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Molekularni a bunécna biologie amyotrofické
lateralni sklerozy
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Amyotroficka laterdlni sklerdza (ALS) je vdzné progresivni onemocnéni charakterizované zménami centrdlnich a perifernich
motorickych neuront. Z dlivodu degenerace a zaniku motoneurontl postupné dochazi ke svalové slabosti a atrofii. ALS je stale
Castéji povazovana za multisystémové onemocnéni. Pochopeni patogeneze ALS je dilezité pro vyvoj ucinnych terapeutickych
pfistupl. Cilem tohoto ¢lanku je identifikovat a shrnout vybrané molekularni a buné¢né mechanismy, které se podili na pato-
genezi ALS - mitochondridlni dysfunkce, aberantni metabolismus RNA, oxidacni stres, a dale také molekularni pristupy k [écbé.

Klicova slova: amyotroficka laterdIni skleréza, onemocnéni motoneuronu, mitochondriélni dysfunkce, aberantni metabolismus
RNA, molekularni pfistupy k 1é¢bé.

Molecular and cellular biology of amyotrophic lateral sclerosis

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a severe progressive disease characterized by changes in upper and lower motor neurons.
Due to degeneration and extinction of motoneurons, muscle weakness and atrophy gradually occur. ALS is increasingly considered
a multisystem disease. Understanding the pathogenesis of ALS is important for the development of effective therapeutic approach-
es. The aim of this article is to identify and summarize selected molecular and cellular mechanisms involved in the pathogenesis
of ALS - mitochondrial dysfunction, aberrant RNA metabolism, oxidative stress, as well as molecular approaches to treatment.

Key words: amyotrophic lateral sclerosis, motoneuron disease, mitochondrial dysfunction, aberrant RNA metabolism, molecular

approaches to treatment.

Uvod

Amyotroficka lateralni skleréza (ALS), téz
znama jako motor neuron disease (MND),
Charcotova choroba nebo Lou Gehrigova
choroba, je zplGsobena progresivni dege-
neraci motorickych neuront (Wijesekera et
Leigh, 2009). ALS poprvé pozoroval Charles
Bell v roce 1830, ale pIné ji popsal a po-
jmenoval Jean-Martin Charcot v roce 1874
(Mathis et al., 2017). ALS je fatalni onemoc-
néni charakterizované degenerativnimi zmé-
nami centrélnich a perifernich motorickych
neurond, progresivni asymetrickou slabosti
a atrofii svall bfisnich, bulbarnich, hrudnich
a svalll koncetin. ALS je také povazovana

za multisystémovou degeneraci s dal$imi
pfiznaky, jako jsou kognitivni porucha, spas-
ticita, extrapyramidové rysy nebo posturalni
abnormality (Mathis et al., 2016). Pacienti
pocituji nejen pfiznaky progresivni svalo-
vé atrofie a slabosti, ale i zvySenou Unavu
a problémy s polykanim. Progresivni funkéni
deficit ma za nasledek ztratu sobéstacnosti.
Medién preziti se pohybuje v rozmezi 2-4 let
od nastupu onemocnéni a pouze 5-10 %
pacientl preziva déle nez 10 let. Ackoliv se
jedna o relativné vzacné onemocnéni, tak
osobni, spolecenska a ekonomicka zatéz, kte-
rou predstavuje, je zna¢na (Chié et al., 2013).
K rizikovym faktordm ALS patfi predevsim

vyssi vék, muzské pohlavi a rodinna anamné-
za (Ingre et al., 2015). Vétsina pacientd umird
na komplikace souvisejici s onemocnénim,
jako je respiracni selhani.

V 90-95 % ptipad hovoiime o spora-
dické ALS, kdy je pfi¢ina neznamd. Pouze
5-10 % ptipadu je spojeno se zndmymi gene-
tickymi mutacemi (familidrni typ). Nejbéznéjsi
mutace se nachazeji v genech C9orf72, SOD],
FUS nebo TARDBP (Obrador et al., 2020). ALS
se obvykle projevuje jako slabost v konceti-
nach (spindlni) nebo potizemi s mluvenim
a polykanim (bulbarni) (Longineti et Fang,
2019). Incidence a prevalence ALS stoupa
v raznych ¢astech svéta. Odhadovany vyskyt
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v Evropé je 2,2/100 000 obyvatel/rok. Dalsi
skyt ve vychodni Asii 0,89/100 000 obyvatel/
rok a v jizni Asii 0,79/100 000 obyvatel/rok
(Logroscino et Picinnini, 2019).

Preziti pacientl zavisi na nékolika fak-
torech - klinicky fenotyp, vék pfi nastupu
onemocnéni, pohlavi, ¢asna pfitomnost re-
spira¢niho selhani, ztrata hmotnosti a [é¢ba
Riluzolem (jediny chorobu modifikujici 1€k
schvéleny pro ALS). Diagnostika je zalozena
pfedevsim na klinickém vySetfeni a elek-
tromyografickém vysetieni (EMG). Klinicka
kritéria pro diagnostiku ALS byla stanovena
v roce 1994 (kritéria El Escorial), nasledné
byla revidovéna a od roku 2008 jsou k dia-
gnostice vyuzivana Awaji-Shima kritéria,
ktera jsou senzitivnéjsi (Mathis et al., 2017;
Wijesekera et Leigh, 2009).

V soucasnosti neexistuje zadny definitiv-
ni diagnosticky test nebo biomarker pro ALS
a lékafi spoléhaji predevsim na klinicka krité-
ria. Vyvoj novych biomarkerd pro sledovani
progrese ALS je pfislibem zdokonaleni desig-
nu terapeutickych studii a lepsi pochopeni
casto nepredvidatelné progrese onemocnéni
(Kiernan et al., 2011). Slibnym diagnostickym
a prognostickym markerem pro ALS by mohl
byt pNF-H, jehoz zvysené hladiny v mozko-
misnim moku byly zaznamenény u pacientd
s touto diagnézou (Ganesalingam et al., 2013;
Kaiserova et al., 2017).

S ALS jsou spojeny mutace ve vice nez
30 genech, avsak ty vysvétluji pouze 20 %
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vsech pfipadl. Molekularni funkce téchto ge-
nG implikuji Sirokou $kalu buné¢nych procest
v patologii ALS. Pochopeni téchto procest
muze poskytnout voditka k béznym moleku-
larnim mechanismim jak u familidrnich, tak
sporadickych forem ALS a mohly by byt klicem
k vyvoji uc¢innych terapeutickych pfistuptd
(Le Gall et al., 2020). Cilem tohoto ¢lanku je
identifikovat a shrnout vybrané molekularni
mechanismy, které byly zkoumany u ALS -
mitochondridlni dysfunkce, aberantni meta-
bolismus RNA a dalsi.

Molekularni a bunécéné
mechanismy ALS

ALS je stale Castéji povazovana za multi-
systémové onemocnéni. Zmény v bunécnych
procesech mohou byt pfitomné nejen v moto-
rickych neuronech samotnych, ale i v dalSich
bunécnych populacich, jako jsou periferni,
zanétlivé a gliové bunky. Napfiklad astrocyty
a mikroglie se podileji na uvolfiovani proza-
nétlivych mediatord, které vedou k chronic-
kému zanétu neurond a toxicité motorickych
neuront (Le Gall et al., 2020).

Patogenni mechanismy u ALS funguji
prostrednictvim vzajemné souvisejicich mo-
lekularnich a genetickych drah (Kiernan et al.,
2011). K navrhovanym mechanism0m se radi
(Obr. 1):

B nukleocytoplazmatické transportni de-
fekty a zména transportu RNA molekul

a RNA vazebnych protein(i a aberantni

metabolismus RNA,

Obr. 1. Navrhované patogenni mechanismy u ALS (vytvofeno podle Mejzini et al., 2019)
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B nespravna lokalizace protein( vazajicich
RNA vcetné TDP-43 a FUS v cytoplazmé
a naslednd zména transkripce a sestfihu,

B agregujici proteiny véetné TDP-43 se hro-
madi v cytoplazmé a narusuji proteostazu,

B zhorSendreparace DNA (geny podilejici se
na reparaci DNA a zaroven spojeny s ALS -
FUS, TARDBP, TAF15, SETX, EWRST),

B mitochondridlni dysfunkce vede ke zvy-
sené tvorbé reaktivnich forem kysliku
(ROS) a je povazoviéna za inicia¢ni faktor
u ALS, s mitochondriemi interaguje také
nékolik proteinli spojenych s ALS (SOD1,
TDP-43, FUS),

B porucha axondlniho transportu,

B akumulace neurofilament; dezorganizace
cytoskeletu,

B zhorSeny vezikuldrni transport (geny spo-
jené s vezikularnim transportem a zaro-
ven spojeny s ALS - OPTN, VAPB, CHMP2B,
UNC13A), ktery ma za nésledek akumulaci
protein(,

B sekrece zanétlivych proteinud aktivovany-
mi mikrogliemi vedouci k neurozanétu
a neurotoxické aktivaci astrocytd,

B excitoxicita a dysfunkce oligodendrocytt
(Mejzini et al., 2019).

Mitochondrialni dysfunkce
Mitochondrie pIni v burice fadu dilezitych
funkci véetné energetického metabolismu,
biosyntézy lipidd, homeostazy vapniku
a apoptodzy. S mitochondrialni dysfunkci se
setkdvdme u fady neurodegenerativnich
onemocnéni. Mitochondrie hraji klicovou
roli v pfeziti bunék. Pfedpoklada se, Ze na-
ruseni jejich struktury, dynamiky a bioener-
getiky je zapojeno také do patogeneze ALS
(Smith et al., 2019). Kvali vysokym energetic-
kym néarokdm jsou neurony obzvlast nachylné
vuci dysfunkenosti mitochondrii. Rozsahlé po-
Skozeni mitochondrii ma za nasledek odumi-
rdni bunék, protoze jiz nemohou produkovat
dostatek energie. V centralnim nervovém sys-
tému (CNS) je dostatecna davka energie, kterd
je nutna pro preziti a excitabilitu neuront
vétsinou zavisla pravé na mitochondrialnich
zdrojich. K mitochondriélni dysfunkci pfispi-
vaji mutace v mitochondrialni DNA, naruseni
transkripce azménéna dynamika mitochondrii.
V patogenezi ALS muze hrat roli snizena mi-
tochondrialni kapacita Ca ?*, zménéna distribuce
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axonalnich mitochondrii, abnormalni morfolo-
gie mitochondrii, zvysena produkce ROS a de-
ficit produkce ATP v CNS. Lé¢ba zamérend na
zakladni mitochondridlni procesy vykazuje velky
potencial (Golpich et al., 2017).

Oxidacni stres

Oxidacni stres (OS) je disledkem nerov-
novahy mezi produkci a eliminaci ROS. Gliové
a infiltrované imunitni burky jsou povazovany
za hlavni producenty ROS v patologickych sta-
vech CNS. Ackoliv se nevéi, ze ROS zplsobuje
ALS, pravdépodobné zhorsuje jeji progresi. OS
muze byt zvysen u familidrni i sporadické ALS
a muGze ovlivnit mitochondrialni funkci, zhorsit
stres endoplazmatického retikula, a také ovliv-
nit mechanismy homeostazy proteind, coz
vede k poskozeni bunék a ztraté neuront (Le
Gall et al., 2020; Obrador et al., 2020).

Aberantni metabolismus RNA

V souvislosti s ALS byla pozornost zamé-
fena také na dysregulaci RNA jako klicového
mechanismu. DuleZitou roli v patofyziologii
neurodegenerativnich onemocnéni (zejména
ALS, Alzheimerovy choroby, frontotemporalni
demence) hraje odpovéd metabolismu RNA
na stres. Proteiny vazajici RNA (RNA binding
protein — RBP) fidi vyuZiti mRNA béhem stresu
¢astecné prostfednictvim tvorby organel bez
membrén, tzv. stresovych granuli (SG). Mnoho
téchto proteind obsahuje prionové domény,
které se podili na tvorbé a dynamice SG, jed-
na se o komplexy RNA/protein vznikajici pod
bunécnym stresem, které jsou schopny branit
translaci specifickych mRNA (neesencialnich
transkript( a proapoptotickych proteind), a tim
usnadnuji preziti bunék, pokud jsou vystaveny
stresu. Chronicky stres spojeny se starnutim
vede ke vzniku chronickych perzistentnich SG,
které pravdépodobné plisobi jako ohnisko pro
agregaci protein( souvisejicich s onemocnénim.
Predpoklada se, Ze také prionové domény hraji
dulezitou roli v reverzibilnim sestaveni SG. V sou-
vislosti s ALS vzrostl zajem o zapojeni SG do jeji
patogeneze. Terapeutické pfistupy inhibujici
akumulaci SG chréni pfed progresi onemocné-
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ni na zvifecich modelech (Mejzini et al.,, 2019;
Wolozin et Ivanov, 2019).

Genetické faktory

V souvislosti s ALS bylo identifikovano vel-
ké mnozstvi genetickych faktorq, které zvysuji
nachylnost nebo ovliviuji rychlost progrese
nemoci. Az 10 % pfipadd ALS je pfenaseno
v ramci rodin (familiarni typ), vétsinou jsou zdé-
dény autosomalné dominantnim zpUsobem,
casto s vysokou penetraci. Prvni gen spojeny
s ALS byl popsan v roce 1993 a jednalo se o gen
SOD 1. Pri poutziti ptisnych kritérii je mozné vy-
tvofit seznam gend, jejichz mutace se jedno-
znacné podileji na patogenezi ALS. Tyto geny
méni proteostazu a kontrolu kvality proteind,
narusuji aspekty stability, funkce a metabolismu
RNA, narusuji dynamiku cytoskeletu vaxonu. Na
zakladé sekvenovéani DNA u sporadickych pfipa-
dl ALS bylo u 1-3 % pacientt zjisténa misense
mutace SOD 1 a dalSich 5 % bylo zplsobeno in-
tronickou expanzi v C90ORF72 (Taylor et al., 2017).

Molekularni pristupy k lécbé

ALS je nevylécitelné onemocnéni, aviak
pokroky v genové terapii oteviraji novou per-
spektivu lé¢by. Pozornost byla upfena na lé¢iva
cilend na RNA se dvéma hlavnimi zkoumanymi
strategiemi, kterymi jsou kratka interferujici
RNA (siRNA) a antisense oligonukleotidy (AQO).
siRNA Ize pouzit k downregulaci exprese cilo-
vych gen, ke kterym jsou komplementarni,
prostfednictvim interakci s RNA-indukovanym
umléovacim indexem. Pfestoze jiz bylo prove-
deno nékolik preklinickych vyzkum( o pouziti
k cileni gend ALS, Zadny z nich doposud nedo-
sahl klinickych studii. Pfistupy genové terapie
zahrnujici dodani AO do CNS jsou testovany
v klinickych studiich u pacient s mutacemi
v SOD1 nebo C90rf72. AO se mohou navazat
na RNA a zménit genovou expresi prostfednic-
tvim nékolika rliznych mechanisma. Mohou byt
pouZzity k obnoveni ¢i snizeni exprese proteinu
nebo k modifikaci produkce izoforem proteinu
prostfednictvim strategii sestfihu. Lé¢ba neu-
rodegenerativnich onemocnéni pomoci AO
mUze byt v tomto ohledu vyhodn4, protoze
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AO Ize podavat pfimo do CNS intratékalnim
podanim. AO mohou byt slibné pro budouci
terapeuticky vyvoj pro podskupiny pacientt
s ALS (Mejzini et al., 2019; Cappella et al., 2019).

Jak bylo jiz zminéno, RBP hraji klicovou
roli v patogenezi ALS. Mutace v proteinu ob-
sahujicim valosin (VCP/p97) zpUsobuje ALS
a vykazuje chybnou lokalizaci RBP, pficinou je
zménéna funkce D2 ATPazové domény VCP.
Ve studii Harley et al. (2021) inhibice domény
D2 ve VCP mutantnich motorickych neuronech
dokazala zvrétit nespravnou lokalizaci TDP-43
a FUS. Jednd se o zajimavou moznost vyuziti
inhibitor( VCP D2 ATPazy pfi lé¢bé ALS souvi-
sejici s VCP. Inhibitory VCP vSak mohou narusit
bunéénou homeostazu a v budoucich studiich
bude duleZité optimalizovat terapeutickou dav-
ku (Harley et al., 2021).

Zavér

Patofyziologie neurodegenerativnich
onemocnéni miZe vychazet ze zranitelnosti
v buné¢ném metabolismu. ALS je jednim ze
zavaznych neurodegenerativnich onemocné-
ni. Diagnostika ALS je predevsim v pocatcich
onemocnéni slozitd. Pochopeni molekularné
genetickych mechanismU této choroby je dile-
zité kidentifikaci budoucich vhodnych diagnos-
tickych a prognostickych biomarker(, a také
biomarkerd vhodnych k monitoraci odpovédi
pacientl na terapii.
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