment ha estat escassament considerada.



La inclusio en el projecte dels estudis neuropatologics ha estat determinant per a la
descripcid i caracteritzacid precisa de casos d’ELA, molt infreqlents, per acumulacié de
la proteina fused in sarcoma (FUS) (“Does ALS-FUS without FUS mutation
represent ALS-FET? Report of three cases”, Neuropathol Appl Neurobiol, 2018). En
aquest estudi descrivim el fenotip clinicopatoldgic de 3 casos amb agregats proteics de
FUS i la caracteritzacié de la immunoreactivitat per a altres proteines de la familia FET
—FUS/EWS/TAF15— [Ewing’s sarcoma EWS i la proteina associada a TATA associada
factor 15 (TAF15)], proteines d’unié a RNA que transporten entre el nucli i el
citoplasma assistides per la proteina d’'importacié nuclear transportina-1 (Trnl). De
manera similar al que passa amb els casos de DFT amb agregats FUS, i contrariament
als casos d’ELA amb mutacions a FUS, els cossos d’inclusié en els pacients amb ELA-
FUS eren immunoreactius per TAF15 i Trnl i no presentaven mutacions patogeniques
al gen que codifica per FUS. Aquest estudi suggereix la possibilitat que aquests casos
puguin representar un grup distintiu de I'espectre ELA-FUS amb implicacions en la
patogénia de la malaltia. Els estudis de les mostres de teixit han contribuit també a un
treball de col-laboracié enfocat a I’'avaluacié del cribratge sistematic dels agregats
d’ubiquitina/p62 al fenotip neuropatoldgic dels casos amb expansié d’hexanucleotids a
C9orf72 ("Systematic Screening of Ubiquitin/p62 Aggregates in Cerebellar
Cortex Expands the Neuropathological Phenotype of the C90orf72 Expansion
Mutation”, J Neuropathol Exp Neurol, 2018).

L'objectiu del projecte era caracteritzar el perfil de biomarcadors en els pacients amb
ELA, estratificats segons la seva presentacio clinica, en comparacié amb controls sans i
pacients amb DFT, amb el proposit d’analitzar la utilitat dels biomarcadors estudiats a
la definicié de les diferents variants de presentacio i la prediccidé de la supervivencia.
Els resultats dels nostres estudis aporten informacié valuosa amb aplicabilitat a la
practica com a eines per a la identificacid, estratificacié i pronostic dels pacients, aixi
com informacid util per al coneixement de processos fisiopatoldgics i progressié de la
malaltia. Els resultats obtinguts aporten també eines d’ajuda per al diagnodstic, que han
de permetre una classificacido nosoldogica més acurada dels pacients en funcié de les
caracteristiques cliniques i informacié per a la presa de decisions a la practica clinica,

dels pacients amb MNM.



Una caracteritzacié detallada —fenotipica, neuropatologica i genética— ha d’ajudar a
definir subgrups clinics especifics de pacients, importants per a I'assisténcia clinica de
rutina, pero també per a I'estratificacio i avaluacié per a assajos clinics, definicié del
pronostic, investigacio epidemiologica i molecular. Tanmateix, el reconeixement dels
patrons especifics pot ser rellevant per a una nosologia correcta de la malaltia i pot
millorar el procés diagnostic i la nostra comprensié de I'heterogeneitat de la malaltia,

des del punt vista clinic perd també genetic i neuropatologic.

Els resultats dels estudis de I'LCR podrien ser eines valuoses per a l'estratificacio i
pronostic dels pacients dins de I'espectre clinic ELA-DFT, atesa la correlacid dels nivells
amb el grau d’atrofia cortical i el grau de progressié de la malaltia. Addicionalment, els
resultats subratllen el paper de la inflamacidé en la patogénia de la malaltia.

En relacié amb els biomarcadors de neuroimatge per ELA, els nostres resultats
evidencien el valor de I'RM i, especificament, el de les técniques per estudiar la
difusivitat mitjana, per detectar alteracions microestructurals que permetin identificar
canvis corticals precocgos i possiblement, en el futur, una millor categoritzacié dels

pacients i una millor comprensié dels processos fisiopatologics de la malaltia.

La caracteritzacio dels biomarcadors a través de diferents fenotips motors, utilitzant un
enfocament estandarditzat per a I'avaluacid, creiem que té un impacte important en el
coneixement global de la malaltia, en la identificacié de subtipus clinics i les seves
caracteristiques relacionades, aixi com en la influéncia en I’'evolucié de la malaltia. La
seva importancia és cabdal en una poblacié en qué, a causa de I’'heterogeneitat del
fenotip clinic, el diagnostic es retarda i el pronostic no esta ben determinat. Tots
aquests factors poden ajudar a entendre les bases fisiopatologiques de la malaltia, els
factors que en condicionen la progressio, i poden permetre seleccionar millor els
pacients en grups homogenis per a assajos, aixi com trobar una millor forma de
monitoritzar la progressio en la practica clinica i en els assajos de farmacs.

El projecte ha ajudat a la recollida d’informacié i mostres que han donat lloc a diferents

publicacions i han de permetre el desenvolupament de futurs estudis.
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