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Aclaracion

En el presente trabajo se trataran los términos de “esclerosis lateral amiotréfica" (ELA)
y “enfermedad de neurona motora” (ENM) de forma casi indistinta, pudiendo resultar
algo confuso. A modo de aclaracion, hablaremos de ENM en singular (término
preferido en el mundo anglosajén) para referirnos a la entidad clinica y
neuropatoldgica en la que tiene lugar la pérdida progresiva de las neuronas motoras,
produciéndose en ella la degeneracion concomitante de la primera y la segunda
neurona motora, dando lugar al cuadro clinico con la semiologia correspondiente
conocido como ELA. Se utilizaran por tanto los términos ELA y ENM de forma

practicamente intercambiable.

Del mismo modo, se hablara de “degeneracién lobular frontotemporal” (DLFT) para
referirse a la patologia neurodegenerativa en la que tiene lugar una pérdida de
neuronas en las cortezas frontal y temporal, que puede estar en contexto del depdsito
de varias proteinas diferentes, mientras que se utilizara el término de “demencia
frontotemporal” para referirse al conjunto de sindromes clinicos definidos por criterios
especificos (sDLFT), que se asocian con las alteraciones neuropatolégicas de DLFT

subyacentes.



Resumen

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa de
rapida progresion en la que tiene lugar la degeneracion de las neuronas motoras del
cortex motor, nucleos motores del tronco del encéfalo y asta anterior de la médula
espinal. Este proceso da lugar a la debilidad y atrofia progresivas de la musculatura,
llevando finalmente al fallecimiento de los pacientes en una media de tiempo entre 3 y
5 anos, habitualmente a causa de una insuficiencia respiratoria. Se trata de una
enfermedad devastadora que, a dia de hoy, no tiene un tratamiento curativo, y que
genera una marcada dependencia en los pacientes y una importante carga psicolégica

tanto en ellos como en los familiares.

Aunque clasicamente se ha considerado como una enfermedad con implicaciéon
exclusiva del sistema motor, en la actualidad es reconocido que la ELA forma parte de
un espectro continuo de enfermedad con la demencia frontotemporal (DFT). Desde un
punto de vista clinico, se ha descrito que hasta un 50% de los pacientes con ELA
presentan sintomas cognitivo-conductuales asociados, llegando a cumplir criterios
diagnoésticos de DFT entre un 10-15%. Ademas, ambas entidades neurodegenerativas
comparten, con frecuencia, un sustrato neuropatolégico y una base genética. Sin
embargo, la etiologia y la fisiopatologia de la enfermedad no son bien conocidas, ni
tampoco lo es el grado y frecuencia precisa de superposicidn entre ambas, ni la

correspondencia con el sustrato molecular en el continuum de enfermedad.

El primero de los articulos que incluye esta tesis doctoral describe las caracteristicas
fenotipicas, neuropatoldgicas y genéticas de una extensa cohorte de pacientes con
confirmacién diagndstica neuropatologica de enfermedad de neurona motora (ENM),
procedente del Banco de Tejidos Neuroldgicos del Hospital Clinic - FRCB - IDIBAPS,
realizando una recogida retrospectiva de los datos. En esta serie de 124 pacientes se
describe una frecuencia del 35,5% de cambios neuropatolégicos compatibles con
degeneracion lobular frontotemporal (DLFT), superior a las series previas. Ademas, se
destaca la importante heterogeneidad que existe en los diferentes aspectos
(clinico-fenotipico, genético y neuropatolégico) del espectro ENM-DLFT, especialmente
en los casos con DLFT concomitante. Finalmente, se hace énfasis en los aspectos
clinicos no detectados de ambos extremos del mismo, revelando hallazgos que

pasaron desapercibidos en vida y contribuyen a una definiciéon precisa de las formas y



limites del espectro, poniendo de manifiesto la necesidad de herramientas que
permitan un categorizacidén precisa en vida de los pacientes que puede permitir una
clasificacién en base a criterios moleculares. Adicionalmente se revela como necesaria
una colaboracién estrecha entre las unidades de neuromuscular y de trastornos

cognitivos para abordar de forma integral esta patologia.

En el segundo articulo de esta tesis se describe una mutacion en el gen ARPP21
como causante de ELA en 10 pacientes pertenecientes a 7 familias no emparentadas,
provenientes de una region geografica reducida del sudeste de La Rioja, en los que el
estudio genético convencional no habia encontrado mutaciones causales. A raiz de la
deteccidn de un incremento regional inesperado de casos, especialmente de ELA
familiar, se realiz6 un estudio genémico de varios pacientes, identificandose la variante
p.Pro529Leu en ARPP21, una proteina de union a ARN implicada en el metabolismo
del ARN y que participa en la formacion de granulos de estrés, que estaba ausente en
bases de datos poblacionales. El presente articulo apoya el papel causal de
mutaciones en ARPP21 en la patogénesis de la ELA y apoya la importancia de esta
via en la fisiopatologia de la enfermedad aportando la posibilidad de una diana
terapéutica especifica. Adicionalmente, propone una estrategia novedosa para abordar

la busqueda de alteraciones genéticas causales de la enfermedad.

En resumen, la presente tesis doctoral pretende ayudar a la descripcién y
caracterizacion exhaustiva de las caracteristicas del espectro ENM-DLFT, asi como
profundizar en el conocimiento que tenemos sobre la fisiopatologia, sustrato y bases
moleculares de la enfermedad, en concreto sobre las bases genéticas de la misma y la

participacion de nuevos genes implicados.
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a rapidly progressive neurodegenerative disease
characterised by the degeneration of motor neurons in the motor cortex, motor nuclei of
the brainstem, and the anterior horn of the spinal cord. This process leads to
progressive muscle weakness and atrophy, ultimately resulting in death within an
average of 3 to 5 years, usually due to respiratory failure. It is a devastating disease
that, to date, has no curative treatment and causes significant dependency in patients

and a substantial psychological burden for both them and their families.

Although ALS has traditionally been considered a disease exclusively affecting the
motor system, it is now recognized as part of a continuous spectrum with
frontotemporal dementia (FTD). From a clinical perspective, it has been reported that
up to 50% of ALS patients exhibit associated cognitive and behavioural symptoms, with
10-15% meeting the diagnostic criteria for FTD. Furthermore, these two
neurodegenerative entities frequently share neuropathological substrates and genetic
bases. However, the aetiology and pathophysiology of the disease remain poorly
understood, as do the precise degree and frequency of overlap between the two
conditions and their correlation with the molecular substrate within this disease

continuum.

The first article included in this doctoral thesis describes the phenotypic,
neuropathological, and genetic characteristics of an extensive cohort of patients with
neuropathologically confirmed motor neuron disease (MND) from the Neurological
Tissue Bank at Hospital Clinic - FRCB - IDIBAPS, using retrospective data collection.
In this series of 124 patients, a 35.5% frequency of neuropathological changes
compatible with frontotemporal lobar degeneration (FTLD) is reported, which is higher
than in previous series. Additionally, it highlights the significant heterogeneity in various
aspects (clinical-phenotypic, genetic, and neuropathological) of the MND-FTLD
spectrum, particularly in cases with concomitant FTLD. The study emphasises the
undetected clinical aspects at both ends of the spectrum, revealing findings that went
unnoticed during life and contributing to a precise definition of the forms and
boundaries of the spectrum. This underscores the need for tools that enable precise
in-life categorization of patients based on molecular criteria. Furthermore, the study
highlights the necessity of close collaboration between neuromuscular and cognitive

disorder units for a comprehensive approach to this pathology.
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The second article of this thesis describes a mutation in the ARPP21 gene as a cause
of ALS in 10 patients from seven unrelated families originating from a small geographic
area in the southeast of La Rioja (Spain), where conventional genetic testing had failed
to identify causal mutations. Following the detection of an unexpected regional
increase in cases, particularly familial ALS, a genomic study of several patients was
conducted, identifying the p.Pro529Leu variant in ARPP21, an RNA-binding protein
involved in RNA metabolism and stress granule formation, which was absent from
population databases. This article supports the causal role of ARPP21 mutations in
ALS pathogenesis and underscores the importance of this pathway in the disease's
pathophysiology, suggesting a potential specific therapeutic target. Additionally, it

proposes an innovative strategy for identifying causal genetic alterations in the disease.

In summary, this doctoral thesis aims to contribute to the comprehensive description
and characterization of the MND-FTLD spectrum, as well as to deepen our
understanding of the disease's pathophysiology, substrate, and molecular bases,

specifically its genetic foundations and the involvement of new implicated genes.
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1. Introduccion

1.1. Concepto e introduccion histoérica

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa grave
caracterizada por la degradacion progresiva de las neuronas motoras en el cerebro y
la médula espinal." Este proceso da lugar a un cuadro de debilidad y atrofia
progresivas que habitualmente condiciona el fallecimiento de los pacientes en un

periodo entre 3 y 5 afios, normalmente a causa de una insuficiencia respiratoria.?

Las primeros estudios clinicos y patologicos de la enfermedad fueron realizados en
1874 por el eminente neurdlogo Jean-Martin Charcot, quien describié pacientes que
desarrollaban un cuadro de paralisis y atrofia muscular progresivas, asociadas a un
aumento del tono muscular y contracturas, correlacionando estos datos clinicos con
las alteraciones observadas en los estudios anatomopatolégicos.® En éstos se objetivd
la esclerosis de las columnas laterales y la degeneracion de las astas anteriores de la
sustancia gris de la médula espinal, asi como la atrofia de las fibras musculares
secundaria al proceso neurdgeno subyacente.* Estos hallazgos fueron los que le

confirieron el nombre por el que se conoce hasta el dia de hoy esta entidad.

Clasicamente se ha considerado a la ELA como una enfermedad en la que existia una
implicacién exclusiva del sistema motor. Sin embargo, con el transcurso del tiempo y la
proliferacion de estudios que profundizan en la descripcidon del fenotipo clinico de
estos pacientes, se ha documentado la presencia de sintomas extramotores, entre los
que destacan las alteraciones cognitivas y conductuales, de forma que a dia de hoy es

considerada como una enfermedad multisistémica.®

A lo largo de las ultimas décadas y de forma progresiva, se han publicado multiples
estudios que han confirmado una superposicion clinica,® genética’ y neuropatolégica®®
entre la ELA y la DFT, reforzada por la identificacion en 2006 de la proteina TDP-43
(Transactive Response DNA Binding Protein - 43 kDa), proteina presente en los
agregados patologicos que se depositan en el citoplasma de las neuronas y
oligodendrocitos en la mayoria de pacientes con enfermedad de neurona motora

(ENM) y aproximadamente la mitad de los pacientes con DLFT."*"

13



Sin embargo, nuestro conocimiento sobre su etiopatogenia, las bases moleculares de
la enfermedad y la correlacion con las manifestaciones clinicas, siguen siendo

limitados.

1.2. Epidemiologia

La ELA es una enfermedad de distribucion global y estable en el tiempo, existiendo
ligeras variaciones entre las diversas poblaciones.'>" Estudios epidemioldgicos
internacionales apuntan una incidencia de enfermedad que oscila entre 1,5y 4,7 casos
/ 100.000 habitantes/ano, con una prevalencia estimada que varia entre 2,7 y 7,4
casos / 100.000 habitantes / aio.">'® En concreto, los estudios realizados en nuestro
medio utilizando una metodologia poblacional ''® y estimaciones epidemioldgicas,’®%°
apuntan a unas cifras de incidencia y prevalencia estimadas entre 4-2,47 y 3,99-6,64
casos / 100.000 habitantes / ano, respectivamente. En algunas areas geograficas
restringidas se describen importantes incrementos de incidencia regional, lo cual
podria sugerir la existencia de un componente genético subyacente en estas areas,

especialmente cuando este cimulo de casos es a expensas de casos familiares.?'

En cuanto a la edad de apariciéon de la enfermedad, los diferentes trabajos sitdan la
edad media de incidencia en la franja entre los 60-75 afios de edad (Figura 1),
describiéndose una caida de la incidencia a partir de los 75 afios de edad. Sin
embargo, este ultimo dato no es totalmente uniforme entre las distintas cohortes, y
algunos autores sugieren que podria existir un aumento del riesgo asociado a la edad,
de forma que la disminucion de la incidencia descrita en los grupos de poblacién de
edad avanzada podria ser consecuencia de una mayor dificultad para el diagndstico
en este grupo, en los que la frecuencia de comorbilidades es mayor o se produciria el
fallecimiento por otros motivos antes de poderse confirmar el diagnéstico, entre otros
motivos.??%* Por Ultimo, existe cierta diferencia de incidencia entre sexos, con una ratio
aproximada entre hombres:mujeres entre 1,3-1,5:1, sin encontrarse diferencias en la

supervivencia o duracién de la enfermedad entre ambos sexos.'*"

Entre los factores de riesgo de la enfermedad, los Unicos que se han identificado de
forma contundente han sido la edad y la historia familiar, si bien el habito tabaquico
parece haberse establecido como el factor predisponente ambiental con una evidencia
mas sélida, y se ha reportado que niveles elevados de colesterol de la fraccion de baja

densidad (LDL) también puedan suponer un factor de riesgo de enfermedad.?*?* Otros

14



factores previamente reportados como la exposicion a téxicos, metales pesados, el
deporte de élite o el traumatismo craneoencefalico de repeticion,® no ha sido
demostrado que puedan tener una contribucion significativa para la patogénesis de la

enfermedad.
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Figure 1. Incidence rates by age groups and site of onset in males and females.

Figura 1. Ratios de incidencia de ELA en Catalufia por grupos de edad y separados por sexo.
Se observa un pico de incidencia en el grupo entre 70-75 afos, con un leve predominio de
varones sobre mujeres.

Extracto de Pradas et al. 2013.""

Sin embargo, cada vez es mas evidente la contribucion de las distintas alteraciones
genéticas en la etiopatogenia, predisposicién y modificacion del curso evolutivo de la
enfermedad.?~?° La existencia de antecedentes familiares en torno a un 5-10% de los
casos, asi como la identificaciéon de un nimero creciente de genes en los que ciertas
mutaciones tendrian un rol causal o predisponente para el desarrollo de la
enfermedad, apoyan la relevancia del sustrato genético a la patogenia de la ELA.?**
Mas recientemente, se han propuesto modelos oligo y poligénicos que proponen la
existencia de multiples variantes genéticas como la causa subyacente en la

enfermedad.??
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1.3. Fenotipo clinico en la ELA

La degeneracion progresiva de las neuronas motoras tiene una traduccion clinica
directa, dando lugar a una caracteristica combinacion de signos y sintomas
consecuencia de la implicacién de primera y segunda neurona motora. Esto es, la
combinacion de debilidad y atrofia muscular secundarias a la lesion de la segunda
neurona motora, con espasticidad e hiperreflexia debido a la implicacién de la primera

neurona motora.*®

A pesar de tratarse de una combinacion caracteristica y distintiva de hallazgos
semioldgicos, la forma de presentacion de la enfermedad es marcadamente
heterogénea teniendo en cuenta que puede variar dependiendo del lugar y la region de

inicio de sintomas o la semiologia motora preponderante, entre otros factores.

De este modo, puede existir un desequilibrio en el predominio relativo de implicacion
entre la primera o la segunda neurona motora, pudiendo observarse casos en que la
semiologia queda restringida a la implicacién exclusiva de una de las dos. Esta
circunstancia puede dar lugar a cuadros clinicos como la esclerosis lateral primaria,
con implicacion aislada de primera neurona motora,*** o la atrofia muscular
progresiva, con semiologia derivada de la degeneracion exclusiva de segunda
neurona motora.*® Estas variaciones fenotipicas ponen de manifiesto la moderada
variabilidad existente en la forma de presentacién y curso clinico de la enfermedad,
presentando marcadas diferencias en cuanto al prondstico, evolucion y supervivencia

de los pacientes.®’

Por otra parte, en cuanto a la region de inicio y los sintomas asociados, podemos
diferenciar entre la implicacion de la musculatura bulbar, cuya implicacion produce
sintomas como la disartria y la disfagia, siendo la forma de presentacion en
aproximadamente un tercio de los casos, o un inicio espinal, con debilidad de la
musculatura de las extremidades o disfuncion de la musculatura respiratoria.
Independientemente de la region de inicio, en el curso natural de la evolucién de la
enfermedad, tiene lugar la extension de los sintomas al resto de la musculatura hasta

tener lugar una implicacién difusa de la misma."'?
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Otros factores que contribuyen a la heterogeneidad respecto la presentacion clinica de
la enfermedad son la distinta edad de inicio, el muy variable curso evolutivo de los
pacientes, o la mas reciente concepciéon de la ELA como una enfermedad
multisistémica. En este sentido, se ha descrito la presencia de alteraciones de otros
aspectos del sistema nervioso como la disfuncién autondmica, oculomotora,
alteraciones cerebelosas, aparicion de signos extrapiramidales o los sintomas
neuropsiquiatricos, seguramente infravalorados en este contexto dada la

predominancia y gravedad de los sintomas motores. %3

Por ultimo, es importante tener en cuenta la cada vez mas considerada coexistencia
de sintomas cognitivo-conductuales de predominio en los dominios frontales y
temporales asociada a los sintomas motores, pudiendo estar presentes en un grado

variable, considerandose en la actualidad como parte de un mismo espectro.*"

1.4. El espectro ELA-DFT

En las ultimas décadas se ha hecho evidente la superposicién existente entre la ELA 'y
formas especificas de la DFT, lo que ha supuesto un cambio de conceptualizacién de
estas enfermedades que a dia de hoy consideramos como un continuo dentro de un

mismo espectro clinico-patolégico-genético de enfermedad (Figura 2).%°

Estudios poblacionales con grandes cohortes de pacientes sugieren que hasta un 50%
de los pacientes con ELA presentan algun grado de deterioro cognitivo o conductual a
lo largo del curso de la enfermedad, pudiendo llegar acumplir criterios formales de
alguna de las variantes clinicas de DFT hasta en un 10-20% de los casos,*'“? aunque
algunas series sugieren que la proporcion podria ser mayor.*® En el lado opuesto del
espectro, se ha descrito que en torno a un 12% de los pacientes con diagndstico de
DFT podrian desarrollar un cuadro clinico completo de ELA, mientras que hasta en un

40% existen signos clinicos o neurofisioldgicos de implicacion de neurona motora.*

La DFT engloba el conjunto de sindromes clinicos que aparecen habitualmente en el
contexto de enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por la degeneracion
progresiva de los I6bulos frontales y temporales del cerebro. Se presenta clinicamente
en sindromes clinicos definidos en los que predomina el trastorno del comportamiento
social, la personalidad, las funciones ejecutivas y el lenguaje, por encima de otras

funciones superiores.®® De forma aislada, la DFT constituye la segunda causa de
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demencia neurodegenerativa en la poblacién menor de 65 afos, generando una
importante discapacidad y disminucion de la esperanza de vida en los pacientes que la
padecen.*® Su presentacion concomitante con la ENM en un mismo paciente parece

asociarse con un peor pronostico y una reduccion significativa de la supervivencia.*"=°

A Genetics of ALS and FTD
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Figura 2. Representacion de las caracteristicas genéticas y neuropatolégicas comunes en el
espectro ELA-DFT. (A) Representaciéon de la proporcion de mutaciones conocidas que
provocan ELA o DFT. (B) Representacion de las caracteristicas de las inclusiones proteicas
patologicas en ELA y DFT. Las inclusiones de TDP-43 y FUS estan presentes en distintas
proporciones en ambas entidades, reflejando el solapamiento patolégico entre las dos
enfermedades.

Figura extraida de Ling et al. Neuron, 2013.%°

Por su parte, el término “degeneracion lobular frontotemporal” (DLFT) es un concepto
neuropatolégico que engloba varias entidades neurodegenerativas que tienen en
comun la disfuncidon y pérdida selectiva de las neuronas de los I6bulos frontales y
temporales de forma predominante, que se caracteriza, desde un punto de vista
neuropatologico, por la presencia de depdsitos patologicos de agregados
citoplasmaticos neuronales de diferentes proteinas como TDP-43 o la proteina

microtubular Tau, dando lugar a los sindromes clinicos definidos de DFT (sDLFT).*
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Entre estos, destacan la variante conductual de la DFT (bvFTD, por sus siglas en
inglés: behavioural variant frontotemporal dementia) y los distintos subtipos de afasia
primaria progresiva (APP),%? que a su vez engloba sindromes diferenciados como la
afasia no fluente o agramatical, la demencia semantica y la variante logopénica, esta
ultima mas relacionada patolégicamente con la enfermedad de Alzheimer y no
considerada dentro de la DLFT.%® Finalmente, mas recientemente se ha descrito un
nuevo subgrupo de DFT que corresponde con la variante temporal derecha, con

déficits cognitivos especificos.®*

Cada uno de estos sindromes clinicos se relaciona de forma predominante con una
alteracion neuropatolégica subyacente distinta en cuanto al tipo de proteinopatia y la
distribucion de los agregados patologicos en las diferentes regiones y capas
cerebrales, lo cual dificulta el diagndstico preciso antemortem y supone un reto desde
el punto de vista nosolégico, diagnéstico y terapéutico en la consecucidn de terapias

dirigidas molecularmente.®%

En cuanto al tipo de sintomas cognitivos en el contexto de ENM, lo mas frecuente es la
aparicion de sintomas relacionados con la disfuncion de los I6bulos frontal y temporal,
como pueden ser la apatia, la falta de iniciativa o los trastornos del lenguaje.®”*®
Cuando estos sintomas son de mayor entidad pueden llegar a cumplir criterios clinicos
de alguna de las variantes de DFT, siendo la bvFTD lo mas frecuentemente asociado a
la ENM, seguido de la variante agramatical de APP, mucho menos frecuente v,
finalmente, de la variante semantica de APP, casi anecddtica.®® La fisiopatologia

subyacente a esta observacion es poco conocida.
1.5. Aproximacion diagnostico-terapéutica

1.5.1. Diagnostico de la ELA y los sintomas cognitivo-conductuales

A pesar de los grandes esfuerzos realizados a dia de hoy no se dispone de
biomarcadores fiables para su confirmacién. Por ello, el diagndéstico, en la actualidad,
esta basado en la constatacion de un cuadro clinico de de debilidad progresiva con
semiologia secundaria a la disfuncion de las neuronas motoras superior e inferior,
acompafado de hallazgos neurofisioldgicos compatibles con un proceso neurdgeno
activo y de cierta extension. Dada la heterogeneidad de las manifestaciones clinicas y

el solapamiento clinico con otras enfermedades neuromusculares, el diagndstico
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supone en muchos casos un desafio, y a menudo se recurre a criterios diagnésticos

que proporcionan un marco en el que basarse.®

Los primeros criterios diagndsticos propuestos fueron los de El Escorial en 1990,%" con
sucesivas revisiones destinadas a aumentar su sensibilidad y especificidad mediante
la adicién de criterios de soporte neurofisiolégicos (Tabla 1).62 El ultimo marco de
criterios propuesto tiende hacia una mayor simplificacién con la intencién de mejorar la
sensibilidad preservando la especificidad, con buenos resultados aparentes en su
aplicacion.®*% En estos Ultimos criterios se reduce el nimero de regiones corporales
implicadas a uno, con progresion en el tiempo y descartando otras causas alternativas,
y propone un diagnéstico dicotémico positivo o negativo en base a esto, eliminando las

categorias previamente propuestas.

Tabla 1. Criterios diagnosticos de El Escorial revisados. Adaptada de de Carvalho et al.%?

Principios diagndsticos

El diagndstico de esclerosis lateral amiotréfica (ELA) requiere:
(A) La presencia de:
Evidencia de degeneracion de la segunda neurona motora inferior (2NM) mediante
examen clinico, electrofisiolégico o neuropatolégico;
2. Evidencia de degeneracion de la primera neurona motora (1NM) mediante examen
clinico; y
3. Progresion de los sintomas o signos hacia otras regiones, segun la historia clinica, el
examen fisico o las pruebas electrofisiologicas.
(B) La ausencia de:
1. Evidencia electrofisiologica o patolégica de otros procesos patolégicos que puedan
explicar los signos de degeneracion de neurona motora, y
2. Evidencia por neuroimagen de otros procesos patolégicos que puedan explicar los
signos clinicos y electrofisioldgicos observados.

Categorias diagnosticas

ELA definitiva Presencia de signos de 1NM* y 2NM** en tres regiones
anatémicas™**.

ELA probable Presencia de signos de 1NM y 2NM en al menos dos regiones,
siendo los de 1NM rostrales (por encima) a los signos de 2NM.

ELA probable con apoyo | Presencia de signos de 1NM y 2NM en una regién, con evidencia
de laboratorio neurofisiolégica de lesiéon de 2NM en otra.

ELA posible Presencia de signos de 1NM y 2NM en una regioén aislada, o
signos 1NM en dos regiones.

* 1NM: primera neurona motora.

** 2NM: segunda neurona motora.

***Se definen cuatro regiones anatomicas para la estratificacion: bulbar, cervical, toracica y
lumbar.
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Por parte de los sintomas cognitivo conductuales, se ha desarrollado un sistema de
criterios para categorizar el grado de participacion, el tipo (cognitivo, conductual o
ambos) y la relevancia de los distintos tipos de sintomas cognitivo-conductuales que
se pueden observar asociados a la sintomatologia motora en la ELA. Segun los
criterios de Strong et al.®® se consideraria una diferenciacién entre aquellos pacientes
con ELA que cumpliese criterios de DFT en sus distintas variantes segun sus propios
criterios individuales (Rascovsky para la bvFDT, Gorno-tempini para las variantes de
afasia primaria progresiva),®?% y por otra parte aquellos pacientes que tuvieran ELA
con presencia concomitante de sintomas cognitivos (ALSci - cognitive impairment),
conductuales (ALSbi - behavioural impairment) o ambos (ALScbi), diferenciados de

aquellos pacientes con ELA sin esta gama de sintomas.

Sin embargo, la utilidad de los criterios diagndsticos clinicos es limitada, y en esta
época de desarrollo de terapias dirigidas, resulta extremadamente necesario el
descubrimiento de nuevos biomarcadores que nos permitan la confirmacion
diagnéstica de forma precisa y precoz, asi como la identificacion de la patologia
molecular subyacente y las vias fisiopatoldgicas especificas alteradas. Esto podria
resultar de especial utilidad en casos de DFT, en los que la proteinopatia es mas

variable.

En este sentido, se han hecho grandes avances a lo largo de los ultimos afos,
implementandose algunos biomarcadores que intentan mejorar la sensibilidad y
especificidad diagnéstica en ELA y DFT y su diagnéstico molecular, mientras que otros
tratan de evaluar el grado de dafio neuronal que correlacione con la progresién de la

neurodegeneracion, asi como una posible respuesta terapéutica futura.

En cuanto a los biomarcadores diagndsticos, dada la elevada frecuencia de las
inclusiones citoplasmaticas patolégicas de TDP-43 en el sistema nervioso central de
pacientes con ELA, muchos esfuerzos se han centrado en la deteccion de esta
molécula a través de multiples métodos y en diferentes fluidos biolégicos, pero su
ubicuidad en el sistema nervioso central, su posible presencia en otras enfermedades
diferentes de la ELA vy el relativo desconocimiento de su biologia, han hecho que su
deteccién plasmatica o en LCR haya demostrado una especificidad limitada para el

diagnostico.®’
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Trabajos mas recientes proponen la deteccion de TDP-43 mediante nuevas técnicas
como el RT-QUIC en LCR ® o el estudio de su distribucion y abundancia en las
distintas capas de la piel en una biopsia cutanea, métodos que parecen tener un buen
perfil de sensibilidad y especificidad para la ELA. Otras metodologias, como la
deteccién de TDP-43 y la comparacion con los distintos isotipos de proteina Tau en el
interior de vesiculas extracelulares circulantes, también podrian resultar de gran
utilidad en la confirmacion diagnostica de la enfermedad y en la diferenciacion entre
las distintas proteinopatias subyacentes, si bien la aplicacién de estas técnicas en la
practica clinica esta lejos de ser implantada.®® La deteccion de la expresion de exones
cripticos de forma diferencia en la enfermedad, resultantes de la traducciéon anormal
de ARN en contexto de la disregulacion de su metabolismo secundario a la deplecién
nuclear de TDP-43 y la alteracién de otras proteinas de uniéon a ARN, también es un

hallazgo prometedor.”"

Considerando la posible participacion del sistema inmunitario en la patogenia de la
enfermedad, se ha estudiado la utilidad de multiples moléculas implicadas en las

distintas vias del sistema inmune, con resultados variables.”>"?

Por otra parte, se han estudiado otras muchas moléculas que pudiesen guardar una
relacion con el grado de lesién neuronal y que pudiesen traducir una mayor actividad
del proceso neurodegenerativo, como la cadena ligera de los neurofilamentos,
detectable tanto el LCR como en plasma. Niveles elevados de esta molécula parecen
guardar buena correlacion con el dafio neuronal y la progresion clinica de los
pacientes con ELA, si bien no son especificos de la enfermedad y pueden detectarse

en grado variable en multiples enfermedades neurolégicas.™

No todos los biomarcadores quedan circunscritos al analisis de fluidos bioldgicos, sino
que también disponemos de estudios de neuroimagen que nos aportan informacién
complementaria. Técnicas de resonancia magnética de alta resolucién como el analisis
del grosor cortical en areas concretas del cerebro o el andlisis de la difusividad cortical
media parecen guardar una buena correlacion con los distintos grados de deterioro
cognitivo-conductual en el espectro ELA-DFT, como también podrian ser de utilidad
para la deteccion de este tipo de sintomas el uso de neuroimagen funcional como el
PET-FDG.”>"®
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Finalmente, la identificacién de una mutacion genética en un paciente que presenta un
cuadro clinico compatible también puede suponer una ayuda a la confirmacién
diagnostica, y el descubrimiento de algunas de estas nuevas variantes ha supuesto
una importante contribucion a nuestro conocimiento de las vias fisiopatologicas de la

enfermedad.?®

1.5.2.Abordaje terapéutico en la ELA

El abordaje terapéutico en la ELA, a dia de hoy, esta principalmente centrado en las
medidas no farmacoldgicas, enfocada en el tratamiento de los sintomas asociados y
organizado en equipos multidisciplinarios proporcionados por un equipo especializado.
Intervenciones concretas incluyen el uso de la ventilacion para la insuficiencia
respiratoria y la colocacion precoz de la sonda de nutricion enteral cuando son

necesarias, segun se recoge en las guias clinicas internacionales mas recientes.””

Desde el punto de vista farmacolégico, son pocas las alternativas de las que se
dispone. A lo largo de los afos se han realizado ensayos clinicos en busqueda de
posibles principios activos con intervencion en mudltiples vias fisiopatoldégicas que
pudieran tener un papel curativo o al menos con capacidad para ralentizar la evolucién
de la enfermedad.” Sin embargo, a pesar de estos esfuerzos, a nivel internacional
sélo han recibido aprobacion por las distintas agencias reguladoras un total de tres
farmacos: riluzole, edaravone y la combinacion de fenilbutirato de sodio y taurursodiol,
en cualquier caso demostrando en los ensayos un efecto modesto en la supervivencia
o la progresién de los pacientes. De entre estos principios activos, el unico aprobado
en Espana es el riluzole, mientras que los otros dos no han recibido la aprobacion
dados los limitados resultados que mostraron los ensayos clinicos.” La falta de
conocimiento sobre la etiopatogenia de la enfermedad y las multiples vias
fisiopatolégicas implicadas son, seguramente, dos de los principales factores que

contribuyen a la dificultad en el desarrollo de terapias dirigidas exitosas.

Sin embargo, la aprobacion reciente de la terapia con el oligonucleétido antisentido
Tofersen en pacientes portadores de una mutacion en SOD17 (Superéxido dismutasa
1), en los que se presupone una interrupcién del mecanismo de ganancia de funcién

toxica, abre una puerta a la terapia dirigida molecularmente en la ELA.%°
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De este modo, resulta de vital importancia profundizar en los mecanismos
fisiopatolégicos de la enfermedad para poder dirigir el tratamiento de forma lo mas
precisa posible, por lo que tendria gran interés la identificaciéon de posibles genes

implicados en la patogenia de la enfermedad.

1.6. Etiologia y fisiopatologia: aprendizajes de los estudios
neuropatoldgicos y moleculares

Aunque la etiologia de la ENM no es bien conocida se cree que, al igual que otras
enfermedades neurodegenerativas, podria tener su origen en una combinaciéon de
factores genéticos predisponentes y la implicacion de factores medioambientales, que
culminan en la disfuncién de las neuronas motoras a través de la convergencia de

varios mecanismos fisiopatoldgicos implicados (Figura 3).7%#

En cuanto a las bases genéticas de la enfermedad, a dia de hoy son mas de 40 los
genes identificados como posiblemente implicados en la patogenia, participando en
distintos procesos celulares que hoy conocemos.?® Sin embargo, la arquitectura
genética de la ELA es compleja. La identificacion de los distintos genes causales o
predisponentes al desarrollo de la enfermedad ha ayudado a profundizar en el
conocimiento de los diferentes procesos biolégicos relacionados con la fisiopatogenia
de la ELA 382

En el proceso patogénico de la ELA se cree que puedan participar varios mecanismos
interrelacionados (Figura 3), entre los que destacan la alteracion del metabolismo vy
homeostasis del ARN # y, en menor medida, el ADN, las alteraciones en la formacion
y actividad de los granulos de estrés, ® los trastornos de la homeostasis y control de
calidad de proteinas, alteraciones del transporte axonal y formacion del citoesqueleto,
el transporte vesicular, la disfuncion mitocondrial y dafo oxidativo, y la disregulacién
inmunitaria, entre otros.”?’37°% Estos procesos convergen en mecanismos
fisiopatolégicos comunes poco conocidos que interactian entre si, resultando
finalmente en la disfuncién de una red mayor y en la eventual degeneracion y muerte

de las neuronas motoras. 8'8¢
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Figura 3. Mecanismos fisiopatoldégicos implicados en la patogénesis de la enfermedad de
neurona motora y genes relacionados con ellos. Varios de estos genes y mecanismos son
compartidos con la demencia frontotemporal, lo cual refuerza la idea de la superposicién entre
ambas entidades.

Adaptado de Mead, R.J. Nat Rev Drug Discov, 2022.™°

1.6.1. Disfuncién del metabolismo y regulacién del ARN: TDP-43

Uno de los mecanismos que parecen tener mayor relevancia en la fisiopatogenia de la
enfermedad son las alteraciones en los distintos procesos relacionados con el ARN,
tanto en su formacion, homeostasis, metabolismo, transporte, regulacion de la
transcripcion y del proceso de splicing alternativo del ARN. 8% Su importancia viene
respaldada por algunos de los hallazgos neuropatolégicos caracteristicos de la
enfermedad, asi como por la existencia de mutaciones causales en genes implicados

en estas vias fisiopatoldgicas.

Son varias las proteinas que tienen capacidad de unirse al ARN y que se ven
implicadas en los diferentes puntos de los multiples mecanismos descritos.®® Sin
embargo, la mas relevante en cuanto a los hallazgos neuropatolégicos y su posible

participacion en la patogenia de la enfermedad es la proteina TDP-43.
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TDP-43 es una proteina de union a ARN y ADN que pertenece a la familia de las
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNP), participando activamente en
procesos como la transcripcion, splicing, transporte y maduracion del RNA, asi como
en la formacién de los llamados granulos de estrés.®*° Ademas, en estadios iniciales
de la embriogénesis parece tener un papel importante en el correcto desarrollo de

células neurales, especialmente en el sistema nervioso central.®’

Codificada por el gen TARDBP (TAR DNA-binding protein), la proteina TDP-43 esta
compuesta por 414 aminoacidos constituidos en un dominio N-terminal, dos regiones
de union a ARN y un dominio C-terminal que incluye una region de baja complejidad
similar a las regiones “prion-like”, el cual interviene en la interacciébn con otras
proteinas y la formacion de granulos de estrés.®>%® De expresién ubicua, su
localizaciéon mas habitual es en el nucleo celular, siendo capaz de migrar con facilidad

entre el nucleo y el citoplasma para llevar a cabo sus distintas funciones.®?

Bajo ciertas condiciones anormales y de estrés celular se puede producir la
fosforilacion y ubiquitinacion de TDP-43, dando lugar a su deslocalizacion del nucleo
celular y su agregacion patologica en el citoplasma.?® Se ha postulado que pueda
existir una propagacion de los agregados de TDP-43 a través de sus dominios
“prion-like”, cuya conformacién estructural facilitaria el acumulo progresivo de
oligbmeros proteicos en un proceso similar a las fibras amiloides o la propagacién de

las proteinas prionicas.%*%

Estos agregados de TDP-43 fosforilada estan presentes en la ENM, donde suponen la
proteinopatia predominante, presente hasta en un 90-95% de casos. Sin embargo, a
pesar de su elevada frecuencia, mutaciones en TARDBP tan sélo explican el 1% del

total de casos de ELA y menos del 5% de los casos de ELA familiar.%’

Del mismo modo, estas inclusiones anormales, con distinta morfologia y distribucion,
también pueden estar presentes en parte de los casos de DLFT y, en menor medida,
en una proporcion variable en varias enfermedades neurodegenerativas, con diferente
distribucion entre las distintas regiones cerebrales.®>*® Un ejemplo de esto seria la
enfermedad de Alzheimer, donde pueden encontrarse entre el 20-50% de los casos,

inicialmente en la amigdala, pero con posterior distribucion al hipocampo y cortex
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entorrinal.®®*'® En estos casos, el acumulo patolégico de TDP-43 fosforilada en estas
regiones podria condicionar la aparicion de sintomas cognitivos incluso en ausencia de
deposito de proteina amiloide, como ocurre en el LATE (limbic-predominant

age-related TDP-43 encephalopathy)'®’ o en relacién con la esclerosis hipocampal.'®

Asimismo, se ha descrito la presencia de deposito anormal de TDP-43 en entidades
clinicas y neuropatoldgicas cuya etiopatogenia no es, en principio, neurodegenerativa.
Es el caso de la encefalopatia traumatica cronica, en que se presupone un factor
mecanico-traumatico causal inicial, y la que a pesar del predominio de depdsitos de
proteina Tau, también se han observado agregados y neuritas con inmunorreactividad
TDP-43 concomitante, en casos con y sin un cuadro clinico de ENM.'%1%* Por otro
lado, también se ha documentado la presencia de patologia TDP-43 en enfermedades
en cuya etiopatogenia existe un componente disinmune claro, como en la enfermedad
por anticuerpos anti-IgLONS, que también podrian presentarse clinicamente como un
fenotipo de tipo ELA.'®'% Finalmente, se ha descrito la presencia de estos agregados
en cerca del 30% de las personas mayores de 65 afos, incluso en ausencia de
sintomas cognitivos, por lo que también se ha relacionado su presencia como un

posible hallazgo asociado al envejecimiento normal.'”’

A pesar de todo, aunque se ha estudiado su participacion como un posible
desencadenante de neurotoxicidad en diferentes experimentos in vivo e in vitro, el
papel de TDP-43 de forma directa en el proceso de neurodegeneracién todavia no

esta claramente establecido. %

TDP-43 no es la unica proteina de unién a ARN relacionada con la ELA. Aunque con
una participacion mas minoritaria, proteinas como FUS (Fused in Sarcoma), TAF15
(TATA-binding protein-associated factor 15), EWS (Ewing Sarcoma), TIA-1
(T-Lymphocyte Intracellular antigen-1), la familia de las hnRNP (Heterogeneous
Nuclear Ribonucleoproteins), UBQLNZ2 (Ubiquilin 2) o ATXN2 (Ataxin 2), entre otras,
entre otras, han sido implicadas en las diferentes fases del procesamiento vy
metabolismo del ARN, y en la patogenia de la ELA mediante mecanismos tanto de
pérdida o ganancia toxica de funcion.”'®"" Mutaciones en los genes que las codifican
han sido descritas como causales o predisponentes de ELA, y estudios funcionales

apoyan el papel de estas proteinas en la patogenicidad de la enfermedad.®

27



Varias de estas proteinas participan, ademas, en la fisiopatogenia de la demencia
frontotemporal, reforzando el concepto de la superposicion entre ambas entidades. En
concreto, la proteina FUS esta presente en una proporcion no desdefable de casos de
ELA y DFT, con distintos patrones morfologicos y una relacion variable con mutaciones

en el gen FUS, como veremos mas adelante.™®

La participacion y el papel de esta miriada de proteinas, que comparten similitudes
estructurales y funcionales, en los distintos puntos de la patogenia de la enfermedad,
anaden una capa de complejidad al escenario de la fisiopatogenia del espectro
ELA-DFT."2

1.6.2. Otros mecanismos implicados: los granulos de estrés

Otro de los mecanismos mas recientemente estudiados que podrian tener su
participacién en la fisiopatogenia de la ELA son las alteraciones en la formacién y el

metabolismo de los granulos de estrés.™*

Los granulos de estrés son estructuras dinamicas y sin membrana que se forman en el
citoplasma de las células como respuesta a varios tipos de estrés celular, regulando la
expresion génica y la sintesis de proteinas en condiciones de estrés. Estan
compuestos de moléculas de ARN, factores de inicio de traduccion y varias proteinas
de unién a ARN, sin una membrana circundante, de forma que constituyen estructuras
altamente dinamicas que se conforman y se disgregan de manera continua como
forma de adaptacién celular al estrés. En estas circunstancias, se detiene
temporalmente la formacién de ARN mensajero, el cual se agrupa junto con las
proteinas asociadas en estos granulos como una forma de almacenamiento de
recursos hasta que se resuelvan las condiciones fisiologicas, permitiendo asi la rapida
reanudacién de los procesos bioldgicos. De esta forma, los granulos de estrés podrian
jugar un papel importante en la regulacion de la expresién génica y la sintesis de

proteinas durante las situaciones de estrés celular. '°

Algunas de las proteinas de unién a ARN que se han relacionado con la formacion de
granulos de estrés, y que, de hecho, pueden estar presentes en ellos, incluyen a
TDP-43, FUS o TIA-1, entre otras."® De este modo, se cree que las alteraciones en la
formacion, funcién y metabolismo de los granulos de estrés, puedan tener relacién con

los procesos fisiopatologicos subyacentes en la ELA, pero también en ofras
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enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad
de Huntington, en las que la acumulacion anormal de componentes de granulos de

estrés podria contribuir a la patologia observada.''>""”

Los mecanismos exactos mediante los cuales TDP-43 y otras proteinas de unién a
ARN contribuyen a la dinamica de los granulos de estrés y como la desregulacion de
estos puede contribuir a enfermedades neurodegenerativas son todavia areas activas

de estudio."®

1.7. Neuropatologia del espectro ENM-DLFT

Los hallazgos neuropatoldgicos que caracterizan a la ENM son la degeneracion y
pérdida de las neuronas motoras a nivel del cortex motor primario y astas anteriores
de la médula espinal, que se acompafa de la pérdida axonal anterégrada y gliosis

secundaria de los tractos corticoespinales (Figura 4).%

1.7.1. Caracteristicas macroscopicas

En la mayoria de los pacientes con ELA, el aspecto macroscopico del cerebro es
normal. Sin embargo, la pérdida neuronal progresiva puede dar lugar a la eventual
atrofia del coértex precentral, las astas y raices anteriores de la médula. La
degeneracion secundaria de los tractos corticoespinales descendentes puede hacerse
evidente en las piramides medulares y en las columnas laterales, que tienden a
mostrarse atroficas y esclerosadas, concediendo el nombre a la enfermedad. Se
produce el adelgazamiento de la médula espinal y las raices anteriores tienden a

mostrarse atréficas y grisdceas en comparacion con las raices posteriores. "2

En algunos pacientes, especialmente en aquellos que presentan sintomas clinicos de
deterioro cognitivo-conductual de forma asociada, pueden evidenciarse cambios
neuropatologicos de DLFT, como es la atrofia cortical de predominio en los l6bulos
frontal y temporal, con tendencia a ser mas marcada en las areas implicadas
clinicamente, pudiendo asociar evolutivamente una dilatacion ventricular

secundaria.'®120
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Figura 4. Imagenes de los hallazgos neuropatologicos caracteristicos en el espectro
ENM-DLFT. A-B: Hematoxilina-Eosina. Pérdida moderada de neuronas piramidales de Betz,
astrogliosis y proliferacion de la microglia en cortex motor (A) y nucleo del hipogloso (B). C-D:
Inmunohistoquimica TDP-43. Translocacion de la inmunorreactividad de TDP43 desde la
localizacion fisiolégica en el ndcleo (flecha negra) a su agregacion patolégica en el citoplasma
de neuronas del cértex motor (cabezas de flecha) (C). Inclusiones densas Lewy body like (C),
inclusiones en forma de ramillete (“skein-like”) e inclusiones oligodendrogliales (flecha
blanca)(D). E-F: inmunohistoquimica de ubiquitina (E) y p62 (F) en cerebelo de pacientes con
expansion patolégica C9orf72. Se muestran inclusiones en forma de estrella inmunorreactivas
para ubiquitina y p62 en las células granulares del cerebelo, que representan la repeticion de
dipéptidos. G-H: Inmunohistoquimica FUS. Inclusiones basdfilas con inmunorreactividad FUS
en el citoplasma de neuronas del asta anterior medular, de apariencia mas compacta (G) o
fibrilar (H).

Imagenes cedidas por cortesia de la Dra. Ellen Gelpi, realizadas sobre muestras de tejido de
pacientes donantes incluidos en este trabajo.

1.7.2. Caracteristicas microscopicas

A nivel microscopico, en el cértex motor se evidencia la pérdida de las neuronas
piramidales de Betz, acompafnada de espongiosis y gliosis laminar superficial, de
predominio en la capa Il del cortex frontal precentral. En casos mas avanzados se
extiende al resto de capas de la corteza y se puede acompanar de fenédmenos de
microvacuolizacion, espongiosis y gliosis astrocitica. En la médula espinal se objetiva
una reduccién del tamano y posterior degeneracion de las neuronas motoras en las
astas anteriores, asi como pérdida de axones mielinizados en las columnas anteriores

y laterales.®

Un hallazgo particular en las neuronas motoras son los cuerpos de Bunina, unas
inclusiones citoplasmaticas eosinofilicas de pequeno tamafno (3-6 micras) que
predominan en las neuronas motoras de las astas anteriores de la médula y nucleos
motores troncoencefélicos, aunque no de forma exclusiva. Estan formados por
material proteico que incluye proteinas como la cistatina C o la transferrina, pero no
TDP-43 ni otras asociadas a procesos neurodegenerativos, resultando controvertida la
presencia en ellos de ubiquitina. Aunque bastante especificas de la ENM, su

significado biolégico y patolégico es a dia de hoy desconocido. "%
La presencia de alteraciones en las células gliales ha cobrado un creciente interés en

los ultimos afios.'?® En el cerebro de estos pacientes, es frecuente observar cierto

grado de astrogliosis reactiva rodeando a las neuronas motoras en degeneracion,
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expresando un incremento de la inmunorreactividad para algunos marcadores
inflamatorios como la proteina gliofibrilar acida.' Se ha planteado que la activacion
microglial pueda tener una correlacion con el grado de gravedad del dafio neuronal en
la ELA a través de la liberacién local de citocinas proinflamatorias y especies reactivas

de oxigeno que podrian aumentar el estrés oxidativo a nivel local.?*'%

De forma similar a los hallazgos macroscépicos, en algunos casos de ENM,
especialmente en aquellos que presentan sintomas cognitivo-conductuales, puede
documentarse también cambios neuropatolégicos de degeneracién lobular
frontotemporal, como son la pérdida neuronal, gliosis y la esclerosis laminar superficial
en las cortezas de los lobulos frontal y temporal.’?”'?® Sin embargo, la escasez de
series clinico-neuropatoldgicas amplias hace que la frecuencia de los cambios

neuropatologicos de DLFT en la ENM sea dificil de estimar.

1.7.3. Caracteristicas inmunohistoquimicas

El hallazgo inmunohistoquimico mas caracteristico de la ENM es la presencia de
agregados proteicos citoplasmaticos inmunorreactivos para proteina TDP-43
fosforilada y ubiquitina, y negativos para otras proteinas implicadas en enfermedades
neurodegenerativas (Tau, alfa-sinucleina, etc).'® Estas inclusiones estan presentes en
el 90-95% de los pacientes con ENM y en torno al 50% de los pacientes con DLFT,

aunque también se han descrito en otras entidades de forma menos abundante.™

Los agregados de TDP-43 se localizan principalmente en el citoplasma de las
neuronas, adquiriendo distintas morfologias: “skein-like” (en forma de madeja) de
mayor o menor tamano, en forma de punto, de inclusiones densas redondeadas o en
forma de neuritas de diferente longitud.'® El significado patoldogico de las distintas
morfologias de los agregados no es bien conocido. Con menor frecuencia, también es
posible observarlos en el citoplasma de los oligodendrocitos o como inclusiones

intranucleares en las neuronas.%®

En el espectro ENM-DLFT la cantidad y distribucién de estos agregados en las
neuronas en distintas regiones cerebrales es variable dependiendo de la entidad
clinica. De esta forma, en pacientes con ENM predominan en las neuronas motoras,
mientras que en la DLFT se suelen visualizar en las neuronas de las cortezas frontal y

temporal, donde el proceso neurodegenerativo es mas activo. Sin embargo, con la

32



progresion de la enfermedad se produce una extension de los agregados celulares a
otras areas cerebrales siguiendo ciertos patrones. En este sentido se han propuesto

distintos modelos de progresion en estadios secuenciales definidos.'*"'

En el caso de la ENM, tras la localizacién inicial de los cambios patoldgicos en las
neuronas motoras de la corteza motora, los nucleos motores troncoencefalicos (XII-X,
VII, V) y las neuronas motoras alfa de la médula espinal (estadio 1 de Brettschneider),
se produciria la propagacion a las neuronas del neocértex prefrontal (giro frontal
medio), la formacion reticular del tronco encefalico, los nucleos precerebelosos y el
nucleo rojo (estadio 2), y posteriormente a los girus recto y orbitales del neocortex
prefrontal y luego la neocorteza postcentral y el estriado (estadio 3). En el ultimo
estadio (estadio 4) las inclusiones de TDP-43 fosforilada pueden observarse también

en la porcion anteromedial del I6bulo temporal, incluyendo el hipocampo (Figura 5).4°

Estos patrones de distribucion de la proteinopatia TDP-43 en ENM no son siempre
uniformes, habiéndose descrito otros en los que habria una mayor implicacion de
ganglios basales como el palido, la sustancia nigra y el nucleo subtalamico, que
clinicamente presentan mayor asociacion con deterioro cognitivo y semiologia

extrapiramidal.'2133

Patrones de propagacion similares y complementarios se han descrito para la DLFT,
donde ademas, la distribucion de los agregados inmunorreactivos para TDP-43 en las
distintas capas de las cortezas frontal y temporal, determina una clasificacién de los
distintos subtipos de DLFT (Figura 6), que puede tener su interés dada su asociacion

con diferentes hallazgos clinicos y genéticos .%%'3
Los avances tecnoldgicos e informaticos aplicados al analisis de datos

neuropatoldgicos han permitido el desarrollo de modelos de progresion de la patologia
TDP-43 en ELA, DFT y en otras patologias TDP-43 como el LATE."®
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Anterior

Figura 5. Esquema de los estadios de propagacion de los agregados de proteina TDP-43 en el
espectro ENM-DLFT segun el predominio fenotipico de inicio. A la izquierda, estadios
propuestos para la bvFTD. A la derecha, estadios propuestos para la ENM.

Leyenda: amigdala (A), basal forebrain (BF), caudado y putamen (C/P), hipocampo (H),
regiones 1-2 del cuerno de Ammoén del hipocampo (H.CA1-2), complejo olivar inferior (I0C),
talamo lateral (LT), nucleo mediodorsal talamico (MD), nucleos precerebelosos (PC), nucleo
rojo (R), formacion reticular pontina (RF), sustancia nigra (SN), talamo (T), hipogloso (XII).
Figura extraida de Burrell JR, et al. Lancet. 2016.%°
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Figura 6 - Subtipos principales de DLFT-TDP segun la distribucién de las inclusiones de
TDP-43 en las diferentes capas neocorticales. Tipo A: presencia de abundantes inclusiones
citoplasmaticas neuronales (ICN) en medialuna o en anillo, con abundantes neuritas distroficas,
de predominio en capas corticales superficiales (ll/lll). Tipo B: presencia de numerosas ICN y
escasas neuritas distroficas (ND), distribuidas por todas las capas corticales. Tipo C: presencia
de ND largas de predominio en las capas corticales mas superficiales. Tipo D: presencia de
inclusiones intranucleares neuronales lentiformes con neuritas distréficas cortas. Tipo E:
presencia de NCI granulo-filamentosas y agregados finos puntiformes en el neuropilo en todas
las capas neocorticales, con inclusiones oligodendrogliales curvilineas en la sustancia blanca.
Figura extraida de Lee et al. Acta Neuropathol, 2017.1%

Un caso particular son los pacientes con una expansion patoldgica en el gen C9orf72
(Cromosoma 9 open reading frame 72), en los que ademas de los hallazgos
neuropatologicos clasicamente descritos en la ENM TDP-43, presentan otros
hallazgos especificos. En concreto, presentan inclusiones neuronales citoplasmaticas
e intranucleares que son positivas para ubiquitina y p62, pero negativas para TDP-43,
que contienen proteinas de repeticion de dipéptidos (DPR) resultantes de la traduccién
anormal de las repeticiones expandidas, siendo mas abundantes en el cerebelo, el
hipocampo y el neocortex. Ademas, se identifican también depdsitos de focos de ARN
nuclear en la corteza frontal, el hipocampo y el cerebelo, derivados de la produccion

excesiva de transcritos de C9orf72 expandido.”™ La identificacion de estas
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caracteristicas neuropatolégicas es altamente predictiva de la existencia de la

expansion patolégica de C9orf72 subyacente. '3

En una proporcion menor de pacientes con ENM, pueden observarse agregados de

otras proteinas distintas de TDP-43.

En el caso de pacientes con formas familiares de ELA por mutaciones en el gen
SOD1, se ha descrito una mayor carga lesional en las neuronas de las astas
anteriores medulares con respecto a la primera neurona motora, observandose en las
tinciones inmunohistoquimicas unas inclusiones similares a cuerpos de Lewy que son
positivas para SOD1, ubiquitina y algunas otras proteinas, pero negativas para TDP-43
y FUS.™® Estos hallazgos neuropatoldgicos sugieren que los mecanismos moleculares
en estos pacientes, aunque clinicamente indistinguibles, pueden ser distintos de los de

otras formas de ELA.'

Otro caso llamativo es el de la proteina FUS, una proteina de unién a ARN con
similitudes estructurales y funcionales a TDP-43. FUS, junto con las proteinas EWS y
TAF 15, conforma la familia FET (FUS/EWS/TAF 15), un grupo de proteinas de union a
ARN de una expresion ubicua que se transportan de forma continua entre el nucleo y

el citoplasma gracias a la proteina de importacion nuclear Transportina 1 (Trn1).™!

En pacientes con mutaciones en el gen FUS se produce tipicamente un cuadro de
ELA clasico en cuyo estudio neuropatolégico se pueden observar inclusiones
intracitoplasmaticas de proteina FUS ubiquitinada aislada, sin otras proteinas de la
familia FET, agregada de forma anormal en neuronas y glia."*? De forma anecdética,
se han descrito pacientes con una mutacion subyacente en FUS que se presentan
como DLFT sin ENM."3143

Por otro lado, también se pueden encontrar agregados de FUS con inmunorreactividad
concomitante para otras proteinas de la familia FET y Trn1 en la corteza
frontotemporal de pacientes con un cuadro clasico de DFT, en ausencia de mutaciones
subyacentes en FUS."? Sin embargo, este patron de co-expresion de las inclusiones
FUS asociada a otras proteinas FET también ha sido descrita en casos de ELA sin
mutacion en FUS subyacente.* Debido a esta diferencia de patron de

inmunorreactividad, se ha planteado que el proceso patogénico subyacente sea
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diferente en los casos genéticamente determinados y lo casos sin mutaciones en el
gen FUS.

Finalmente, la presencia concomitante de alteraciones patolégicas de otros procesos
neurodegenerativos, como son los cambios neuropatolégicos de la enfermedad de
Alzheimer o la esclerosis hipocampal, podrian tener un papel relevante en el desarrollo
de sintomas cognitivos conductuales, especialmente en los pacientes de mayor

edad.*®

1.7.4. Correlacion clinico-patoldgica

El espectro ELA-DFT es marcadamente heterogéneo desde el punto de vista clinico
tanto en su forma de inicio como en su evolucién, especialmente con la adicion de los
sintomas cognitivo-conductuales al espectro de la enfermedad. La variabilidad afiadida
por los posibles condicionantes genéticos y las diferentes proteinopatias subyacentes,
incrementan el grado de complejidad y la heterogeneidad de estas entidades. La
complejidad se multiplica si tenemos en cuenta que los sindromes clinicos de DFT
pueden tener sustratos patolégicos, como los agregados de proteina Tau, y bases
genéticas, como las mutaciones en MAPT o GRN, que no comparten superposicion
con la ENM.

En este sentido, los estudios clinico-neuropatoldgicos han demostrado su utilidad en la
profundizacion de nuestro conocimiento sobre la fisiopatologia y el sustrato del
proceso neurodegenerativo, a dia de hoy todavia limitado. Sin embargo, siguen siendo
pocas las series descritas que presenten una correlacion entre las caracteristicas
fenotipicas bien delimitadas junto con los hallazgos neuropatoldgicos especificos
desde una perspectiva mas global, centrandose la mayoria en distintos aspectos

concretos de la patologia. '°"4>-1%
1.8. Bases genéticas del espectro ELA-DFT

1.8.1. Susceptibilidad genética en la ELA

A pesar de no ser considerada primariamente como una enfermedad genéticamente

determinada, los estudios genéticos en pacientes con ELA realizados en las ultimas

37



décadas apuntan a una creciente relevancia del sustrato genético de la enfermedad en

su etiopatogenia, con una arquitectura genética compleja.?’

Se estima que el componente de heredabilidad de la enfermedad basado en variantes
genéticas comunes pueda encontrarse en torno al 20%, comparado con la
heredabilidad general del 60% en estudios de concordancia en gemelos
monocigodticos.** 1% Por otra parte, se han desarrollado modelos matematicos basados
en registros poblacionales, que sugieren que el desarrollo de la ELA puede ser un
proceso de varios “pasos tedricos” que incluyen un riesgo genético por la presencia de
algunas variantes de riesgo y la interaccion con factores ambientales, y cuyo numero
se reduciria en aquellos pacientes que presentan una mutacion subyacente.'s"1%®
Estos resultados resaltan la importancia del componente genético en la patogenia de

la enfermedad.

Aunque la mayoria de casos de ELA son esporadicos, entre un 5-10% de los casos
presentan historia familiar de la enfermedad o de DFT, siendo considerados como
casos de ELA familiar.*® En este grupo de pacientes, que desde el punto de vista
clinico son indistinguibles de los esporadicos en su edad de inicio y curso de la
enfermedad, se identifican mutaciones en los distintos genes causales en dos tercios
de los casos. Mutaciones en estos mismos genes también pueden estar presentes en

un 5-10% de los casos esporadicos, en los se produciria una mutacion de novo. %9715

A lo largo de las ultimas décadas hemos asistido a un crecimiento exponencial en el
numero de genes conocidos en relacion con la ELA.'® Mutaciones en estos genes
podrian generar un incremento de la susceptibilidad a padecer la enfermedad o alterar
el grado de progresion de la misma, la mayoria de ellos con un patron de herencia
autosémico dominante, con grados variables de penetrancia.’’ A dia de hoy se han
descrito mas de 40 genes relacionados de forma consolidada (Tabla 2), si bien las
mutaciones en cinco de ellos (C9orf72, TARDBP, SOD1, FUS y TBK1 (TANK-binding
kinase)) suponen en torno al 70-75% de los casos familiares con filiacién molecular
segun las series,'®"1%® destacando especialmente la expansion patoldgica del
hexanucleétido GGGGCC en una regién intronica del gen C9orf72, que por si sola
supone un 40% de los casos de ELA familiar y un 7% de los esporadicos, si bien es un

hallazgo variable segun las distintas poblaciones.'®416°
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En los ultimos afios se han propuesto algunos modelos alternativos de influencia del
sustrato genético mas alla de la identificacion de variantes individuales, como podrian
ser los modelos oligogénicos y poligénicos, en los que la presencia combinada de
varias o incluso multiples mutaciones de riesgo, podria influir en el desarrollo o

progresion de la enfermedad. 166167

Finalmente, se ha planteado que los cambios epigenéticos y la regulacion de
modificaciones postranscripcionales como la metilacion del ADN, la edicion del ARN o
de las proteinas histonas podrian desempefiar un papel de interés en la patogenia o la
progresion del continuo ELA-DFT, especialmente en los casos esporadicos, si bien se
trata de un campo de reciente interés y su participacion debe ser estudiada en
profundidad.'®®

1.8.2. Superposicion genética en el espectro ELA-DFT

Igual que ocurre desde los aspectos clinico y neuropatolégico, también existe una
importante superposicion entre la ELA y la DFT en las bases genéticas de la

enfermedad.

En la DFT sin ELA asociada, en torno a un 30-40% de los casos presenta
antecedentes familiares de alteraciones cognitivo-conductuales o neuropsiquiatricas y
es considerada como familiar, encontrandose una mutacidon causal en
aproximadamente la mitad de estos casos, con patrones de herencia variable.'170
Aproximadamente la mitad de los casos de DFT con filiacion molecular presentan una
mutacion subyacente en los genes C9orf72, MAPT (Microtubule Associated Protein
Tau) o GRN (granulina), cada una de ellas relacionadas con un sustrato
neuropatoldgico y caracteristicas clinicas diferentes, mientras que variantes en otros
genes son menos frecuentes.'”' Como ejemplo, mutaciones en GRN conducen al
desarrollo de un cuadro de DFT, manifestandose predominantemente como una
bvFTD, muy raramente asociada a ENM, y caracterizada neuropatolégicamente por el
dep6sito de TDP-43 fosforilada con una distribucion cortical de subtipo A de DLFT
(Figura 6)."2
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Tabla 2. Listado de genes relacionados con ELA. Adaptada de Wang et al. Front Neurosci, 2023."%°

Aino | Gen Herencia Superposicion Funciones Probables
2021 | SPTLC1 AD ELA; HSP; CMT Sintesis de esfingolipidos
2020 | WDR7 &? ELA Flujo de calcio; liberacidon de neurotransmisores
2020 | CAvV1 &? ELA Homeostasis de calcio intracelular
2019 | GLT8D1 AD ELA Sintesis de gangliésidos
2019 | ARPP21 &? ELA Factor neurotdxico sinérgico a GLT8D1
2019 | DNAJC7 AD/AR ELA Homeostasis proteica
2018 | KIF5A AD ELA; HSP; CMT2 | Trafico intracelular; defecto axonal
2017 | TIA1 AD ELA Acumulacion de TDP-43; metabolismo ARN
2017 | ANXA11 0? ELA; DFT Unién de fosfolipidos vy calcio
2016 | CCNF AD ELA; DFT Autofagia; defectos axonales; agregacion de proteinas
2016 | NEK1 AD ELA Ciclos celulares; reparacion ADN; formacion de cilios
2016 | C210RF2 AD ELA Formacion cilios; reparacion ADN; funcion mitocondrial
2015 | TBK1 AD ELA; DFT Autofagia; neuroinflamacion
2014 | CHCHD10 AD ELA; DFT; ataxia | Funciéon mitocondrial
2014 | MATR3 AD ELA; DFT Ribostasis
2014 | TUBA4A AD ELA; DFT Organizacion del citoesqueleto; transporte axonal
2013 | ERBB4 AD ELA Desarrollo neuronal
2013 | HNRNPA2B1 | AD; FR ELA; miopatia; | Ribostasis
demencia
2013 | HNRNPA1 AD; FR ELA; miopatia; | Ribostasis
demencia
2012 | ATXN1 FR ELA Transporte nucleocitoplasmico
2012 | EPHA4 0? ELA; ataxia Degeneracién axonal
2012 | PFN1 AD ELA Citoesqueleto; crecimiento y transporte axonal
2011 | C9ORF72 AD ELA; DFT Trafico intracelular; autofagia; estasis proteica;
transporte nucleocitoplasmico
2011 | SQSTM1 AD ELA; DFT Autofagia; neuroinflamacién
2011 | UBQLNZ2 Ligadoa X | ELA; DFT Estasis proteica
2010 | SIGMAR1 AD/AR ELA; DFT Alteracion del proteasoma; trafico intracelular
2010 | ATXN2 AD ELA; SCA2 Ribostasis
2010 | OPTN AD/AR ELA; DFT Autofagia; neuroinflamacion
2010 | SPG11 AR ELA; HSP; CMT | Dafo en el ADN
2010 | VCP AD ELA; DFT Estasis proteica
2009 | ANG FR ELA; DFT Angiogénesis
2009 | FIG4 AD ELA Trafico intracelular
2009 | UNC13A o? ELA; DFT Funcién sinaptica
2009 | ELP3 o? ELA Ribostasis; integridad del citoesqueleto
2009 | FUS AD/AR ELA; DFT Ribostasis
2008 | TARDBP AD/AR ELA; DFT Ribostasis
2006 | CHMP2B AD ELA; DFT Estasis proteica; trafico vesicular
2004 | HFE &? ELA; EA; PD Homeostasis de hierro
2004 | VAPB AD ELA Estasis proteica
2003 | DCTN1 AD; FR ELA Transporte axonal
2001 | ALS2 AR ELA Trafico vesicular
1998 | SETX AD ELA Ribostasis
1994 | NEFH AD; FR ELA Transporte axonal
1993 | SOD1 AD/AR ELA Estasis proteica; estrés oxidativo

Leyenda: AD, autosémico dominante; AR, autosomico recesivo; CMT2, Charcot-Marie-Tooth tipo 2; DFT,
demencia frontotemporal; EA, enfermedad de Alzheimer; ELA, esclerosis lateral amiotréfica; FR, factor de riesgo;
HSP, paraparesia espastica hereditaria; PD, enfermedad de Parkinson; SCA2, ataxia espinocerebelosa tipo 2.
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La heterogeneidad de los sindromes clinicos de DFT, que muestran una asociacién
variable con la ENM, asi como la importante variabilidad de la neuropatologia
subyacente, afiaden una capa de complejidad a esta entidad. La magnitud de la
heredabilidad varia a lo largo del espectro de fenotipos clinicos, siendo la bvFTD
(48%) y la ELA-DFT (10-40%) las que muestran una mayor historia familiar y carga
genéticas, mientras que esto es de menor relevancia en las APP (12%), especialmente

en su variante semantica.'”®

A dia de hoy son varios los genes causales identificados que pueden conducir al
desarrollo de un cuadro de ELA, DFT o ambos (Tabla 2), cada uno de ellos con una
frecuencia y una penetrancia variables. Entre ellos, destacan por su frecuencia los
genes TARDBP, VCP (Valosin containing protein), CHMP2B (charged multivesicular
body protein 2B), SQSTM1 (Sequestosome 1), UBQLN1 o TBK1, pero especialmente
C9orf72.160.163

Desde su identificacién en 2011, la expansion patolégica del hexanucleétido GGGGCC
en una region no codificante del gen C9orf72 se ha consolidado como la causa
genética mas comun en ELA, DFT y la combinacién ELA-DFT, considerandose
responsable del 11% del total de casos de ELA y el 13% de DFT, especialmente
relacionado con la variante conductual.’®'"* Su expresividad fenotipica es variable, de
modo que también se ha relacionado de forma mas inhabitual con cuadros
sindrémicamente mas similares a trastornos extrapiramidales, hipercinéticos y con
clinica neuropsiquiatrica florida."”>'"® La penetrancia de los distintos fenotipos segun la

edad es también irregular, incrementandose con la edad."”

Aunque no se conocen del todo las funciones fisiolégicas de C9orf72, se cree que
tiene una funcién esencial en los procesos de autofagia y en el mantenimiento de la
homeostasis neuronal.”® Del mismo modo, los mecanismos patogénicos por los
cuales la expansion patologica de C9orf72 podria conducir a la muerte neuronal y el
proceso neurodegenerativo tampoco son bien conocidos. Las teorias mas prominentes
proponen un mecanismo toxico secundario a la acumulacion excesiva de ARN
sobreproducido por la expansion, o bien debido al acumulo de proteinas de repeticion
de dipéptidos derivada de la traduccidon no convencional de la expansién, si bien
también se ha propuesto que pueda producirse un fendémeno de

haploinsuficiencia.’®*'"® Es posible que varios de estos mecanismos tengan una
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participacion conjunta en el proceso de toxicidad neuronal y ulterior

neurodegeneracion.'®

Es importante reconocer que son varias las vias fisiopatolégicas o mecanisticas que
se ven implicadas de forma repetida en la fisiopatologia de la ELA y la DFT, que en
parte hemos ido descubriendo gracias a la identificacion de algunos de estos genes

causales y la funcion de los mismos.’

1.8.2. Estudios genéticos e identificacion de nuevos genes causales

A lo largo de los ultimos afos han sido muchos los métodos empleados para la
identificacion de potenciales genes candidatos causales de enfermedad. Uno de los
mas frecuentemente usados, de especial utilidad en casos con patron de herencia
mendeliana autosémico dominante con elevada penetrancia, es mediante el analisis
de ligamiento.' Este método analiza la segregacion de la enfermedad con
marcadores genéticos concretos en familias con casos de ELA familiar, permitiendo
identificar loci asociados con la enfermedad y eventualmente genes concretos

localizados su proximidad, como ocurrié en el caso de genes como SOD7 o FUS."8"182

Otras muchas variantes han podido ser identificadas gracias a la combinacion de
esfuerzos colectivos en grandes estudios estudios gendmicos, utilizando datos de
secuenciaciéon completa del genoma (Whole Genome Sequencing - WGS) en

iniciativas como la del Project MinE Consortium (https://www.projectmine.com/), que

incluye datos de secuenciacién genémica de mas de 15.000 pacientes con ELA y mas
de 7.500 controles sanos.'® Estos estudios sugieren que la base genética de la ELA
podria sustentarse fundamentalmente en variantes raras, al contrario que otras
enfermedades como la esquizofrenia, que estan asociadas con un gran nimero de

variantes comunes.'®

A pesar de todo, el significado clinico de algunas de estas variables resulta incierto,
careciendo en muchos casos de una evidencia sdlida de asociacion causal entre las
variantes y el desarrollo de la enfermedad, especialmente en pacientes con ELA
esporadica. Son necesarios estudios de replicacion, estudios poblacionales y pruebas

funcionales para la confirmacion de su patogenicidad.®
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Es importante recalcar que, a pesar de los sucesivos avances en este campo, hasta
en un tercio de los pacientes con ELA familiar no se encuentra una variante genética
subyacente pese a haberse realizado un estudio genético amplio de los genes
conocidos, lo cual sugiere que todavia existen multiples genes todavia no identificados
que pueden tener una papel relevante en el sustrato molecular de la enfermedad. 2-2°
La identificacion y estudio de estas variantes puede llevar a importantes avances en
nuestra comprension del funcionamiento del cerebro y las bases fisiopatoldgicas del
espectro ELA-DFT, y eventualmente abrir la puerta al desarrollo de tratamientos

dirigidos molecularmente que potencialmente modifican la enfermedad.®°
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2. Hipotesis

Hipotesis principal:

El espectro de enfermedad ENM-DLFT es muy heterogéneo desde los puntos de vista
clinico-fenotipico, neuropatologico y genético, existiendo una importante superposicion
entre ENM y DLFT. El estudio neuropatoldgico y el descubrimiento de nuevos genes
causantes deben ampliar nuestro conocimiento de la enfermedad y ayudar en la
definicion de subgrupos homogéneos de enfermedad para ayudar en su

caracterizacion.
Hipoétesis especificas:

- En ausencia de biomarcadores diagnésticos fiables, la neuropatologia debe ser
una herramienta muy util para el estudio detallado de casos vy la tipificacion
multiparamétrica de pacientes con ELA, asi como para el conocimiento de las

bases moleculares de la enfermedad.

- La deteccion de picos de incidencia de casos de ELA en regiones geograficas
restringidas, especialmente cuando estos son familiares, pueden sugerir la

existencia de una causa genética subyacente.
- La identificacion de nuevos genes causales de enfermedad debe resultar util

para profundizar nuestro conocimiento en la etiopatogenia de la ELA y las vias

fisiopatoldgicas implicadas, asi como ayudar en el diagnéstico de los pacientes.
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3. Objetivos

Objetivo principal:

Profundizar en el conocimiento sobre las caracteristicas clinicas, genéticas y
neuropatoldgicas constitutivas, su interrelacién e implicaciones en la nosologia del
espectro ENM-DLFT.

Objetivos especificos:

- Describir las caracteristicas clinicas, neuropatoldgicas y genéticas del espectro
ENM-DLFT en pacientes con una confirmacion diagndstica neuropatolégica de
ENM.

- Analizar la correspondencia entre los hallazgos neuropatolédgicos, clinicos y

genéticos para definir subgrupos especificos.

- ldentificar una posible mutacion causal de ELA en genes hasta ahora no
relacionados con la enfermedad, en pacientes provenientes de la regién
sudeste de La Rioja, donde se ha detectado un aumento de la incidencia de

casos, con una inusual frecuencia de formas familiares.
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Clinicopathological correlates in the
frontotemporal lobar degeneration-motor
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Alvaro Carbayo,* Sergi Borrego-Ecija,* Janina Turon-Sans,
Elena Cortés-Vicente,"** Laura Molina-Porcel,** Jordi Gascén-Bayarri,°
Miguel Angel Rubio,” Ménica Povedano,® (®Josep Gdmez,’ Javier Sotoca,®
Raul Juntas-Morales,'° Miriam Almendrote,* ®Marta Marquié,'? ®Raquel Sdnchez-Valle,*
Ignacio Illan-Gala,**** Oriol Dols-Icardo,"*'* Sara Rubio-Guerra,'*'* Sara Bernal,>*°
Malr‘ta-Caballe;ro-Avila,’1’2’3 Ana Vesperinas, > Ellen Gelpi>'®*
and Ricard Rojas-Garcia™*>1

1,2,3

TThese authors contributed equally to this work.

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a devastating motor neuron disease (MND) that shares a common clinical, gen-
etic and pathologic spectrum with frontotemporal dementia (FTD). It is highly heterogeneous in its presentation and
features. Up to 50% of patients with MND develop cognitive-behavioural symptoms during the course of the disease,
meeting criteria for FTD in 10%-15% of cases. In the absence of a precise biomarker, neuropathology is still a valuable
tool to understand disease nosology, reach a definite diagnostic confirmation and help define specific subgroups of
patients with common phenotypic, genetic and biomarker profiles. However, few neuropathological series have
been published, and the frequency of frontotemporal lobar degeneration (FTLD) in MND is difficult to estimate.

In this work we describe a large clinicopathological series of MND patients, analysing the frequency of concurrent FTLD
changes and trying to define specific subgroups of patients based on their clinical, genetic and pathological characteristics.
We performed an observational, retrospective, multicentre case study. We included all cases meeting neuropathological
criteria for MND from the Neurological Tissue Bank of the FRCB-IDIBAPS-Hospital Clinic Barcelona Biobank between 1994
and 2022, regardless of their last clinical diagnosis. While brain donation is encouraged in all patients, it is performed in
very few, and representativeness of the cohort might notbe precise for all patients with MND. We retrospectively reviewed
clinical and neuropathological data and describe the main clinical, genetic and pathogenic features, comparing neuro-
pathologic groups between MND with and without FTLD changes and aiming to define specific subgroups.

We included brain samples from 124 patients, 44 of whom (35.5%) had FTLD neuropathologic features (i.e. FTLD-MND).
Pathologic TDP-43 aggregates were present in 93.6% of the cohort and were more extensive (higher Brettschneider stage)
in those with concurrent FTLD (P < 0.001). Motor symptom onset was more frequent in the bulbar region in FTLD-MND
cases thanin those with isolated MND (P = 0.023), with no differences in survival. We observed a better clinicopathological
correlation in the MND group than in the FTLD-MND group (93.8% versus 61.4%; P < 0.001). Pathogenic genetic variants
were more common in the FTLD-MND group, especially C9orf72.

We describe a frequency of FTLD of 35.5% in our series of neuropathologically confirmed cases of MND. The FTLD-MND
spectrum is highly heterogeneous in all aspects, especially in patients with FTLD, in whom it is particularly difficult to de-
fine specific subgroups. In the absence of definite biomarkers, neuropathology remains a valuable tool for a definite diag-
nosis, increasing our knowledge in disease nosology.
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Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a devastating neurodegen-
erative disorder characterized by progressive muscle weakness
and atrophy due to progressive degeneration of motor neurons
in the brain and spinal cord, leading to respiratory insufficiency
and death within a mean of 3 to 5 years.” Cognitive and behaviour-
al impairment is recognized as part of the disease and present in
approximately 50% of patients, while 10%-20% fulfil clinical diag-
nostic criteria for any of the clinical variants of frontotemporal
dementia (FTD), especially the behavioural variant (bvFTD).>*
Furthermore, around 12% of patients with FTD develop clinical mo-
tor neuron impairment, and up to 40% show minor clinical or
neurophysiological motor signs.* Hence, motor neuron disease
(MND) and FTD are now considered to be part of the same disease
spectrum. At neuropathological examination, most ALS patients
and up to half of FTD patients present pathological cytoplasmic
neuronal aggregates of TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) in
several brain and spinal cord regions.” The two diseases also share
a common genetic background, with mutations in genes such as
hexanucleotide expansion in chromosome 9 open reading frame
72 (C9orf72), tank-binding kinase 1 (TBK1) and TAR DNA-binding
protein (TARDBP) as some of the most commonly seen mutations
as causative for the disease.

The clinical presentation of ALS is highly heterogeneous consid-
ering the variability in phenotype and disease course, and it be-
comes even more so with the addition of cognitive-behavioural
symptoms, especially with the added possibility of an underlying
causative genetic mutation and the nature of protein aggregates.
A definite biomarker for the diagnosis of ALS is lacking, and diagno-
sis currently relies on sets of consensus criteria based on clinical
features, updated over time to increase sensitivity.®’ It is, there-
fore, necessary to define and characterize specific subgroups of pa-
tients with common and relatively homogeneous phenotypic and
genetic characteristics that correlate with a biomarker profile and
neuropathological features. Our still very limited knowledge of
the pathophysiology of the disease hinders the design of future no-
vel molecular targeted treatments. In this context, neuropathology
remains the current reference for a definite diagnosis of the fronto-
temporal lobar degeneration (FTLD)-MND spectrum and is invalu-
able to understanding the molecular basis of the disease and its
pathophysiology. Nevertheless, few clinicopathological series
have been published so far,® " making it difficult to estimate the
frequency of FTLD in MND.

In this work, we describe a clinico-neuropathological series of
124 patients with MND with or without concurrent FTLD. We de-
scribe their main clinical, pathological and genetic features,
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compare the two groups (MND versus MND-FTLD) and discuss the
clinicopathological correlation.

Materials and methods

We performed an observational, retrospective, multicentre, retro-
spective cohort study. We selected all cases meeting neuropatho-
logical criteria for MND from the Neurological Tissue Bank of the
FRCB-IDIBAPS-Hospital Clinic Barcelona Biobank register be-
tween January 1994 and November 2022, irrespective of their
last clinical diagnosis. These cases included brain donations
from 13 hospitals and tertiary care centres in the province of
Barcelona, Spain.

The Neurological Tissue Bank is a brain tissue repository for all
neurodegenerative diseases and receives altruistic donations from
patients with a wide range of neurodegenerative conditions. While
brain donation is encouraged in all patients, especially in tertiary
care hospitals, this takes place in very few cases. Considering a
stable incidence of MND among several populations (2-3 cases/
100000 population/year),’? between 1994 and 2022 we estimated
an expected number of 3080 ALS cases in the province of
Barcelona (population of 5.5 million). The patients included in our
series (n=124) therefore represent approximately 4% of the total
ALS cases. Cases with motor neuron loss in the context of advanced
stages of other neurodegenerative disorders were excluded. Other
exclusion criteria were lack of adequate clinical information and in-
complete or equivocal clinical data. Patients were divided into two
groups depending on whether or not they had concurrent FTLD
pathology changes.

Cases were systematically studied as part of the routine neuro-
pathological diagnostic practice. Post-mortem neuropathological
studies were performed at the Neurological Tissue Bank of the
Biobanc-Hospital Clinic-IDIBAPS, as previously reported accord-
ing to standardized protocols and following BrainNet Europe II
recommendations (www.brainnet-europe.org).’> A minimum
of 25 representative brain areas were embedded in paraffin,
cut at 5pm and stained with haematoxylin and eosin and
Luxol Fast Blue in selected brain areas. Immunohistochemistry
was performed using antibodies anti-BA4, anti-pTau, anti-RD3
and anti-RD4 Tau, anti-a-synuclein, anti a-internexin, anti-FUS and
anti-TDP-43, pTDP-43, anti-ubiquitin, anti-p62, anti-transportin
and anti-TAF15. Immunoreaction was visualized using the
EnVision+ system peroxidase procedure (DAKO). Antibodies used
for immunohistochemistry and their pretreatments are listed in
Supplementary Table 1.

MND was defined as a loss of motor neurons and gliosis in pri-
mary motor cortex and/or signs of corticospinal tract degeneration
at the level of the spinal cord (upper motor neuron, UMN), in the nu-
clei of the hypoglossus nerve in the medulla oblongata and/or in the
anterior horn of the spinal cord at any level (lower motor neuron,
LMN), or both. All cases were staged following the criteria proposed
by Brettschneider™ for ALS, according to which, presence of TDP-43
aggregates was categorized following a semiquantitative rating
scale (0, not detectable or <2 aggregates per region; +, mild; ++,
moderate; +++, severe/numerous). Presence of any pathologic
TDP-43 aggregates in the region of the highest-ranked stage de-
fined the final neuropathologic Brettschneider stage. The presence
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of glial/oligodendroglial TDP-43 aggregates was recorded but
was not graded separately. FTLD was defined as a macro- or
microscopic frontotemporal lobar degeneration pattern with
neuronal loss, gliosis and/or a superficial laminar sclerosis in
the frontal and/or temporal lobes.*® FTLD TDP subtype classifica-
tion was performed based on TDP-43 or pTDP-43 immunohisto-
chemistry following current recommendations.’® Pathological
subtypes of FTLD-FUS were classified according to current
recommendations.”’

Specific immunostains were performed retroactively and re-
viewed thoroughly for cases studied prior to the description of
TDP-43° and FUS'® protein aggregates or the specific pathology as-
sociated with C9orf72 expansion.™

Concurrent pathologies were categorized and staged according
to respective current criteria: neurofibrillary pathology was staged
according to Braak criteria,?® amyloid- phases were evaluated ac-
cording to Thal criteria?’ and the neuritic plaque score was as-
sessed according to the Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer Disease criteria.”? Argyrophilic grain disease (AGD) was
staged according to Saito criteria.?®

Medical records were retrospectively reviewed by the neurolo-
gists responsible for the care of patients during life, and a form
with the requested clinical information was filled in. The demo-
graphic variables and clinical features recorded were sex, age at
onset of each individual motor and cognitive symptom, and age
at death.

Clinical diagnosis of MND was made according to the revised
diagnostic criteria of El Escorial, meeting criteria for definite, prob-
able, and probable laboratory-supported ALS.®’ Patients clinically
diagnosed with FTD or other cognitive predominant neurodegen-
erative diseases were not systematically screened for MND.
Neurophysiological studies and specific evaluation by MND specia-
lists were only performed when considered necessary by the treat-
ing neurologist.

Patients’ motor phenotypes were categorized as progressive
muscular atrophy (PMA) when only LMN signs were present,
primary lateral sclerosis (PLS) when only UMN signs were
present and ALS when both signs were evident. Clinical and
semiological variables included were the region of motor symp-
toms onset (spinal/bulbar), site of onset (bulbar/upper or lower
limbs/proximal or distal), clinical diagnosis at death or last
visit and presence of bulbar symptoms such as dysarthria and
dysphagia.

We recorded cognitive and behavioural symptoms and FTD
diagnosis according to the expert opinion of the treating neurolo-
gist. Neuropsychological testing has been performed systematical-
ly in all cases since 2015 but was previously assessed only when
patients or relatives reported cognitive or behavioural symptoms
or when these were suspected by the neurologist. Clinical diagno-
sis of FTD was made according to current criteria for FTD and
its variants [bvFTD, semantic variant (sv-PPA) or non-fluent var-
iants (nfv-PPA) of primary progressive aphasia (PPA)].2*?¢
Patients with cognitive or behavioural impairment who did not
fulfil the criteria for FTD were classified as ALS-ci/bi.>* Clinical
diagnosis of progressive supranuclear palsy (PSP),%” corticobasal
degeneration (CBD),”® Alzheimer’s disease (AD)*’ and Lewy body
dementia (LBD)*° was made following current criteria. Family his-
tory of ALS, FTD and other neurodegenerative diseases was also
recorded.
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Table 1 Clinical, neuropathological and genetic features of the neuropathologically confirmed MND series

Total FTLD-MND MND P-value
n=124 n=44 (35.5%) n =80 (64.4%)
Demographic features
Male (%)/female 69 (55.6)/55 28 (63.6)/16 41 (51.2)/39 ns (0.18)
Patients from third level hospital (%) 102 (82.3) 28 (63.6) 74 (92.5) <0.001
Motor symptoms (%) 114 (91.9) 34 (77.3) 80 (100) <0.001

Motor onset age, years (SD) 62.58 (13.2) 64.55 (12.2) 61.72 (13.6) ns (0.32)

Mean MND duration, months (SD) 37.15 (28.8) 34.84 (32.9) 38.20 (27.3) ns (0.59)

Bulbar onset (%) 31(27.7) 14 (42.4) 17 (21.5) 0.023

Age at death, years (SD) 66.35 (12.6) 68.64 (10.4) 65.09 (13.5) ns (0.11)

Cognitive symptoms (%) 48 (38.7) 39 (88.6) 9(11.3) <0.001

Clinical FTD diagnosis (%) 35(28.2) 30 (68.2) 5 (6.3) <0.001

Clinical diagnosis
Last diagnosis before death <0.001

FTD (%) 5 (4.0) 52 (11.4) 0 -

FTD-MND (%) 32 (25.8) 27° (61.4) 5(6.3) -

MND (%) 82 (66.1) 7 (15.9) 75 (93.8) -

Other non-motor neurodegenerative (%) 5 (4.0) 5(11.4) 0 -
Diagnostic accuracy (matching clinic-pathological diagnosis), (%) 102/124 (82.3) 27/44 (61.4) 75/80 (93.8) <0.001

Neuropathology
Brain weight (g), mean (SD) 1239.67 (147.6) 1194.5 (138.2) 1264.2 (147.6) 0.012
Protein deposit in motor neurons 0.007

TDP43 (%) 104 (83.9) 31(70.5) 73 (91.3) -

TDP43—C9 pathology (%) 12 (9.7) 10 (22.7) 2(2.5) <0.001

FUS-FET (%) 5 (4.0) 2 (4.5) 3(3.8) -

PrPsc (VPSPr) (%) 2(1.6) 1(2.3) 1(1.3) -

No inclusions (%) 1(0.8) 0 1(1.3) -
Brettschneider stage 1/2/3/4 (median) 13/27/21/43 (3) 2/2/3/27 (4) 11/25/18/16 (2) <0.001
No UMN loss (%) 6(4.8) 3(7) 3(3.8) ns (0.34)

Genetic mutations, n (%) 18 (14.5%) 14 (31.8) 4(5.0) <0.001

C90172 (%) 12 (9.7%) 10 (22.7) 2(2.5) <0.001

TARDBP (%) 1(0.8%) 0 1 -

VCP (%) 1(0.8%) 0 1 -

TBK1 (%) 1(0.8%) 1 0 -

SQSTM1 (%) 2 (1.6%) 2 0 -

Taf15 (%) 1(0.8%) 1 0 -

A definite diagnosis was made according to neuropathologic characteristics and the comparison between neuropathologic groups. bvFTD = behavioural variant-frontotemporal
dementia; CJD = Creutzfeldt-Jakob disease; FTD = frontotemporal dementia; FTLD = frontotemporal lobar degeneration; MND = motor neuron disease; nfv-PPA = non-fluent
variant-primary progressive aphasia; ns = not significant; PrPsc = prion protein abnormal isoform; SD = standard deviation; sv-PPA = semantic variant-primary progressive

aphasia; UMN = upper motor neuron.
#Cases of FTD included two with sv-PPA and three with bvFTD.
PCases of FTD in this group included two with nfv-PPA and 24 with bvFTD.

DNA was extracted from fresh-frozen cerebellum using the QlAamp
DNA Mini kit for DNA purification from tissues (Qiagen Co.) follow-
ing the manufacturer’s instructions. In post-mortem tissue, we per-
formed systematic screening for potential C9orf72 expansion
mutation carriers searching for ubiquitin/p62-positive inclusions
in the cerebellum and hippocampus as surrogate and as previously
reported.” The C9orf72 repeat was confirmed in suspected cases by
repeat-primed PCR and fragment-length analysis. Other mutations
were not identified by systematic screening of all patients but
were identified in the framework of previous studies or by specific
protocols in highly specialized units. In mutation carriers, informa-
tion concerning other affected family members was not available.

Statistical analysis was done using the Statistical Package for Social
Sciences (version 27.0, SPSSInc). Comparisons between neuropatholo-
gic groups (MND versus FTLD-MND) and clinical, demographic, and

genetic data were performed by chi-square or Fisher tests for categor-
ical data and Student’s t-test or Kruskal-Wallis test for ordinal and con-
tinuous data. Survival analysis was performed using the Kaplan-Meier
method. Statistical significance was set at P < 0.05 for all analyses.

This study was conducted with the approval of the Ethics
Committee of the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona,
Spain. All individuals were brain donors and they or their relatives
provided informed consent for the use of brain tissue for diagnostic
and research purposes at the Neurological Tissue Bank of the
Biobanc-Hospital Clinic-FRCB-IDIBAPS.

Results

One-hundred and twenty-four patients fulfilled the inclusion cri-
teria, 55.65% of whom were males (n=69). Mean age at death and
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Figure 1 Motor neuron disease (MND) and frontotemporal lobar degeneration (FTLD)-MND distribution of the cohort’s main clinical, neuropathologic
and genetic features. The bar plot visually represents the distribution of the cohort’s main features. The columns represent the absolute count (n) of
patients in both neuropathological groups for every feature: MND on the left (n = 80) and FTLD on the right (n = 44). Note the global heterogeneity among
both groups in every characteristic analysed, especially in the FTLD-MND group.

brain donation was 66.35 years [standard deviation (SD) 12.55].
Primary neuropathological diagnosis was isolated MND in 64.4%
(n=80) and FTLD-MND in the remaining 35.5% of individuals
(n=44). Of the 124 patients, 102 (82.26%) were referred by neurolo-
gists from third-level healthcare centres, and the others were re-
ferred from lower complexity facilities. Patients with MND were
more frequently referred from third-level hospitals than patients
with FTLD-MND (P < 0.001). Characteristics of the study cohort are
reported in Table 1. No differences were found between neuropatho-
logical groups regarding the main demographic characteristics.

Neuropathology

Mean brain weight was significantly lower in patients with
FTLD-MND neuropathology (1194.5 g in FTLD-MND versus 1264.2 g
in MND; P =0.012).

In terms of protein deposition, we found TDP-43 protein aggre-
gates in 93.55% of patients (n=116), 12 of whom (9.68% of the total)
had concurrent specific C9orf72 mutation pathology with ubiquitin-
and p62-positive, TDP-43-negative neuronal cytoplasmic and intra-
nuclear inclusions containing dipeptide-repeat proteins, most
abundant in the cerebellum, hippocampus and neocortex, as previ-
ously described.*®*">? Five patients (4.03%) showed FET (FUS) pro-
tein aggregates. Two of these five patients had concurrent FTLD
pathology. In two other patients (2%), MND was related to prion
pathology (variably protease sensitive prionopathy, VPSPr), one
with the typical FTLD pattern.* Finally, one patient had extensive
motor neuron loss but no identifiable protein inclusions. No differ-
ences were found between MND or FTLD-MND in terms of type of
protein deposition other than those related to C9orf72 pathology.

We stratified the distribution of TDP-43 pathology according to
the Brettschneider score for ALS (Fig. 1 and Table 1). The score
was not strictly applicable in 12 individuals because despite the
presence of TDP43 aggregates in the anterior temporal lobe and/or

hippocampus (i.e. stage 4), they lacked protein deposits in other
brain regions required for stages 2 or 3. These patients were no dif-
ferent from the others regarding the frequency of cognitive symp-
toms (P=0.124), age at onset (P=0.778) or death (P=0.378). Only
two patients exceeded 80 years of age at the time of death.

Regarding protein deposit within FTLD pathology (n = 44), 40 cases
had TDP-43 aggregates and four did not. In the former group, distribu-
tion of TDP-43 within frontal cortical layers followed a type AFTLD pat-
ternin 4 cases, a type B pattern in 21 cases and type Cin 2 cases. In the
remaining 13 cases, the pattern was unclassifiable or showed a mix-
ture of types A/B. In the group with FTLD pathology but no TDP-43 ag-
gregates, we found two FTLD cases associated with FUS-pathology
[one in the form of basophilic inclusion body disease (BIBD) and the
other with features of atypical FTLD-U (aFTLD-U)], one case associated
with prion disease (VPSPr) and one FTLD-MND case with Tau
inclusions.

Most patients showed involvement in both UMN and LMN.
However, we found a variable degree—and even absence—of neuron-
al degeneration in either the UMN or LMN. Six patients had isolated
LMN disease (LMNd) (4.8%). Three of the six also showed a typical
FTLD pattern and one had isolated UMN disease (0.8%). Figure 2 illus-
trates the main neuropathologic features of the MND-FTLD spectrum.

Clinical characteristics according to the neuropathologic
groups: MND versus FTLD-MND

Motor symptoms

In the FTLD-MND neuropathologic group, 10 subjects (9.06%)
never reported motor neuron symptoms during life despite neuro-
pathological motor neuron loss and corticospinal tract degener-
ation. They received a late clinical diagnosis of FTD (three bvFTD,
two PPA) and other neurodegenerative diseases (two CBD, one
PSP, one AD and one LBD). In contrast, all patients in the ‘isolated
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Figure 2 Representation of the neuropathological overlap between motor neuron disease (MND) and frontotemporal lobar degeneration (FTLD). Gross
examination (A and B), histological overview (C and D) (Kliiver-Barrera/Luxol Fast Blue) and immunohistochemistry. Macroscopic thinning of anterior
roots of the spinal cord in amyotrophic lateral sclerosis (ALS) (A) may be associated with a narrowing of gyri in fronto-temporal regions and ventricular
enlargement (B). The major neuropathological features of ALS are a secondary degeneration of the corticospinal tracts due to the loss of upper motor
neurons and extensive loss of lower motor neurons in the brainstem and/or anterior horn cells. (C) Cross-section through the thoracic spinal cord
shows prominent degeneration of the lateral and anterior corticospinal tract and atrophy of the anterior horns (Kliiver-Barrera; blue colour highlights

(continued)
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MND’ group presented motor neuron symptoms, these being more
frequent than in the FTLD-MND group (P <0.001).

Among the whole group, when motor neuron symptoms were
present (n=114), onset was in the bulbar region in 31 (27.7%)
patients. This was more frequently observed in the FTLD-MND
group (42.4%, n=14) than in the group with MND only (21.5%,
n=17), (P=0.023). The rest of the cohort (72.3%, n=383) had spinal
onset, in which distal upper limb impairment was significantly
more frequent in the FTLD-MND group than in the MND-only group
(57.9% versus 21%, respectively) (P =0.003). Of the remaining three
patients, one presented with respiratory onset; however, this infor-
mation was not available for the other two patients. Patients with a
bulbar onset were older than those with spinal onset at the time of
disease debut (68.37 versus 61.09 years, P=0.011) and at death
(69.97 versus 64.62 years, P =0.024), but no differences were found
in terms of disease duration or survival (30.26 months for bulbar
onset versus 37.71 months for spinal onset, P =0.21).

The initial motor phenotype was ALS in 86 patients (69.35%),
LMNd in 14 (11.29%), PLS in four (3.23%) and progressive bulbar
palsy in six (4.84%). This information was not available for four pa-
tients (3.23%). No differences were found between MND or
FTLD-MND patients regarding motor phenotype distribution.

Cognitive and behavioural symptoms

Cognitive or behavioural impairment during clinical follow-up was
observed in 38.71% of patients (n =48). We found that 39 of the 124
cases (31.45% of the overall cohort) met the clinical criteria for FTD
(35 bvFTD, 4 PPA). The proportion of patients with cognitive or be-
havioural symptoms was higher in the FTLD-MND neuropatho-
logical group (88.6%, n=39) than in the MND group (13.3%, n=9)
(P <0.001). Furthermore, in the FTLD-MND group, 67.4% of patients
received a clinical diagnosis of FTD (n = 29), significantly more than
those in the MND group (6.3%, n=5) (P <0.001).

In the group of patients with isolated MND but no FTLD path-
ology, five patients who had received a clinical diagnosis of
FTD-MND (bvFTD) showed no matching FTLD features in neuro-
pathology. However, they displayed other neuropathologic
changes that could explain the cognitive-behavioural impair-
ments: (i) one had prion disease with a spinal onset FTD-MND
phenotype and a disease duration of 6 years; (ii) one patient had
prominent cognitive and behavioural symptoms with extensive
AD pathology (stage VI of Braak); and (iii) three patients had an
FTD-MND related genetic variant (C9orf72, VCP and TARDBP).
The patient with a C90rf72 mutation presented extensive extramo-
tor TDP-43 pathology (Brettschneider stage 4) and showed asso-
ciated neurofibrillary pathology (Braak III) with amyloid-®
deposits (Thal stage I1I). The patient with a TARDBP mutation®? pre-
sented mild cognitive impairment but prominent behavioural
symptoms meeting the criteria for bvFTD. This patient’s neuro-
pathological examination showed extramotor TDP-43 pathology
(Brettschneider stage 4) with abundant TDP-43 inclusions and glio-
sis in the amygdala and, to a lesser extent, in the thalamus and

Figure 2 (Continued)
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hippocampal dentate gyrus. Lastly, the VCP mutation carrier
(Individual 13), who died at the age of 82, presented with cognitive
and behavioural impairment that met bvFTD criteria, while neuro-
pathology revealed restricted MND (Brettschneider stage I) but add-
itional AGD (Saito I) and neurofibrillar pathology (Braak stage II).

Four patients, all from the FTLD-MND pathology group, pre-
sented language impairment as a main clinical feature (i.e. PPA).
Two of the four never presented motor symptoms and their final
clinical diagnosis was sv-PPA; the other two had a nfv-PPA com-
bined with MND.

Clinicopathological diagnostic correlation

Table 1 and Fig. 1 show the distribution of the final clinical diagno-
sis or last diagnosis before death.

When comparing the correspondence between clinical and
neuropathological diagnoses, we found that patients with MND
pathology were more accurately diagnosed (93.8%, n="75) than pa-
tients with FTLD-MND (61.4%, n=27) (P <0.001).

In the FTLD-MND neuropathological group, we found 17 pa-
tients with non-concordant diagnoses. They included five patients
with FTD, five patients with other neurodegenerative diseases, with
no evident motor neuron impairment during life, observed only at
neuropathologic examination, and seven patients with MND, in
whom cognitive/behavioural symptoms were never referred or de-
tected during the course of the disease.

Among patients with isolated MND pathology, we recorded five
individuals with non-correspondent clinico-pathological diagno-
ses, as they met the clinical criteria for bvFTD but had no matching
FTLD pathology (see ‘Neuropathology’ section).

In two patients, a prion disease pathology was diagnosed only
after neuropathologic examination. Both these patients presented
clinical features of MND with progressive asymmetric limb weak-
ness and atrophy, with additional UMN signs on physical examin-
ation, hence meeting the diagnostic criteria for definite ALS. Both
had concurrent prominent cognitive-behavioural symptoms and
were ultimately diagnosed with FTD-MND. Disease duration was
4 and 6 years, respectively, and both patients died of aspiration
pneumonia. Neuropathological features in both cases were a
spongiform encephalopathy with pathological prion protein depos-
its consistent with the rare subtype ‘variable protease sensitive
prionopathy’, involving cortical and subcortical areas and particu-
larly the upper and lower motor systems.*?

Survival analysis

For survival analysis due to MND, we excluded those patients who
had no motor symptoms during life. When evaluating survival sep-
arately for the neuropathological (i.e. FTLD-MND versus MND) or
clinical diagnoses (i.e. FTD-MND versus clinical MND), we found
no statistically significant differences in the survival rate (P =0.64
and P = 0.45, respectively), with both groups showing a similar dis-
ease duration (Fig. 3). There was no difference in survival when

myelin sheaths). (D) Representation of normal hippocampus with preserved neuronal densities in all sectors. (E) Accumulation of pTDP43 protein in
motor neurons in fine-granular cytoplasmic or mesh-like threads in MND (i and ii), or as small compact cytoplasmic inclusion in the granular neurons
of the dentate gyrus (iii). (F) The intronic expansion in C9orf72 may manifest as MND-FTLD continuum and shares neuropathological features consist-
ent of small ubiquitin and p62positive star-like inclusions (representing dipeptide repeats, DPR) in cortical neurons (i) or granular cytoplasmic inclu-
sions in granule cells of the cerebellar cortex (ii), independently of TPD43 pathology and clinicopathological phenotype, which is determined by TDP but
not by DPR. (G) FUS pathology may also be observed in ALS as fibrillar inclusions (i) or more compact (ii) and basophilic on haemotoxylin and eosin
stained sections (not shown), as well as in FTLD, either in the neuronal intermediate filament inclusion disease (NIFID) phenotype (iii) or atypical
FTLD (aFTLD). [G(iv)] Vermiform nuclear inclusion in a granule cell of the dentate gyrus of the hippocampus.
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Figure 3 Survival analysis. Comparison of survival analysis between neuropathological groups [i.e. frontotemporal lobar degeneration (FTLD)-motor
neuron disease (MND) versus MND]. There was no difference between groups (P =0.64). M = months.

patients were stratified by region of onset, presence of bulbar symp-
toms or detection of a pathogenic mutation.

Genetics

Regarding genetics, a genetic variant related to ALS or FTD was
found in 14.5% (n=18) patients, 14 from the FTLD-MND neuro-
pathological group and four from the MND group. These variants
included 12 C9orf72 expansions, two sequestosome-1 (SQSTM1),
one TATA-box binding protein associated factor 15 (TAF15), one
TARDBP, one TBK1 and one valosin containing protein (VCP), as de-
scribed in previous work.?* The distribution of mutations in the two
groups is shown in Table 1 and Fig. 1.

Detection of a pathogenic genetic variant was more frequently as-
sociated with FTLD-MND pathology (31.8% of the FTLD-MND group
versus 5% in MND pathology, P < 0.001), and C9orf72 repeat expansion
mutation was independently associated with FTLD-MND pathology
(P <0.001).

Clinically, among the patients with FTLD-MND pathology and a
mutation (n = 14), nine presented as FTD-MND and one as MND with
no cognitive symptoms (C9orf72). These patients never presented mo-
tor neuron symptoms (two patients with a C9orf72 repeat expansion
mutations and the two SQSTM1 mutation carriers) but were diagnosed
with FTD (n=2), AD (n=1) or CBD (n=1). Among the patients with
isolated MND pathology and a mutation (n=4), one presented as
ALS and three presented as cognitive/behavioural symptoms that
met clinical FTD criteria. Despite the lack of classical FTLD patho-
logical features, these patients had other pathological findings
that could justify their symptoms (see ‘Neuropathology’ section).

Family history

Eleven (8.87%) patients presented a positive family history of ALS
(n=5), FTD (n=5) or both (n=1). Five of the 11 had an identified
ALS-related mutation (four C9orf72 and one VCP), and 25 additional
patients (20.16%) reported a positive family history of other neuro-
degenerative diseases, including AD, Parkinson’s disease, LBD and
other unspecified cognitive impairments.

Discussion

We describe an extensive series of clinically well-documented pa-
tients who had neuropathologically confirmed MND, with or with-
out associated FTLD, and discuss clinicopathological correlations
and discrepancies. We recorded a surprisingly high frequency of
concomitant FTLD and identified various neuropathological sub-
groups. Our findings indicate there are several molecular pathology
patterns with specifically altered pathological mechanisms that
cannot be identified or predicted in clinical practice.

In our cohort, about one-third (35.5%) of patients with MND had
concurrent neuropathological features of FTLD (i.e. FTLD-MND path-
ology), exceeding previous pathological®®'* and clinical reports.>***’
Large population-based series performing systematic cognitive test-
ing have shown that up to 50% of patients with ALS develop cogni-
tive and behavioural impairment,>** meeting clinical criteria for
FTD in 10%-15%,%>° with a significant impact on clinical manage-
ment.***° Such findings indicate that the previous concept that
ALS is a pure motor disease is definitely changing and expanding
to a motor-behavioural-cognitive disease continuum.

On one hand, the higher frequency of FTLD in MND found in our
study may partially be explained by the absence of reported motor
symptoms in 10 of 124 patients (8%). These patients had a late clin-
ical diagnosis of FTD-‘only’ or other neurodegenerative diseases
but showed motor neuron involvement in neuropathology, leading
to a final diagnosis of FTLD-MND. Some of these patients might
have developed minimal motor signs that passed unnoticed, as
there is neuropathologic®** and electrophysiologic evidence of mo-
tor system dysfunction in patients with FTD but no evident muscu-
lar atrophy or weakness.*

On the other hand, seven patients received a clinical diagnosis
of MND but cognitive or behavioural symptoms were not recorded,
even though FTLD pathology was found at post-mortem. This may
have been due to a lack of a systematic cognitive evaluation at early
disease stages and difficulty in their recognition when physical and
articulatory impairments are extensive,?>*° suggesting the fre-
quency of FTD in MND is underdiagnosed.
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Even though clinicopathological concordance was higher in the
MND pathology group, it was not perfect, as five patients showed
prominent cognitive-behavioural symptoms that met bvFTD criteria
(and were thus clinically diagnosed with FTD-ALS), despite not hav-
ing corresponding FTLD neuropathology; alternative pathologies,
however, might explain the symptoms. Both co-pathologies*?
and predominant amygdalar impairment*>** in ALS may induce
cognitive-behavioural impairment and mimic an FTD phenotype.
In three of these patients in our study, pathogenic genetic variants
may also have contributed to frontotemporal dysfunction beyond
the microscopic level.

Neuropathology is currently one of the most reliable diagnostic
methods for both disease phenotypes, and our results may provide
a more precise estimate of the real frequency of FTLD in MND and
highlight these underrecognized features at both motor and
cognitive-behavioural ends of the spectrum. This broader pheno-
typic horizon of the disease should not only prompt the search
for new reliable diagnostic tools and biomarkers for early diagnosis
and better characterization of the disease continuum and its nos-
ology but also encourage closer collaboration between motor neu-
ron and cognitive or memory units.

Another objective of our study was to identify possible subgroups
of patients based on neuropathological, clinical and/or genetic fea-
tures. ALS is clinically characterized by the concomitant presence
of UMN and LMN signs that progress over time. However, diagnosis
and classification can be challenging due to the highly variable pres-
entation regarding the degree of involvement of UMN and/or LMN,
the region of onset and the possible convergence of cognitive
symptoms.*>*€

In most patients in our series, as expected, we found neuro-
pathological evidence of neuronal loss of both the UMN and LMN
systems. However, we found six patients with neuronal loss and
TDP-43 inclusions restricted to the hypoglossal nucleus and/or an-
terior horns of the medulla. They showed no neuropathological
signs of UMN loss or corticospinal tract degeneration, and three
of them had concurrent FTLD pathology. Also, clinically, they pre-
sented phenotypically as LMNd (i.e. PMA), with associated FTD in
those with the corresponding pathology. Moreover, one of these pa-
tients had a genetic pathogenic variant in a gene linked to ALS
(TBK1).

Patients with no UMN signs in physical examination would not
meet ‘El Escorial ALS diagnostic criteria’.® The recently published
‘Gold Coast Criteria for ALS’’ allow the categorization of similar pa-
tients, who have no evident UMN signs during life. However, des-
pite their higher sensitivity, these criteria have lower specificity,
and patients with no UMN signs are particularly more liable to mis-
diagnosis.* Considering cognitive impairment and FTD diagnosis
as an additional supportive criterion might be of help in confirming
a definite ALS or FTD-MND diagnosis.*’

The appearance of cognitive symptoms adds to the clinical het-
erogeneity and makes it difficult to establish distinctive clinical cat-
egories. Beyond the more frequent bulbar onset and distal upper
limb weakness and atrophy in patients with clinical and neuro-
pathological FTLD,*® we found little difference with patients in
our series who had no cognitive impairment in terms of their motor
neuron phenotype or even survival. The irruption of motor symp-
toms seems to be the main conditioning factor in prognosis® but
documenting cognitive and behavioural impairment can be essen-
tial due to the distinct implications in clinical management.***#

Concerning the neuropathological features, the most widely re-
presented pathology is TDP-43, presenting in the form of cytoplas-
mic neuronal and glial aggregates in both MND and FTLD-MND.*?
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Its extension, however, can vary along the continuum of the
FTD-ALS spectrum, both in density and in anatomical and cytologic-
al location. Brettschneider et al.™* proposed a staging classification
system based on sequential dissemination of TDP-43 in ALS and
FTLD, where higher stages mostly correlate with more cognitive
impairment according to our experience.'® Nevertheless, we found
that 12 patients had a similar cognitive behavioural impairment pro-
file, showing different distribution patterns. In these cases, the
Brettschneider staging system was not strictly applicable, and thus
they remained unclassifiable. Recent works using a disease progres-
sion model and data analysis suggest a model of distribution and dis-
semination patterns of TDP-43 in the FTLD-MND spectrum and also
in limbic age-related TDP-43 encephalopathy®® that may differ from
the proposed patterns. Other distributions, such as predominantly
pallido-nigro-luysian involvement, have also been described.*°

Although TDP-43 is the most predominant component of neur-
onal cytoplasmic inclusions, proteins other than TDP-43, such as
FUS, may underly both FTLD and MND. While these aggregates
are often related to mutations of the FUS gene in ALS patients, these
are not usually apparent in FTLD. The simultaneous expression of
other FET family protein inclusions (TAF15 and Trn1l) may help to
differentiate mutation carriers.”>*?> However, some ALS-FUS cases
also lack mutations and co-expression of TAF15 and Trn1l in the
neuronal inclusions that behave neuropathologically similarly to
sporadic FTLD-FUS/FET cases.”> Here we present two additional
cases with FTLD-MND-FUS with similar neuropathological features
but no FUS mutations, suggesting a shared pathophysiological
mechanism for FTLD-MND and MND related to FUS/FET pathology.

The heterogeneity we observed within the FTLD-MND spectrum
was also reflected in the genetics, especially when FTLD was pre-
sent, with several mutations underlying the same spectrum of dis-
ease. The main mutation we identified was C9orf72 expansion
(Table 1), which had a high degree of correspondence with specific
neuropathological alterations.'®***? However, detection of a genet-
ic variant is not predictive of any distinctive clinical features, and
even in cases with a previous family history of the disease, we are
sometimes unable to find an underlying causative mutation. This
might change in the foreseeable future, as genetic and molecular
diagnoses are on the rise, paving the way for novel molecular-
targeted treatments.

Our study has some limitations. First, as a brain bank series, al-
though brain donation is encouraged for all patients, only a small
percentage accept. Therefore, the series might not be fully repre-
sentative of the whole population and may be subject to a selection
bias. As this work does not intend to be an epidemiological study,
the results should be interpreted with caution. Second, due to its
retrospective nature, we included patients who were evaluated be-
fore the acceptance of formal FTD-ALS clinical criteria, and cogni-
tive and behavioural impairment was assessed according to the
opinion of the treating neurologist. However, we did not find any
difference when we analysed patient subgroups before and after
the publication of the criteria. While the lack of formal and system-
atic neuropsychological testing might underestimate subtle cogni-
tive alterations, there was a good clinicopathological correlation in
our series, and the retrospective application of these criteria has
been proven to be fairly sensitive and specific.”* Further prospect-
ive studies with a thorough registry of motor, cognitive-behavioural
and ancillary testing should be conducted, as they are likely to de-
tect subtle or masked cognitive/behavioural alterations. Finally,
despite the presence of specific neuropathological changes that
are highly specific to C9orf72 mutations, genetic screening was
not systematically performed for other mutations and was only
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performed under clinical criteria. Therefore, additional genetic
cases might have been missed.

Our study reflects the heterogeneity of the MND-FTLD disease
spectrum and the difficulties in defining distinct subgroups based
on clinical presentation and phenotype, neuropathology and gen-
etics, especially in those patients with mixed FTLD-MND features.
In particular, some patients may have underlying proteinopathies
other than TDP-43, others can present cognitive impairment with
a neuropathological substrate other than classical FTLD or may
have ‘asymptomatic’ MND. With the advent of protein-targeted
therapies in neurodegeneration, it is of utmost importance to de-
velop early disease-specific biomarkers related to altered patho-
physiological mechanisms. In the meantime, neuropathology
remains a valuable tool for defining the nosology and molecular
pathology of the MND-FTLD disease spectrum.

Data availability

All data remain available at Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
upon request to the corresponding author.
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ABSTRACT

Background and objective Between 5% and 10%
of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) cases have a
family history of the disease, 30% of which do not

have an identifiable underlying genetic cause after a
comprehensive study of the known ALS-related genes.
Based on a significantly increased incidence of ALS in

a small geographical region from Spain, the aim of this
work was to identify novel ALS-related genes in ALS
cases with negative genetic testing.

Methods We detected an increased incidence of both
sporadic and, especially, familial ALS cases in a small
region from Spain compared with available demographic
and epidemiological data. We performed whole genome
sequencing in a group of 12 patients with ALS (5 of them
familial) from this unique area. We expanded the study
to include affected family members and additional cases
from a wider surrounding region.

Results We identified a shared missense mutation
(c.1586C>T; p.Pro529Leu) in the cyclic AMP regulated
phosphoprotein 21 (ARPP21) gene that encodes an
RNA-binding protein, in a total of 10 patients with ALS
from 7 unrelated families. No mutations were found in
other ALS-causing genes.

Conclusions While previous studies have dismissed a
causal role of ARPP21 in ALS, our results strongly support
ARPP21 as a novel ALS-causing gene.

INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a devastating
motor neuron disease, characterised by muscle
weakness and atrophy secondary to upper and
lower motor neuron degeneration, leading to respi-
ratory insufficiency and death within a mean of 3-5
years." Over the last decades, an evident overlap of
clinical, genetic and neuropathological features has
been established between ALS and frontotemporal
dementia (FITD).>?

Although most cases are considered sporadic
(sALS), approximately 5-10% of ALS cases have a
previous family history of ALS and are classified as
familial ALS (fALS).® To date, over 40 genes have
been related to ALS, most showing a Mendelian
autosomal dominant inheritance pattern. Several

"% Ignacio Illan-Gala @,
> Ellen Gelpi,'" Ricard Rojas-Garcia

1,2
3,45

WHAT IS ALREADY KNOWN ON THIS TOPIC

= Between 5% and 10% of amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) cases have a family history of
the disease. 30% of familial ALS cases do not
have an identifiable underlying genetic cause
after a comprehensive study of the known ALS-
related genes. Incidence rates of ALS are fairly
homogeneous across European and American
populations.

WHAT THIS STUDY ADDS

= This work supports the causative role of
cyclic AMP regulated phosphoprotein 21
(ARPP21) in ALS and adds to the extensive
list of RNA-binding proteins involved in ALS
pathophysiology. Further studies are required
to elucidate the contribution and frequency of
this variant in ARPP21 to the genetic basis of
the disease. Peaks of incidence of the disease in
small geographical areas may help identify the
underlying genetic causes of ALS.

HOW THIS STUDY MIGHT AFFECT RESEARCH,
PRACTICE OR POLICY

= ARPP21 should be reclassified as an ALS-
causing gene, and included in genetic

screenings along with other known genes.

ALS-causing mutations have an impact on genes
encoding RNA-binding proteins, such as transactive
response DNA-binding protein 43 (TDP-43), fused
in sarcoma (FUS) and T cell-restricted intracellular
antigen-1 (TIA1), among others, highlighting the
central role of RNA metabolism in the disease.”
However, despite the rapidly growing number
of ALS-related genes, genetic diagnosis remains
elusive in approximately 30% of patients with
fALS.>® The disease has a complex genetic archi-
tecture, and oligogenic and polygenic models of
inheritance have gained relevance.'’ In this era of
protein-targeted therapies and genetically oriented
treatments, discovery and detection of new genetic
variants and implicated genes is paramount.'
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Epidemiological justification

Elegible population : MND Sant Pau Clinic
and Local Neurology Departments

ALS patients from area (2009-22):
n=15 (fALS: n=7)

Mutation detection:
Study population
WGS: n=12 (fALS: n=5)
ARPP21 mut: n=4 (fALS: n=3)

Expanded analysis:

Sanger sequencing : 22
ARPP21 mut: n=10 (fALS: n=9), 7 families

Figure 1  Flowchart indicating the steps followed in the study and the
number of patients at each phase. ALS, amyotrophic lateral sclerosis;
ARPP21, cyclic AMP regulated phosphoprotein 21; fALS, familial ALS; MND,
motor neuron disease; WGS, whole genome sequencing.

Prospective, population-based studies show that incidence
rates of ALS are relatively uniform across European and Amer-
ican populations, ranging between two and three cases per year
per 100000 inhabitants."" '* Peaks of incidence in small regions,

especially when several cases aggregate in a family, might suggest
the disorder has an underlying genetic substrate.'

Here we report the identification of a mutation in the cyclic
AMP-regulated phosphoprotein 21 (ARPP21) gene, supporting
its role as a novel ALS-causing gene and expanding the reper-
toire of RNA-binding proteins associated with ALS. We describe
the clinical phenotype of 10 patients from 7 unrelated families
carrying the same mutation in ARPP21.

MATERIALS AND METHODS

Case selection and study design

Since 1998 our register has prospectively included cases of ALS
seen at the Motor Neuron Clinic at the Neuromuscular Diseases
Unit of Hospital Sant Pau (Barcelona), a national referral
centre for neuromuscular diseases. Between 2009 and 2022 we
observed an unusual number of cases of ALS (especially familial
cases) at our outpatient clinic, from a small region in the prov-
ince of La Rioja in Spain. Figure 1 illustrates the study design.

For epidemiological justification (figure 1 —box 1) we reviewed
our database and contacted neurology departments from local
centres in the region. Eligible population: We selected new cases
with diagnosis of ALS from the region, visited between January
2009 and December 2022.

Study population: For genetic analysis (figure 1 — box 2) we
selected cases from the study area (see figure 2) with available
DNA samples, performing whole genome sequencing (WGS).
Patients fulfilled ALS-EIl Escorial revised criteria for probable,
probable laboratory-supported, or definite ALS."* Both sporadic
and fALS cases were included. fALS was defined as having
a family member with a diagnosis of ALS in first or second-
degree relatives, or having a first-degree family member with
a confirmed FTD in the formal neuropsychological examina-
tion, according to current proposed criteria.® All patients went
through a targeted ALS-gene panel prior to WGS (online supple-
mental table 1 in supplementary materials). Patients with a
previously identified ALS-causing mutation in this custom panel
were excluded from this part of the study (WGS analysis), as
they already had a known underlying genetic substrate for the
disease.

After identifying the candidate variant, we expanded the anal-
ysis with the aim of increasing the series of mutation carriers.
We performed Sanger sequencing in other cases of sALS and
fALS from the surrounding geographical areas and also in their
affected family members (figure 1 — box 3). In cases carrying

Figure 2

(A) Map of Spain and its regions. (B) Map of La Rioja province and its regions. Regions belonging to the south-eastern area of La Rioja, where

an increased frequency of amyotrophic lateral sclerosis cases was detected, are shaded in green. White dots mark the location on the map of the six towns

of origin of the seven families.
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the candidate variant, mutations in other known ALS-FTD genes
were ruled out through exome sequencing (see online supple-
mental table 1 in supplementary materials).

Demography and epidemiology

The expected number of cases in the area during the study period
was calculated using incidence rates from previous studies and
demographic data of those in the catchment area over 18 years.

Demographic information on the geographical region was
obtained from the official demographic records between 2009
and 2022 in the Spanish National Institute of Statistics (INE—
Instituto Nacional de Estadistica).'® '

The minimum incidence was calculated using the numbers of
new cases identified from the area and the population at risk
in the study period. We compared the observed cases with the
expected number of cases in the area, to obtain a ratio.

Clinical features

We recorded demographic and clinical variables. Demographic
data included sex, date and place of birth and place of origin
of the family. Clinical variables included age at disease onset,
disease duration, region of onset of motor symptoms (spinal or
bulbar). The clinical phenotype was categorised depending on
the presence of upper (primary lateral sclerosis), lower motor
neuron signs (progressive muscular atrophy) or both (ALS).
The presence of cognitive and/or behavioural impairment and
whether or not they met clinical criteria for FTD and its variants,
were also noted.” ™"

Family history

We recorded previous cases of ALS in the family as part of the
routine clinical evaluation. As possible indicators of an under-
lying FTD we also recorded previous history of FTD, early-onset
cognitive impairment (defined as younger than 65 years of age at
symptom onset), cognitive impairment with marked behavioural
impairment but no definite diagnosis, and diagnosis of other
neurodegenerative diseases.

Genetic analyses

Library preparation and sequencing

WGS was performed at the National Centre for Genomic Anal-
ysis (Centro Nacional de Analisis Genémico—CNAG-CRG,
Barcelona, Spain). Paired-end multiplex libraries were prepared
following the manufacturer’s instructions. Libraries were loaded
to Illumina flow cells for cluster generation prior to producing
150 base read pairs on a NovaSeq 6000 instrument following
the Illumina protocol. Image analysis, base calling and quality
scoring of the run were processed using the manufacturer’s soft-
ware Real Time Analysis and followed by generation of FASTQ
sequence files.

Bioinformatic and genetic analyses

Reads were mapped to human build GRCh38 with BWA-MEM
V.0.7.17.%° Alignment files containing only properly paired,
unique mapping reads without duplicates were processed using
Picard V.2.20 (http://broadinstitute.github.io/picard/) to add
read groups and to remove duplicates. The Genome Analysis
Tool Kit (GATK V.4.1.9.0)*' was used for local realignment
and base quality score recalibration. Joint variant calling was
done wusing HaplotypeCaller, CombineGVCFs and Geno-
typeGVCFs from GATK following the GATK best practices
pipeline. Variants were hard filtered using GATK Variant-
Filtration (BaseQRankSum>4.0 || BaseQRankSum<—4.0,

FS$>60,000, F$S>200,000, ReadPosRankSum< —8.0, ReadPos-
RankSum>20.0, MQRankSum<—12.5, QD<2.0, MQ<40.0).
We also retained variants where at least one sample contained
the variant with a Depth =10.

Functional annotations were added using SnpEff V.5.0 with
the hg38.%% Variants were annotated with SnpSift V.5.0% using
population frequencies, conservation scores and deleteriousness
predictions from dbNSFP V.4.1a.** We also used other sources of
annotations, such as gnomAD (V.3.1.2), CADD (V.1.6), InterVar
and Clinvar (V.20200602).7" In order to check the frequency
of the ARPP21 variant in the Spanish population, we used the
Collaborative Spanish Variant Server which comprises exomes
and genomes from 2105 unrelated Spanish individuals.?®

Somalier software® was used with WGS and whole exome
sequencing (WES) data to assess relatedness among all probands
included in the study (coefficient of relationship as a measure of
the degree of consanguinity). Briefly, the software considers for
each comparison: (1) the number of sites where one sample is
hom-ref and another is hom-alt; (2) the number of sites where
the samples have the same genotype; (3) the number of sites
where both samples are heterozygotes; and (4) the number of
sites where both samples are homozygous alternate.

WGS data was used to identify shared genotypes that might
suggest a common haplotype in the four mutation carriers with
available WGS data. A merged VCF file of ARPP21 gene *1
megabase combining variants from the four patients was obtained
to explore shared blocks of genotypes. LDhap web-based tool
(https://Idlink.nih.gov/?tab=1dhap) was used to obtain specific
population haplotype frequencies of all haplotypes observed for
a list of 30 query genetic variants (the maximum accepted as
input) flanking the shared ARPP21 candidate variant and part
of the shared haplotype (23 of them were available in LDhap).
We selected the Iberian population in Spain (IBS) population to
obtain allelic frequencies, in addition to the other populations in
Europe and all other super populations available (African (AFR),
American (AMR), East Asian (EAS) and South Asian (SAS)).

The presence of the disease-causing mutation in ARPP21 was
validated using Sanger sequencing in all mutation carriers using
the following forward (5> GACAGTGGTGTGCATCTTGTG 3°)
and reverse (3> GAGACATTCGCACATACCCC 5’) primers.

Once the ARPP21 variant was confirmed, other ALS and FTD
causing genes were screened using WES and mutations in 58
ALS-FTD-related genes were ruled out (see online supplemental
table 1 in supplementary materials for the complete list of
genes). WES was used to study gene coding exons and flanking
regions (£50base pairs). Briefly, DNA libraries were prepared
using kapa reagents (Roche) and sequenced in NextSeq 500
or NextSeq 1000 instruments (Illumina) to obtain 2X150base
pair reads. Fastq files were mapped to the human genome using
BWA,*" variants were called through GATK variant calling,’
and annotated using ANNOVAR.?! The C907f72 hexanucleotide
repeat expansion was discarded by means of rpPCR (repeat-
primed Polymerase Chain Reaction), as previously described.*?

Ethics

The study was conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki. All participants gave their written informed consent to
participate in the study.

RESULTS

Epidemiology

The south-eastern region of the province of La Rioja is a
1219.42km? area in north-eastern Spain (figure 2). Between
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Figure 3  Family trees of the seven families in which the p.Pro529Leu mutation in ARPP21 was detected. Patients with ALS are shaded in black. Cases
presenting an early onset dementia or dementia with prominent behavioural features are marked with a red square at the top right corner. The proband
in each family is marked with an arrow and a 'P". Cases that harbour the p.Pro529Leu mutation in ARPP21 are outlined in red and marked with an
asterisk. The healthy individual (Family 4— I1.3) with negative genetic testing is framed in a green box. No DNA was available from the other patients
with ALS or patients with early-onset cognitive-behavioural impairment in the pedigrees. ALS, amyotrophic lateral sclerosis; ARPP21, cyclic AMP regulated

phosphoprotein 21; FTD, frontotemporal dementia.

2009 and 2022, it had a mean population of 43 433, of whom
31324 were over 18 years of age. The population density was
35.62 persons/km®. Figure 1 illustrates the study design and
flowchart of patients studied in each phase.

Considering a mean ALS incidence of 1.4-2.47 cases/100 000
person/year,’ > we calculated an expected number of cases of
0.44-0.77 cases per year in this area, equivalent to 5-10 patients
during the study period (2009-2022). In reference to fALS,
assuming a frequency of 5-10% of fALS, the expected number
of cases in the area would be 0.02-0.08 cases/year or one new
case every 12.5-50 years.

Between 2009 and 2022, we visited 15 patients from the
study area who met the diagnostic criteria for ALS. 7 of the 15
(46.6%) had a family history of ALS and were considered as
fALS. In fALS cases, known ALS-causative mutations were ruled
out through exome sequencing analysis or a custom gene panel.

The comparison between the observed frequency and the
expected frequency resulted in an increased frequency of ALS
cases in the area, with a ratio of 1.5-2.6 for total ALS cases and
7-24.5 for fALS cases.

12 of the 15 patients were eligible for further genomic analysis.
One patient was excluded from this part of the study because an
alternative genetic cause was found (non-sense pathogenic muta-
tion in NEK1—¢.3107C>G; p.Ser1036 X—NM_001199397.3).
No DNA was available for analysis in the remaining two patients.

Genetics

Detection of the ARPP21 mutation

WGS was performed in 12 unrelated patients (5 fALS and 7
sALS). We found a shared heterozygous missense mutation in
ARPP21 (c.1586C>T; p.Pro529Leu (NM _001385486.1 or
ENST00000417925.5)) in four unrelated patients with ALS
(three fALS) from four different families (figure 3—Families
1-4) (table 1). The high frequency of this almost unique variant,
together with its predicted deleteriousness (CADD_phred=26.7;
Polyphen HDIV and HVAR=Deleteriousand Mutation Tast-
er=Deleterious) and high GERP (Genomic Evolutionary Rate
Profiling) score (6.07), which predicted a huge evolutionary
constraint, led us to prioritise this variant in ARPP21 as a

Table 1 Clinical features of patients with ALS carrying the ARPP21 mutation
Family Patient Region of onset Motor phenotype Cognitive symptoms Disease duration Study

1 Fam 1 I.1* Spinal ALS No 13 WGS
2 Fam 2 1.3 Spinal ALS No - WES
3 Fam 2 n.1* Spinal ALS No 16 WGS
4 Fam 3 1.2* Spinal ALS No - WGS
5 Fam 4 1.1* Bulbar ALS-FTD bvFTD 31 WGS
6 Fam 5 n.11* Bulbar ALS No 16 WES
7 Fam 5 V.1 Spinal ALS No 15 WES
8 Fam 6 n.3* Spinal ALS No - WES
9 Fam 7 1.2 Spinal ALS No 17 WES
10 Fam 7 n.3* Spinal ALS No 4 WES

Probands of each family are marked with an asterisk (*). ‘Disease duration’ is expressed in months (M).
ALS, amyotrophic lateral sclerosis; ARPP21, cyclic AMP regulated phosphoprotein 21; bvFTD, behavioural variant of FTD; FTD, frontotemporal dementia; MND, motor neuron

disease; WES, whole exome sequencing; WGS, whole genome sequencing.
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potential causative mutation. The coefficients of the relationship
obtained using Somalier suggest that the probands with available
WGS and WES data are unrelated (data not shown). This variant
is absent in the population database gnomAD (V.3.1.2) and
carried by 4 out of 1384 130 chromosomes in the latest updated
version of gnomAD (V.4.0.0), where the mutation is annotated
as p.Pro563Leu (NM_001385562.1 or ENST00000684406.1).
We did not find any mutation carrier among the 2105 unre-
lated Spanish individuals included in the Collaborative Spanish
Variant Server.?®

Our analysis disclosed a common haplotype shared by the four
mutation carriers with available WGS data, which included 442
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), encompassing 256 Kb
(chr3:35605944-35862077). This haplotype was also found in
WGS data from two of the eight non-mutation carriers included
in this study. We further assessed its frequency in the general
population using LDhap. The frequency of the haplotype in the
IBS was 7.48%, the same as in the Toscani in Italy. Interestingly,
this haplotype was observed at a higher frequency in the British
in England and Scotland (GBR) population (11.5%) or at a lower
frequency in the Finnish in Finland population (5.6%). The
haplotype was almost absent in AFR or EAS populations (<1%),
and at low frequencies in the ad mixed AMR population (2.7%).
Notably, 9% of the SAS population carried this haplotype.

Expanded study in the region

We subsequently broadened the analysis to affected family
members of mutation carriers (hence new fALS cases) and other
new patients with sALS and fALS from a wider surrounding
geographical area.

Using Sanger sequencing we analysed 22 new patients with
ALS, 8 of whom were fALS. We found the candidate variant in
6 novel individuals: 1 affected relative in Family 2, and 5 more
cases from 4 unrelated families, resulting in a final count of 10
ARPP21 mutation carriers from 7 unrelated families (see pedi-
grees in figure 3). We were able to study only one unaffected
family member (Family 4—TI1.3), who did not harbour the candi-
date variant. We did not find any patient with ALS among the
families who did not carry the candidate variant in ARPP21.

Other ALS-FTD-related mutations were ruled out through
WES, including the p.Arg92Cys variant in GLT8D1 (see online
supplemental table 1). No other rare variants were found in the
GLT8D1 gene in ARPP21 mutation carriers. In the proband of
Family 5 (II1.11), we detected a heterozygous variant in SOSTM1
(c.1175C>T; p.Pro392Leu), for which there is no consensus
regarding its pathogenicity for ALS-FTD. The rare variant in
SOSTM1 was not carried by his affected family member (Family
5—IV.1) who also carried the mutation in ARPP21 described in
this study, thus demonstrating that did not segregate with disease
and making any potential association with ALS unlikely.

Clinical features and family history

Table 1 shows the main clinical features of the series. Five patients
were men (50%). The mean age at onset was 59.5 years (SD
11.37) and the mean disease duration was 16 months (SD 7.96).
At the date of publication, three patients (30%) were alive. The
region of onset was bulbar in two patients (20%) and spinal in
the others (n=8; 80%). The clinical phenotype was classic ALS
(ie, presence of upper and lower motor neuron signs) in all 10
patients (100%), with no cases of progressive muscular atrophy
or primary lateral sclerosis in the series. Cognitive-behavioural
impairment was present in one patient (10%).

Regarding family history, only one patient did not have a
family history of ALS, but had a younger sibling with an early
onset dementia (Family 4 in figure 3). Moreover, two other fami-
lies (Families 5 and 7 in figure 3) had a family history of early-
onset dementia.

Pedigrees and case descriptions
Table 1 summarises the main clinical features of the series.
Figure 3 shows the family trees.

Family 1

Proband (II.1) presented with progressive paraparesis in their
late 40s, with diffuse upper motor neuron signs. Family history
was notable for a younger sibling (I1.4) who had died from ALS
in their 30s, and was hence diagnosed with fALS, with initial
negative genetic testing, dying of respiratory insufficiency within
13 months from symptom onset. No clinical information was
available concerning the proband’s parents.

Family 2

Proband (III.1) was a patient in their late 30s with a family
history of ALS in the grandfather on the father’s side (I.1) and
in three of his aunts (I1.2; I1.6; I1.8). The patient presented with
spinal onset ALS and died within 16 months from symptom
onset. Conventional genetic testing was negative but the hetero-
zygous variant in ARPP21 was identified. A cousin (III.3) was
diagnosed with ALS and carries the ARPP21 variant.

Family 3

Proband (I1.2) is an adult patient with no relevant medical history,
but a family history of a brother (I1.4) who died of spinal onset
ALS. There were no medical records available for their parents.
The patient was diagnosed with ALS in their late 60s following
progressive distal upper and later lower limb weakness. Despite
the slow progression of the disease, neurophysiological testing
confirmed a motor neuron disease. At the time of publication of
the present work, the patient was alive.

Family 4

Proband (II.1) was a patient in their 60s who presented with a
sporadic, bulbar onset ALS, with a disease duration of 3 years.
The patient showed profuse behavioural and cognitive impair-
ment, suggestive of an ALS-FTD, but no formal neuropsycholog-
ical testing was available.

A younger brother (II.2) had been diagnosed with an early-
onset dementia before 65 years of age, but no formal cognitive-
behavioural evaluation was performed. Both their parents had
died from unknown causes before 60 years of age. No further
detailed information was available on their family. The patient’s
younger sibling (II.3), older than 70 years of age, who showed
no signs or symptoms suggestive of motor neuron disease, was
genetically tested and did not harbour the ARPP21 mutation.

Family 5

Proband (IIL.11) was an elderly patient with an unremarkable
personal medical history. This patient presented with a bulbar
onset motor neuron disease with progressive limb weakness and
respiratory failure, leading to death within 16 months.

There was a profuse history of ALS in the family (see family
tree: 11.3, 11.8, II1.4, II1.7, 111.10, TV.1, IV.6). Furthermore, an
uncle of the proband (IL.6), whose son and granddaughter died
of ALS and was hence an obligate carrier, was diagnosed with
unspecified dementia and died before 50 years of age. After the
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ARPP21 mutation was detected in the proband, the only affected
family member (IV.1) with available DNA was retrospectively
confirmed to harbour the same mutation.

Family 6

Proband (III.3) was a patient in their late 60s, with a family
history of two cases of ALS (III.2, I1.2). The proband developed
progressive paraparesis evolving to upper limb weakness and
dysphagia, and neurophysiological examinations compatible
with ALS. At the time of submission of this work, the patient
was alive.

Family 7

Proband (I11.3) was an adult in their 60s who presented with a
rapidly progressive tetraparesis, followed by respiratory insuf-
ficiency and death within the first 4months of disease onset.
The patient’s brother (II1.2) died of ALS 10 years prior to the
proband’s diagnosis, and was retrospectively confirmed to carry
the ARPP21 mutation. A cousin (III.5) was also diagnosed with
early-onset dementia before 60 years of age. Their father died of
pancreatic cancer in his early 70s.

DISCUSSION

Following an increased frequency of cases in the small region
of the south-eastern La Rioja province in Spain, we identified
the p.Pro529Leu mutation in ARPP21 in 10 patients from 7
unrelated families, showing a presumably autosomal dominant
pattern. Familial cases (ie, fALS) accounted for almost 50% of
the total cases from the area, none of whom harboured any other
known ALS-causing mutations.

From a clinical point of view, patients carrying the p.Pro529Leu
variant presented a shorter survival (mean 16 months) than
that described in the literature for ALS," with no differential
clinical features. Although no systematic cognitive assessment
was performed, one patient showed prominent cognitive and
behavioural impairment. Furthermore, three relatives (one of
them an obligate carrier— Family 5 I1.6) from different fami-
lies had been diagnosed with early-onset dementia with marked
behavioural symptoms, but no apparent motor neuron disease.
It cannot be ruled out that the ARPP21 mutation could also be
related to FTD, and clinical presentation at any point might fall
within the ALS-FTD spectrum (ie, ALS, FTD or ALS-FTD), as
has been observed in other ALS-FTD-related genes.”> Unfor-
tunately, no formal cognitive testing, neuroimaging or DNA
samples were available from these patients. Further studies will
be required to confirm this hypothesis.

In 2019, Cooper-Knock et al** described the segregation of
a mutation (p.Arg92Cys) in the glycosyltransferase 8 domain-
containing protein 1 (GLT8D1) gene and the mutation described
in the present study (p.Pro529Leu mutation in ARPP21) in an
autosomal dominant ALS pedigree from the UK. Additional
screening of both genes in 103 ALS cases disclosed 4 new
GLT8D1 mutation carriers, 3 of which also harboured the
p-Pro529Leu mutation in ARPP21. However, after a rare variant
burden analysis in the Project MinE data set, the authors priori-
tised mutations in the glycosyltransferase domain of GLT8D1 as
causative, suggesting only a secondary and putative synergistic
effect for the mutation in ARPP21 in double-mutation carriers.
This conclusion was based on an observed shorter disease dura-
tion in patients carrying both mutations (<16 months),** similar
to that of patients in our series who carry the p.Pro529Leu
variant in isolation. Therefore, we show that the mutation
described in our study is sufficient to cause ALS, and suggest that

the shorter disease duration might be independently attributed
to the p.Pro529Leu mutation in ARPP21.

Interestingly, the four mutation carriers identified through our
WGS approach shared a common haplotype. This haplotype was
present in two of the eight non-mutation carriers in our study
with available WGS data, and it is also found in other worldwide
populations. In this context, beyond the Spanish population, its
high frequency in the GBR and SAS populations, together with
the fact that this haplotype is found at very low frequencies in
AMR, AFR or EAS populations, suggests that people carrying
this mutation might be restricted to specific ancestries. In this
sense, the ARPP21 mutation, although not definitely linked
to ALS, has previously been detected in patients of European
ancestry, primarily from UK,** which is part of the GBR popula-
tion. Indeed, the haplotype is almost null in the EAS population,
which might explain why this mutation has not been found in
large cohort studies from China®® and Australia® *® that have
previously described other rare variants in ARPP21 or GLT8D1,
but were unable to confirm their pathogenic role. Large ALS
cohorts have been previously used to identify novel disease-
causing variants, such as those included in project MiNE which
comprises samples from diverse countries across the world (from
Spain, but also Brazil, the USA, Australia and Russia, among
others). As demonstrated by the differences in the presence of
the ARPP21 risk haplotype around the world, using such diverse
populations may have precluded the identification of extremely
rare disease-causing variants using rare genetic burden associ-
ation analyses. It is important to note that our approach was
based on the identification of a higher than expected burden of
ALS cases in a remote region. For this reason, we implemented
a unique strategy that diverged from previously used methods.

To date, the most recent reviews on the genetics of ALS do
not consider ARPP21 to be an ALS-causing gene,® nor was it
included in a recent study comprising a set of 90 ALS-associated
genes selected from multiple databases.’” In addition, an OMIM
number has not yet been assigned to the ARPP21 gene, and in the
ALS Online Database (ALSoDj; https://alsod.ac.uk)®® the gene is
still categorised as ‘tenuous evidence’, meaning that it has been
associated with ALS in small studies that have not stood up to
replication. Our study demonstrates that ARPP21, or at least the
p.Pro529Leu mutation in this gene, is consistently associated
with ALS and should be considered in future genetic studies.

The ARPP21 protein is an RNA-binding protein widely
expressed in the human brain®” and based on the results of our
study, adds to the long list of RNA-binding proteins implicated in
ALS, such as TDP-43, TIA1 or FUS. It is involved in RNA metab-
olism, an event known to be deregulated and central to ALS
pathophysiology.*® Importantly, a common set of ARPP21 target
RNAs with related functions have been identified through iCLIP.
These RNAs have a prominent role in messenger RNA splicing
and processing as previously demonstrated by gene ontology
enrichment analyses.> In addition, in cells expressing ARPP21
treated with stress inductors (arsenite, clotrimazole or heat
shock), the recruitment of ARPP21 to stress granules is induced.
Importantly, the C-terminal sequence of the protein (where the
p.Pro529Leu mutation is located) is necessary and sufficient to
induce its recruitment to these membraneless dynamic struc-
tures. Although its domains have not been fully characterised,
the mutation described in our study (p.Pro529Leu) is located in
the C-terminal sequence and in close proximity to an intrinsi-
cally disordered region with compositional bias to Proline resi-
dues (low-complexity regions) of ARPP21. We speculate that
this mutation might result in an increased propensity of ARPP21
to interact with and localise to stress granules, a mechanism
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previously described in ALS-related mutations in other RNA-
binding proteins such as FUS,* TIA1** or TDP-43, and directly
related to the pathophysiology of ALS* and other neurodegen-
erative diseases.** Thus, beyond the implication of ARPP21 in
RNA metabolism and processing, we suggest that this mutation
could alter the dynamics of stress granules by increasing their
aberrant formation and thus impacting on ALS pathogenesis.

Our study has some limitations. First, although our results
suggest the causal role of the mutation described herein, DNA
was available and genetic testing was consented to only in a few
family members, thus precluding a complete segregation study.
Given the variability in the age of onset of the disease, segrega-
tion analysis, especially involving some of the younger asymp-
tomatic relatives, should be interpreted cautiously. Nevertheless,
we strongly believe that the presence of the same variant in 10
patients with ALS (9 fALS) from 7 unrelated families in a small
geographical area with a high incidence of ALS is a strong argu-
ment in favour of its pathogenicity. Further studies are required
both in our country and worldwide to elucidate the contribu-
tion and frequency of this and other variants in ARPP21 to the
genetic basis of the disease, as well as functional validation of the
mutation pathogenicity. Second, clinical information on patients’
families was collected retrospectively and was often incomplete,
especially regarding cognitive and behavioural symptoms, for
which specific standardised cognitive-behavioural tests could
have provided a wider phenotypical spectrum of the variant.

In conclusion, our results support the causative role of a
mutation (p.Pro529Leu) in ARPP21 in ALS. This work provides
robust epidemiological and genetic arguments in favour of muta-
tion pathogenicity. We also discuss disease-causing mechanisms
associated with the mutation, supporting the role of ARPP21 as
an independent, novel ALS-causing gene, adding to the complex
genetic architecture of the disease and expanding the landscape
of RNA-binding proteins altered in ALS.
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5. Resumen global de los resultados

En la presente tesis doctoral se realiza una aproximacién a la etiopatogenia y las
bases moleculares del espectro ELA-DFT, mediante dos metodologias
complementarias: el analisis y descripcion de las caracteristicas neuropatoldgicas y su
relacion con los aspectos clinico-fenotipicos y genéticos, y también el estudio de la
participacién de mutaciones genéticas en la patogenia de la enfermedad, y cémo el
descubrimiento de estas nuevas variantes contribuye a profundizar nuestro
conocimiento sobre las bases moleculares de la enfermedad y las distintas vias

fisiopatoldgicas implicadas.

En un primer estudio se recogen las caracteristicas neuropatoldgicas, clinicas y
genéticas de una serie de 124 pacientes seleccionados en base al criterio de
diagnéstico neuropatoldgico de ENM, y clasificados para el analisis de los datos en
dos grupos, segun la presencia o ausencia de hallazgos neuropatolégicos de DLFT
(esto es, grupos ENM-DLFT y ENM aislada). En nuestra serie, identificamos una
frecuencia del 35,5% de DLFT concomitante en pacientes con diagnostico

neuropatologico de ENM.

Desde el punto de vista clinico, la mayoria de los casos de la cohorte presentaron
sintomas motores en correlacion con los hallazgos neuropatologicos. Sin embargo, en
el grupo neuropatolégico de ENM-DLFT se identificaron diez casos en los que no se
habia documentado clinica o sintomas indicativos de implicacion motora en vida (9%),
recibiendo el diagnéstico de FTD sin implicacion motora (cinco casos) u otros
diagnésticos de enfermedad neurodegenerativa sin implicacion motora (dos casos de
degeneracion corticobasal, dos de pardlisis supranuclear progresiva, uno de
enfermedad de Alzheimer y uno de demencia por cuerpos de Lewy). Se registraron
sintomas cognitivos-conductuales en un 38% de la serie, cumpliendo criterios clinicos
de DFT en un 31,5% del total, siendo esto mas frecuente en el grupo neuropatolégico
de ENM-DFLT. También se describieron seis pacientes con sintomas cognitivos con
alteraciones neuropatolégicas subyacentes diferentes de la pérdida neuronal, la

espongiosis y gliosis laminar superficial frontotemporales caracteristicas de DLFT.

Encontramos una mayor concordancia entre los diagndsticos clinico y neuropatolégico
en el grupo de ENM aislada (93.8%) que en el de ENM-DLFT, en que la
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correspondencia fue menor (61,4%). No se encontraron diferencias de supervivencia

entre los grupos clinicos ni neuropatoldogicos.

Desde un punto de vista neuropatolégico, encontramos agregados de TDP-43 en el
93,6% de los casos, con mayor extensién en las distintas areas cerebrales en los
pacientes que asocian cambios patolégicos de DLFT, segun la escala de
Brettschneider. Otros pacientes presentaban otras proteinas de depodsito, como
FUS-FET (4%), o patologia relacionada con enfermedad priénica (2%), asi como un
unico caso con ENM pero sin agregaciéon patologica de proteinas. En seis casos
(4.8%) se constatd patologia aislada de segunda neurona motora, sin diferencias entre

los grupos con y sin cambios de DLFT.

Por ultimo, en cuanto a los estudios genéticos, se identificaron variantes patogénicas
en el 14,5% de la muestra total, destacando las expansiones patoldgicas en C9orf72, y
siendo significativamente mas frecuente el hallazgo de mutaciones en el grupo
ENM-DLFT (31,8% frente a 5% en ENM, p < 0.001).

En el segundo trabajo, describimos una mutacion de tipo missense (c.1586C>T;

p-Pro529Leu) en el gen ARPP21 (fosfoproteina 21 regulada por AMP ciclico).

Detectamos un incremento de la frecuencia de casos de ELA y especialmente casos
familiares, provenientes de la regiéon sudeste de La Rioja, un area geografica de
extension reducida. Entre 2009 y 2022 registramos 15 pacientes con ELA provenientes
de una pequefa comarca, de los cuales 7 (45,6%) eran casos familiares, frecuencia
varias veces superior a los casos esperados segun las estimaciones epidemiologicas

(1,5—-2,6 veces para casos totales de ELA, 7-24,5 veces para los casos familiares).

En el analisis y comparacién de los datos obtenidos de la secuenciaciéon completa del
genoma de 12 de estos pacientes, en los que se descartd la existencia de otras
mutaciones en genes causales de ELA, se encontr6 una mutacién puntual en
heterocigosis en el gen ARPP21 (c.1586C>T; p.Pro529Leu), que compartian cuatro
pacientes de familias no emparentadas, siendo tres de ellos casos familiares. Esta
variante se localiza en una regién con alta preservacién evolutiva y estd ausente en
bases de datos poblacionales (gnomAD V.3.1.2) y en una base colaborativa de

genomas y exomas de poblacién espafiola (Collaborative Spanish Variant Server -
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CSVS). Estos pacientes compartian ademas un haplotipo comun, aunque el analisis

sugeria que no tenian un grado de parentesco cercano.

En el estudio genético ampliado a otros pacientes con ELA de la zona geografica y
territorios colindantes, asi como a familiares con diagndstico de ELA, se identifico la
mutacién candidata en un total de 10 pacientes pertenecientes a un total de 7 familias

no emparentadas, en ausencia de otras mutaciones en genes causales conocidos.

Desde el punto de vista clinico, la edad de inicio de sintomas fue de 59,5 anos de
media, con una supervivencia media de 16 meses. El fenotipo fue el de una ELA
clasica en todos los pacientes y sélo uno presentaba sintomas cognitivo conductuales

que cumplian diagnéstico clinico de DFT.
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6. Resumen de la discusion de resultados

La presente tesis doctoral pone de manifiesto la marcada heterogeneidad existente en
el complejo espectro de la ELA-DFT, tanto desde los puntos de vista clinico y
neuropatolégico como en relacion al componente genético subyacente de la
enfermedad. Asi, trata de evidenciar la necesidad de profundizar en el estudio de sus
bases moleculares vy fisiopatoldgicas, todavia poco conocidas, para poder entender su
complejidad. Los resultados sugieren la conceptualizacion de la entidad teniendo en

consideracion las multiples perspectivas desde las que esta puede ser abordada.

Con el objetivo de profundizar en el conocimiento de las caracteristicas clinicas,
genéticas y neuropatoldgicas constitutivas del espectro ELA-DFT, su interrelacién y las
implicaciones nosoldgicas, en el presente trabajo doctoral se han empleado dos
metodologias diferentes aunque complementarias: el estudio multiparamétrico
exhaustivo de una amplia serie de casos de ENM con diagnéstico neuropatolégico
definitivo, y por otra parte la busqueda e identificacién de nuevas variantes genéticas
hasta ahora no confirmadas como condicionantes del desarrollo de la enfermedad,
sobre observaciones de base epidemioldgica, contribuyendo al estudio de la

participacion de las mutaciones genéticas en la etiopatogenia de la enfermedad.

El primer trabajo se centra en la descripcién y el analisis de las caracteristicas de una
serie de pacientes cuyo criterio de seleccion es el diagnéstico neuropatolégico
predefinido de ENM. Esta cohorte de pacientes se seleccioné a partir de los casos del
Banco de Tejidos Neurologicos del FRCB-IDIBAPS-Hospital Clinic de Barcelona, que
incluye mas de 2.300 muestras de cerebro y médula espinal de donantes sanos y con
diversas enfermedades neurodegenerativas, donados de manera altruista para el
avance de la neurociencia. En todos los pacientes se realizd un diagndstico
neuropatologico detallado que permite el estudio de las diferentes patologias y sus

bases moleculares.

Los estudios con base neuropatolégica resultan de especial relevancia en
enfermedades neurodegenerativas en las que a dia de hoy no disponemos de
biomarcadores lo suficientemente fiables y especificos para el diagnéstico en vida de
estos pacientes, como ocurre en el caso de la ELA y la DFT. La identificacién en vida

de estas entidades se basa en la aplicacion de criterios diagndsticos clinicos que han
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sido revisados a lo largo del tiempo para optimizar su clasificacion.®?%® La confirmacion
del sustrato patoldgico permite el estudio retrospectivo de estos pacientes de una
forma fiable, ya que se agrupan en base a hallazgos morfolégicos y moleculares
especificos, y ofrecen la disponibilidad de tejido para el estudio de posibles vias

fisiopatoldgicas alteradas y la extracciéon de ADN o ARN para su analisis posterior.

Sin embargo, las series neuropatolégicas en el espectro ENM-DLFT no son
abundantes, las aproximaciones de los mismos son muy variables entre si y muchas
no cuentan con una caracterizacion fenotipica precisa de los pacientes o el estudio de
posibles variantes genéticas subyacentes, resultando dificil la estimacién real del

grado de superposicion entre ambas entidades clinicas. 2145151

En nuestra cohorte de 124 pacientes con confirmacién neuropatolégica de ENM,
aproximadamente un tercio (35,5%) de los pacientes presentaban caracteristicas
neuropatoldgicas concomitantes de DLFT (es decir, patologia ENM-DLFT), superando

los reportes de trabajos neuropatolégicos y clinicos previos.

Aunque historicamente la ELA ha sido considerada como una enfermedad
neurodegenerativa con implicacién exclusiva de las neuronas motoras, en la que se
presumia la integridad de las funciones superiores, en la actualidad se ha consolidado
la aceptacion de su superposicién con la DFT en un continuo de enfermedad motora -
conductual - cognitiva. Hoy sabemos que la aparicion de sintomas como la apatia, la
desinhibicién, la falta de empatia o de iniciativa, la disfuncién ejecutiva o los trastornos
del lenguaje es frecuente en este contexto. Gracias a series clinicas extensas se ha
estimado que se encuentra presente, en pacientes con ELA, hasta en un 50%, y hasta
en un 15-20% de los casos la magnitud e interferencia de estos sintomas en la vida de
los pacientes es tal que llegan a cumplir criterios clinicos de demencia frontotemporal

en sus distintas variantes, con implicaciones relevantes en el manejo clinico.*'*?

La elevada frecuencia de hallazgos neuropatoldgicos congruentes con DLFT en los
pacientes con ENM que observamos en nuestra serie con respecto a los resultados
descritos en la literatura, podria estar justificada por las discrepancias objetivadas
entre las caracteristicas clinicas reportadas en vida y algunos de los hallazgos

neuropatoldgicos.
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En primer lugar, en nuestra cohorte registramos 10 pacientes (8%) en los que no se
habia documentado sintomas motores durante su enfermedad, recibiendo un
diagnéstico clinico de DFT, en cinco casos, u otras enfermedades neurodegenerativas
con implicacién cognitivo-conductual, en otros cinco, en los que, sin embargo, el
estudio neuropatolégico demostrd degeneracién de las neuronas motoras, por lo que
el diagndstico neuropatologico definitivo fue de ENM-DLFT. Es posible que estos
pacientes desarrollasen signos motores minimos de dificil identificacién clinica, bien
por su escasa magnitud o por haber quedado ensombrecidos en el contexto de un
cuadro cognitivo-conductual florido predominante. Se ha descrito que hasta un 40% de
los pacientes con DFT podrian desarrollar sintomas motores menores identificables
unicamente en una exploracion fisica minuciosa y dirigida, con el soporte de estudios
neurofisioldgicos, que tan sélo llegaban a desarrollarse como un cuadro motor de ENM
en un 12% de los casos.*>'®? La identificacion en vida de estos casos es crucial para

describir y comprender el espectro completo de la enfermedad.

Por otro lado, en siete pacientes de nuestra serie que recibieron un diagnadstico clinico
de ELA aislada se encontré en la autopsia cambios patolégicos caracteristicos de
FTLD, pero no se registraron en ellos sintomas cognitivos o conductuales durante su
enfermedad. En muchos de estos pacientes no se habia realizado una evaluacién
cognitiva formal en las primeras fases de la enfermedad, por lo que es posible que
exista cierto infradiagndstico de esta esfera. Del mismo modo, en fases avanzadas de
la enfermedad motora, la evaluaciéon de estos pacientes y el reconocimiento de este
espectro sintomatico es mas dificultoso,*” quedando a menudo encubierto por la
gravedad de los sintomas motores. Esto podria ser especialmente asi cuando existe
implicacién de la musculatura bulbar que genera dificultades articulatorias, si bien se
han desarrollado tests especificamente adaptados para la valoracién de los pacientes
con disartria.'® Estos factores también podrian contribuir al infradiagnostico de la DFT

en pacientes con ELA, como sugieren nuestros resultados.

Por otro lado, el hallazgo frecuente en la literatura de alteraciones neuropatoldgicas en
areas extramotoras a modo de inclusiones TDP-43, como ocurre en otros nucleos del
tronco del encéfalo, la formacién reticular, nicleos precerebelosos o en el estriado en
pacientes con estadios neuropatoldgicos intermedios y mas evolucionados (estadios 2,
3 vy 4 de Brettschneider), podria sugerir que, del mismo modo que ocurre con los

sintomas cognitivo-conductuales, puedan existir sintomas y alteraciones semioldgicas
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secundarias que no somos capaces de detectar, como podrian ser trastornos del
suefio, alteraciones oculomotoras.®®* El analisis de su frecuencia y sus caracteristicas

requerira de estudio dirigido.

Aunque en el grupo de pacientes con diagnéstico neuropatolégico de ENM la
concordancia clinico-patolégica fue mayor, también se encontraron casos discrepantes
que habian sido diagnosticados en vida de ELA-DFT, pero que no tenian cambios
neuropatoldgicos de DLFT correspondientes. En estos casos, se identificaron algunas
copatologias que podrian explicar los sintomas cognitivos, como la presencia de
degeneracién amigdalar prominente o de mutaciones genéticas que pudiesen haber
contribuido a la disfuncibn neuronal a nivel molecular sin traduccion

morfoldgica.*3187188

El uso de la neuropatologia como base para la estratificacion y el estudio retrospectivo
de las caracteristicas de estos pacientes nos ha permitido la identificacion de
alteraciones que podrian traducirse en sintomas poco evidentes o no reconocidos
desde el aspecto clinico, tanto desde el punto de vista motor como
cognitivo-conductual, pero que pueden conllevar implicaciones en la definiciéon precisa
del espectro completo ELA-DFT y en el manejo terapéutico. Estos hallazgos son de
gran ayuda para la caracterizacién del continuo ELA-DFT y confirman la necesidad de
estrechar la colaboracién entre las distintas unidades clinicas que abordamos estas
entidades, asi como el desarrollo de herramientas que permitan identificar con mayor
sensibilidad y especificidad las consecuencias clinicas derivadas. En este sentido, el
uso de biomarcadores plasmaticos o de neurocimagen avanzada estructural y
funcional, podria ser de utilidad para facilitar la deteccién de estas alteraciones

subyacentes.’*"

Uno de los principales objetivos de este trabajo era la identificacion de posibles
subgrupos relativamente homogéneos en el espectro ENM-DLFT basados en sus

caracteristicas clinicas, neuropatoldgicas y genéticas.

Desde un punto de vista clinico, la conocida variabilidad de la presentacion clinica
resultante de las diferentes combinaciones de sintomas de primera y segunda neurona
motora, implicando a las distintas regiones anatémicas, y la posible adicién de

sintomas cognitivo-conductuales, dificultan el diagndstico y complican la estratificacion
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en grupos homogéneos.'™ Aunque la mayoria de los pacientes de nuestra serie
presentaba degeneracion combinada de primera y segunda neurona motora en el
estudio neuropatoldgico, es destacable la identificacion de un numero significativo de
casos, hasta un 4,8% del total, en los que se detectaba la implicacién de segunda
neurona motora de forma aislada, con un presencia también variable de cambios
neuropatologicos de DLFT. Incrementando la complejidad de estas combinaciones,
uno de estos pacientes tenia una variante genética patogénica en un gen vinculado a
la ELA (TBK1).

Las caracteristicas clinicas del grupo clinico y neuropatolégico con ENM-DLFT
concomitante en nuestra serie tampoco permitieron una diferenciacion clara de
subgrupos en este. Estos pacientes mostraron pocas diferencias en términos de su
fenotipo motor o incluso en la supervivencia con respecto a los que no tenian deterioro
cognitivo, si bien si presentaron una mayor tendencia a debutar en musculatura bulbar
y con implicacibn mas frecuente de la musculatura distal de las extremidades
superiores, confirmando nuestros hallazgos previos.*” La irrupcion de sintomas
motores parece ser el principal factor condicionante en el prondstico, pero documentar
el deterioro cognitivo y conductual puede ser esencial debido a las distintas

implicaciones en el manejo clinico.®

En cuanto a las caracteristicas neuropatoldgicas, como era esperable, la patologia
mas frecuente fue el hallazgo de agregados patologicos de TDP-43 en el citoplasma
de neuronas y glia, tanto en ELA como en ENM-DLFT. Sin embargo, encontramos una
moderada variabilidad en cuanto a su extension anatdémica y distribucion celular a lo
largo del continuo del espectro ENM-DLFT. Se han propuesto algunos modelos de
diseminacién de la patologia TDP-43 como el de Brettschneider en forma de varias
etapas secuenciales que, en nuestra experiencia, guardarian relacion con el grado de
deterioro cognitivo.**"3%'*" No obstante, encontramos 12 pacientes que, a pesar de
presentar un perfil de deterioro cognitivo conductual similar, mostraron diferentes
patrones de distribucion que no permitian la aplicacion estricta de este sistema de
estadificacion. Otros trabajos recientes, que incluyen modelos basados en analisis
informaticos de los datos neuropatoldgicos, proponen distintos patrones de
diseminacion de TDP-43." Se han descrito también otras distribuciones en las que
tendria lugar una participacion palido-nigro-luisiana predominantemente asociada a los

cambios neuropatologicos de ENM.'?
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Aunque la patologia TDP-43 es el componente predominante, también se describen en
la serie otro tipo de proteinopatias subyacentes a la ENM, como las inclusiones
constituidas por la proteina FUS. Si bien estos los agregados inmunorreactivos para
FUS en pacientes con ELA suelen estar relacionados con el hallazgo de mutaciones
en el gen FUS, éstas no suelen detectarse en los casos de FTLD aislada.'? Por otro
lado, en la DLFT pueden observarse inclusiones de FUS en distintos patrones
neuropatoldgicos en ausencia de estas mutaciones, coexpresando otras proteinas de
la familia FET. En trabajos previos, nuestro grupo describi6 la existencia de pacientes
con ENM vy patologia FUS cuyas inclusiones presentaban también expresion
simultanea para proteinas de la familia FET como TAF15 y el transportador Trn1, con
un comportamiento neuropatoldgico similar a los casos esporadicos de
FTLD-FUS/FET, que podrian constituir la entidad ELA-FET."

En esta serie identificamos dos casos de ENM-DLFT con inclusiones FUS que también
eran inmunorreactivas para otras proteinas FET, de forma similar a los casos
reportados de ELA-FUS sin mutaciones, sugiriendo un mecanismo fisiopatolégico y un
sustrato molecular comun en la ELA-DFT y ELA en relacién con la patologia FUS-FET.
De esta forma, planteamos que la expresion simultanea de otras proteinas de la
familia FET (TAF15 y Trn1) en las inclusiones puede ayudar a diferenciar a estos de

los portadores de mutaciones en FUS.

En nuestra cohorte, la heterogeneidad observada dentro del espectro también se
reflejé6 en la genética, especialmente en el grupo con ENM y DLFT concomitante,
donde se encontraron varias mutaciones subyacentes. La mas frecuentemente
identificada fue la expansién patolégica en el gen C9orf72, mostrando un alto grado de
correspondencia con las alteraciones neuropatoldgicas especificas descritas. Sin
embargo, la deteccion de una variante genética no resulta predictiva del desarrollo de
caracteristicas clinicas o neuropatoldgicas distintivas. Unicamente en los casos con
expansion en C9orf72 es posible establecer una relacion con los hallazgos

neuropatologicos. '*®

En varios de estos pacientes, a pesar de tener antecedentes familiares de la
enfermedad, sugiriendo una posible contribucion de una etiopatogenia genética
subyacente, no se logré encontrar una mutacion causal. Con el auge de las terapias

dirigidas molecularmente, resulta de vital importancia identificar el sustrato molecular
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y las variantes genéticas en estos pacientes y desarrollar biomarcadores especificos

de la enfermedad relacionados con los mecanismos fisiopatologicos alterados.

En el segundo trabajo perteneciente a esta tesis doctoral se aborda precisamente este
problema: la identificacion de nuevos genes relacionados con ELA-DFT que tengan

una potencial contribucién a la patogenia de la enfermedad.

En los ultimos afos la participacion de un sustrato genético en la patogenia de la
enfermedad ha cobrado un peso creciente, siendo considerado unos de los factores
mas relevantes en su etiopatogenia y fisiopatologia, especialmente en los casos
familiares.®’ Sin embargo, en una proporcién importante de los casos familiares no se
ha identificado un componente genético responsable.?® El descubrimiento de nuevas
variantes genéticas con potencial implicacion causal resulta de gran relevancia en la
profundizacion de nuestro conocimiento sobre las bases de la enfermedad y abre la

posibilidad a abordajes terapéuticos especificos.

Nuestro estudio parte de la deteccion de un aumento en la frecuencia de casos de
ELA con respecto a la esperada, segun las estimaciones epidemioldgicas, en una
pequefia comarca del sudeste de la provincia de La Rioja, Espafia. En este area
geografica reducida, registramos un aumento de los casos de ELA y especialmente de
ELA familiar respecto a la frecuencia esperada, en los cuales se habia realizado un
estudio de los genes conocidos asociados con la enfermedad en el que no se

encontraron mutaciones subyacentes.

Tras el estudio gendmico en los pacientes incluidos en el estudio y la posterior
ampliacion del estudio a otros familiares con diagnostico de ELA y a otros pacientes de
la misma zona, identificamos la mutacion p.Pro529Leu en el gen ARPP21 en un total
de 10 pacientes con ELA (siendo la mitad casos familiares) pertenecientes a siete
familias no emparentadas, mostrando un patron presumiblemente autosémico

dominante.

Desde el punto de vista clinico, los pacientes portadores de la variante p.Pro529Leu
presentaron una supervivencia mas corta (media de 16 meses) que la descrita en la
literatura para la ELA, sin caracteristicas clinicas diferenciales. Aunque no se realizo
una evaluacién cognitiva sistematica en todos los casos, Unicamente un paciente
mostré un deterioro cognitivo y conductual llamativo y fue diagnosticado en vida de

ELA-DFT. Ademas, varios familiares pertenecientes a distintas familias, no incluidos en
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el estudio, habian sido diagnosticados de demencia de inicio temprano con sintomas
conductuales marcados, sin aparente enfermedad de las neuronas motoras. Estos
hallazgos podrian sugerir que la mutacion en ARPP21 también podria estar
relacionada con DFT, y tener una presentacion clinica variable dentro del espectro
ELA-DFT, como se ha observado en otros genes relacionados con ELA-DFT.'®
Desafortunadamente, no se dispuso de pruebas cognitivas formales, pruebas de

neuroimagen ni muestras de ADN de estos pacientes para su analisis.

En 2019, Cooper-Knock et al. describieron la segregacién del cambio p.Arg92Cys en
el gen que codifica para la proteina que contiene el dominio de transferasa de
glicosilacién 8 (GLT8D1 ), que suponia la descripcién de una via fisiopatoldgica inédita
en la ELA. Algunos de los pacientes con ELA de un pedigree del Reino Unido incluidos
en dicho estudio presentaban de manera concomitante la mutacion descrita en el
nuestro (p.Pro529Leu en ARPP21), con un patrdn de herencia autosémico
dominante.”" Un cribado adicional de ambos genes en 103 casos de ELA reveld
cuatro nuevos portadores de la mutaciéon GLT8D1, tres de los cuales también portaban
la mutacion p.Pro529Leu en ARPP21. Sin embargo, tras un analisis de carga de
variantes raras basado en los datos disponibles de Project MinE, los autores
priorizaron las mutaciones en GLT8D1 como causales, sugiriendo que la participacion
de las mutaciones en ARPP21 tendrian Unicamente un efecto neurotoxico sinérgico
secundario, basado en una reduccion de la supervivencia respecto a los GLT8D1
mutados de forma aislada. En nuestra serie, los pacientes con la mutacion
p.Pro529Leu en ARPP21 muestran la misma supervivencia reducida (si bien no fue
estadisticamente significativa), en ausencia de mutaciones en GLT8D1, sugiriendo el

papel patogénico independiente de las mutaciones en ARPP21.

Curiosamente, los cuatro pacientes portadores de la mutacion identificada mediante la
secuenciacion del genoma completo (WGS) compartian un haplotipo comun. Este
haplotipo estaba presente en dos de los ocho no portadores de mutaciones en nuestro
estudio gendmico, y también se encuentra en otras poblaciones de todo el mundo
tanto espariola como britanica (en la que se habria detectado esta mutacién),'’ siendo
mucho menos frecuente en poblaciones de ascendencia africana, americana o
asiatica, sugiriendo que las personas portadoras de esta mutacion podrian estar
restringidas a ascendencias especificas. En este sentido, grandes estudios de
cohortes de pacientes en China y Australia, donde la frecuencia de este haplotipo es

casi nula, no encontraron mutaciones en ARPP21 que permitesen confirmar su papel
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patogénico.'®>'%® Esto podria sugerir que la presencia de esta mutacion podria estar

restringida a ciertas poblaciones con ancestros comunes.

Los grandes estudios de cohortes de pacientes han resultado de gran utilidad para la
identificacion de variantes en nuevos genes relacionados con la ELA-DFT. Sin
embargo, el uso de poblaciones tan diversas y heterogéneas puede haber impedido la
identificacion de variantes extremadamente raras mediante analisis de asociacién de
carga genética, como sugeririan las diferencias haplotipicas para el riesgo ARPP21.
Nuestro enfoque se basoé en la identificacién de un aumento de la carga esperada de
casos de ELA en una region remota, implementando una estrategia Unica apartada de

los métodos previamente utilizados.

Hasta la fecha, en las ultimas revisiones sobre la genética de la ELA no se ha
considerado ARPP21 como un gen causante de ELA,? ni esta incluido en una revision
reciente que comprende un conjunto de 90 genes asociados a la ELA seleccionados
de multiples bases de datos.? Por el momento, no se ha asignado un nimero OMIM al
gen ARPP21, y en la Base de Datos online de ELA (ALSoD; https://alsod.ac.uk) el gen

sigue siendo categorizado como "evidencia tenue", lo que significa que ha sido

asociado con la ELA en pequefios estudios que no han sido replicados.?” Nuestros
resultados respaldan el papel causal de la mutacion (p.Pro529Leu) en ARPP21 en la
ELA, proporcionando solidos argumentos epidemioldgicos y genéticos, sugiriendo que

su analisis deberia ser considerado en futuros estudios genéticos.

Desde el punto de vista molecular, la proteina codificada por el gen ARPP21 es una
proteina de unién a ARN, como lo son TDP-43, TIA1 o FUS con implicacion conocida
en la fisiopatologia de ELA. Esta involucrada en el metabolismo del ARN, un evento
conocido por estar desregulado y ser central en la fisiopatologia de la ELA.210"2
Estudios de biologia molecular mediante iCLIP han permitido identificar un conjunto
comun de ARNs diana de la proteina ARPP21 con funciones relacionadas, con un
papel destacado en el splicing y procesamiento del ARN mensajero.'® Ademas, en
células que expresan la proteina tratadas con agentes inductores de estrés, se induce
el reclutamiento de ARPP21 en granulos de estrés. Aunque sus dominios no han sido
completamente caracterizados, parece que la secuencia C-terminal de la proteina,
donde se encuentra la mutacion p.Pro529Leu, es una region necesaria para el
reclutamiento de la proteina en estas estructuras dinamicas sin membrana, gracias a

la existencia de un “region de baja complejidad” con incremento de residuos de
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prolina. Especulamos que la mutacion descrita podria alterar los mecanismos de
interaccion con los granulos de estrés, un mecanismo descrito previamente en
mutaciones relacionadas con la ELA en otras proteinas de union al ARN, como FUS,
TIA1 o TDP-43. De este modo, mas alla de la implicacién de ARPP21 en las distintas
vias celulares y de procesamiento del ARN, sugerimos que esta mutacién podria
alterar la dinamica de los granulos de estrés al aumentar su formacion aberrante y, por

lo tanto, impactar en la patogénesis de la ELA."*"

Este trabajo aporta argumentos epidemiolégicos y genéticos soélidos que apoyan el
papel causal de mutaciones en ARPP21 en la patogenia de la ELA. Sin embargo, es
necesario realizar estudios funcionales de confirmacién de la patogenicidad de la
mutacién y las vias fisiopatologicas alteradas, asi como ampliar el estudio mediante la
deteccidn de nuevos casos, estudios mas amplios de segregaciéon de la mutacion y de
la carga que esta supone en la ELA vy, especialmente, en el espectro ELA-DFT. Del
mismo modo, resultaria de gran utilidad la descripcidon neuropatologica del tejido
cerebral y medular de casos con la mutacién, permitiendo el estudio de la distribucién
de la proteina a nivel anatomico y celular en condiciones patoldgicas, como podria ser

una posible deslocalizacion o su presencia en agregados.

La identificacion de nuevos genes implicados en el desarrollo de la enfermedad y su
posible papel en las distintas vias celulares nos ayudan a profundizar en nuestro
conocimiento sobre las bases fisiopatoldgicas de la enfermedad, y nos acercan a la
posibilidad de desarrollar terapias dirigidas para solventar el defecto molecular. En
este sentido, las formas genéticamente determinadas con una filiacion genética
concreta posiblemente sean las primeras en poder acceder a una terapia dirigida,
como ya hemos presenciado con la reciente introduccion de la terapia con Tofersen en

formas de ELA con una mutacién subyacente en SOD7.'%

La presente tesis doctoral trata de profundizar en el conocimiento sobre las
caracteristicas clinicas, genéticas y neuropatolégicas constitutivas del espectro

ENM-DLFT, su interrelacion y las implicaciones en su nosologia.

Este continuo de enfermedad es marcadamente heterogéneo, presentando una
importante dificultad para la identificacion de subgrupos desde todos estos puntos de
vista. Existe una importante variabilidad entre las distintas proteinopatias subyacentes
encontradas en pacientes que comparten manifestaciones clinicas, pudiendo estar

presentes también en otras entidades neurodegenerativas y otras con una
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etiopatogenia no degenerativa, localizadas tanto en las neuronas motoras como en
otras areas cerebrales. Ademas, mutaciones en diversos genes implicados en vias
fisiopatoldgicas diferentes, pueden dar lugar a los mismos depésitos de TDP-43. Este
conjunto de hechos podria sugerir que el depésito de TDP-43 u otras proteinas
puedan ser un evento que se presenta en las fases intermedias o tardias del proceso
de neurodegeneracion, dentro de una serie de alteraciones fisiopatoldgicas que

todavia hoy no conocemos.

A pesar del caos aparente que se deriva de estas observaciones, debemos ser
optimistas. Nuestros conocimientos sobre la etiopatogenia de la enfermedad han
presenciado un crecimiento exponencial en los ultimos afios, y la complementacion de
los estudios genéticos y moleculares, apoyados sobre una buena base de
fenotipificacion clinica y neuropatolégica que ayude en la definicion de la nosologia y
la patologia molecular del espectro de enfermedad ELA-FTLD, abre una ventana de

oportunidad inédita.
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7. Conclusiones

1. El espectro de caracteristicas clinicas, genéticas y morfoldgicas del continuo de
enfermedad ELA-DFT, definido a partir de la confirmaciéon neuropatoldgica, es
altamente heterogéneo en sus caracteristicas, especialmente en el subgrupo
con DFT concomitante, en el que resulta particularmente dificil la definicion de

subgrupos especificos.

2. La frecuencia de DLFT en la ENM podria ser superior a la reportada en series
clinicas en la literatura, existiendo un elevado grado de concomitancia de
ambas entidades, lo que hace necesario el desarrollo de herramientas

especificas para su identificacion en vida de los pacientes.

3. El gen ARPP21 tiene un probable papel causal en la ELA, reforzando el papel
de las alteraciones del metabolismo y procesamiento del ARN en la

fisiopatologia de la enfermedad.

4. Los estudios neuropatoldgicos y la deteccion de nuevas variantes genéticas
con distintos mecanismos fisiopatolégicos implicados son de gran utilidad para
la profundizacién en el conocimiento sobre la nosologia y las bases

fisiopatoldgicas de la enfermedad.
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8. Lineas de futuro

Los resultados de la presente tesis doctoral abren las posibles nuevas lineas de

investigacion:

- Estudio de las caracteristicas clinicas, genéticas y neuropatoldgicas de la
cohorte del Banco de Tejidos Neurolégicos del Hospital Clinic - FRCB -
IDIBAPS ampliada al espectro completo ENM-DLFT, incluyendo de forma
adicional los casos con diagndstico neuropatolégico de DLFT sin ENM con

diferentes sustratos moleculares.

- Caracterizacion y comparacion del transcriptoma de pacientes con diferentes
diagnésticos neuropatoldgicos del espectro ENM-DLFT incluyendo formas DFT
sin ENM con depdsitos de proteina Tau y TDP-43 para la investigacion de
potenciales biomarcadores diagnésticos y mecanismos moleculares

fisiopatologicos alterados.

- Estudio multicéntrico de la frecuencia y distribucion geografica de mutaciones
en el gen ARPP21 en pacientes con ELA esporadica y familiar en la poblacion

espanola.
- Descripcién y analisis de las alteraciones histologicas y el sustrato molecular en
tejido cerebral postmortem de casos con mutacién ¢.1586C>T; p.Pro529Leu en

ARPP21.

- Estudios funcionales en cultivos de neuronas con mutaciones inducidas en

ARPP21 para la investigacién de su papel en la patogenia de la enfermedad.
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