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Mocové biomarkery oxidacniho stresu
u amyotrofické lateralni sklerézy — pilotni studie

Urinary biomarkers of oxidative stress in amyotrophic lateral sclerosis —

a pilot study

Souhrn

Cil: Cilem této pilotni studie bylo zjistit, zda mocové biomarkery oxidacniho poskozenf
u nemocnych s amyotrofickou laterdIni sklerézou (ALS) koreluji s tiZi onemocnéni, délkou jeho
trvani a s perspektivou preziti od okamziku stanovenf hladin téchto biomarkerd. Mo¢ byla zvolena
jako neinvazivni médium vhodné pro opakované odbéry. Soubor a metodika: Zatazeno bylo
34 pacientl s ALS diagnostikovanych podle Gold Coast kritérii. V moci byly stanoveny koncentrace
3nitrotyrosinu,8 hydroxy 2’ deoxyguanosinu, malondialdehydu, redukovanéhoglutathionu, volnych
thiolovych skupin a jejich disulfidovych forem, reprezentujicich poskozeni proteint, DNA a lipid{
a zmény antioxidacnich systémd, a to pomoci kapalinové chromatografie spojené s tandemovou
hmotnostni spektrometrif, vysokoucinné kapalinové chromatografie a spektrofotometrie.
Vztahy mezi biomarkery a klinickymi parametry byly hodnoceny neparametrickymi korelacemi
a kvadratickou regresi. Vysledky: Délka trvani onemocnéni vyznamné souvisela se zvysenim
8 hydroxy 2’ deoxyguanosinu (Spearman r = 0,34; p = 0,049; Kendall t = 0,25; p = 0,050) a poklesem
redukovaného glutathionu, pfi¢emz inverzni korelace mezi redukovanym glutathionem a délkou
trvani byla vyrazna (Spearman r = —0,59; p = 0,00016; Kendall t = —0,41; p = 0,00057). Nebyl zjistén
vyznamny vztah mezi Zddnym hodnocenym biomarkerem a funkénim stavem pacientt ani délkou
preziti. Zavér: Mocové hladiny 8 hydroxy 2" deoxyguanosinu a redukovaného glutathionu vykazuj
souvislost s délkou trvanf ALS a naznacuji moznost vyuZiti mocovych biomarker( pfi neinvazivnim
hodnoceni tohoto onemocnéni, avsak bez prokdzaného vztahu k funkénimu stavu i délce preziti.
Tyto nalezy jsou v souladu s hypotézou o podilu oxidativniho stresu na patogenezi ALS, jejich
klinicky vyznam je vsak treba potvrdit ve vétsich longitudinalnich studiich.

Abstract

Aim: The aim of this pilot study was to determine whether urinary biomarkers of oxidative damage
in patients with amyotrophic lateral sclerosis (ALS) correlate with disease severity, disease duration,
and survival prospectively measured from the time of urinary biomarker assessment. Urine was
chosen as a noninvasive medium suitable for repeated sampling. Patients and methods: A total
of 34 patients with ALS diagnosed according to the Gold Coast criteria were included. Urinary
concentrations of 3 nitrotyrosine, 8 hydroxy 2" deoxyguanosine, malondialdehyde, reduced
glutathione, free thiol groups and their disulfide forms, representing protein, DNA and lipid damage
and alterations in antioxidant systems, were measured using liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry, high performance liquid chromatography and spectrophotometry.
Associations between biomarkers and clinical parameters were assessed using non parametric
correlations and quadratic regression. Results: Disease duration was significantly associated with
higher 8 hydroxy 2" deoxyguanosine levels (Spearman r = 0.34; P = 0.049; Kendall t = 0.25; P =
0.050) and lower reduced glutathione levels, with a marked inverse correlation between reduced
glutathione and disease duration (Spearman r = —0.59; P = 0.00016; Kendall t = —0.41; P = 0.00057).
No significant association was found between any of the evaluated biomarkers and patients’
functional status or survival time. Conclusion: Urinary levels of 8 hydroxy 2" deoxyguanosine and
reduced glutathione show an association with ALS duration and suggest the potential use of
urinary biomarkers for non invasive assessment of this disease, although no relationship with
functional status or survival time was demonstrated. These findings are consistent with the
hypothesis that oxidative stress contributes to ALS pathogenesis, but their clinical relevance needs
to be confirmed in larger longitudinal studies.
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MOCOVE BIOMARKERY OXIDACNIHO STRESU U AMYOTROFICKE LATERALNI SKLEROZY — PILOTNI STUDIE

Uvod

Amyotrofickd laterdIni skleréza (ALS) je fa-
talni neurodegenerativni onemocnéni po-
stihujici centraIni i periferni motoneurony.
Pfesna pricina vzniku nenf i pfes rozsahlé
védecké Usili stale znama. Jisté je, Ze na jeji
patogenezi se podili vzajemné propojené
mechanizmy, jako glutamatem zprostfed-
kovana excitotoxicita, chronicky neurozanét,
poruchy autofagie, akumulace patologic-
kych protein(i, mitochondridlni dysfunkce
a oxidacnf stres [1,2]. U ¢asti pacientd hraje
roli také genetické pozadi.

Oxidacni stres, chapany jako nerovno-
véha mezi tvorbou reaktivnich forem kysliku
a ucinnostf antioxida¢nich systémd, je pova-
zovan za vyznamny faktor degenerace mo-
toneuronl u nemocnych s ALS [3]. Stéle nenf
zcela jasné, zda jde o primarni pficinu, nebo
sekundarni déj navazany napr. na mitochon-
dridInf dysfunkci a zanét v nervovém sys-
tému, pficem?Z tyto procesy se také mohou
vzdjemné podporovat.

Primé dlkazy zvyseného oxidacniho
stresu v ¢asnych stadiich ALS u pacientl
a vétsina dat o jeho casné Uloze v pato-
genezi ALS pochdzi z transgennich zvite-
cich modeld nesoucich ALS-asociované
mutace v genu pro superoxiddismutdzu 1
(SOD1) [4,5]. Tyto modely, vychazejici z je-
diného mutovaného genu, vsak odré-
Zeji pouze specifickou formu onemocnént.
Mutovany gen SODIT v nich sice vykazuje
zmeénénou ¢i ¢aste¢né snizenou dismuta-
zovou aktivitu, avsak klicovou roli v pato-
genezi hraje zejména toxicky ,gain of func-
tion”, tedy ziskanf nové nebo nadmérné, pro
bunku skodlivé funkce mutovaného pro-
teinu, zahrnujici chybné skladani, tvorbu
agregatl, zmény intracelularni lokalizace
a sekunddrni poskozeni bunécnych struktur
v¢. mitochondrif [6].

Je vsak treba zdlraznit, ze mutace v genu
SODT se u ¢lovéka vyskytujf jen asi u 1,2 %
pfipadl sporadické ALS [7].

Proto je pravdépodobné, Ze dominantni
patofyziologické mechanizmy u vétsiny pa-
cientd se mohou vyznamné lisit od téchto
experimentéalnich modell zaloZzenych na
mutaci SODI.

U pacientt s ALS byla opakované proka-
zana zvysend oxidacni zatéz v rliznych bio-
logickych tekutindch [8-12]. Z hlediska ne-
invazivniho sledovani se jevi jako vyhodna
moc¢, v niz byl opakované studovan prede-
vsim 8 hydroxy 2" deoxyguanosin (8 oxodG)
jako marker oxidativniho poskozeni DNA,
jehoz hladiny jsou u ALS zvySené oproti

kontroldm a v ¢ase narlstajf [13,14]. V nékte-
rych pracich byl ddle hodnocen i 15 F,t izo-
prostan jako marker lipidové peroxidace, coz
podporuje vyuziti moci jako vhodné matrice
pro dlouhodobé monitorovani oxida¢niho
stresu v prlbéhu onemocnéni [8]. Mocové
biomarkery oxidacniho stresu tak predsta-
vuji potencidlni neinvazivni nastroj pro hod-
noceni ALS, jejich vztah ke klinickym para-
metrim vsak zUstava nejasny.

Cilem této studie nebylo pouze znovu
prokézat pfitomnost oxidac¢niho stresu u pa-
cientl s ALS, co? jiz bylo opakované dolo-
zeno, ale zejména zjistit, zda jsou mocové
biomarkery oxida¢niho stresu spojeny s kli-
nickymi parametry. Pilotni studie se proto
sousttedila na tfi klicové otazky: zda kon-
centrace mocovych markerd koreluji se za-
vaznosti onemocnéni dle Skaly Amyotro-
phic Lateral Sclerosis Functional Rating
Scale — Revised (ALSFRS R), zda souviseji
s délkou trvani choroby v dobé odbéru moci
a zda jsou asociovéany s délkou preziti (po-
¢tem mésict od odbéru do umrti). Moc jako
médium byla vybrana pro moznost neinva-
zivniho odbéru a jeji snadnou dostupnost.

Soubor a metodika

Soubor

Do pilotni observac¢ni studie bylo zafazeno
celkem 34 pacientl s diagndzou ALS, ktefi
splnovali diagnostickd kritéria dle Gold Coast,
pozadujici progredujici motorické postizent,
soucasny nalez znamek postizeni centralniho
i periferntho motoneuronu v jedné télesné
oblasti nebo postizenf periferniho motoneu-
ronu alespon ve dvou oblastech a vyloucenti
jiné priciny téchto obtizi [15].

Jednalo se o pacienty s ALS sledované
v nervosvalové poradné Neurologické kli-
niky Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Soubor tvofilo 25 muzd (74 %) a 9 zen (26 %).
U Zen byl u 4 pacientek (44 %) pfitomen bul-
barni zacatek onemocnéni, u 5 pacientek
(56 %) zacinalo onemocnéni na koncetinach.
U muzd byl bulbarni zacatek zaznamenan ve
4 pfipadech (16 %), ostatni muzi méli zaca-
tek onemocnéni na koncetinach. Nebyl! za-
chycen familidrnf vyskyt ALS. Primérny vék
sledovanych osob ¢inil 59,7 roku (rozmezi
34-87 let). Vsichni méli zachované renalni
funkce a vsichni byli nekuféci. Vsichni byli 1é-
Ceni riluzolem.

Funkéni stav hodnoceny pomoci Skély
ALSFRS-R dosahoval v prdméru 34,7 bodu
(rozmezi 10-46 bodu). Priimérna doba trvani
onemocnéni v dobé odbéru biologického
materidlu byla 26 mésicl (rozmezi 3-110 mé-

sicd). Primérna doba Iécby riluzolem v dobé
odbéru biologického vzorku ¢inila pfiblizné
16 mésicl, pficemz vsichni pacienti uzivali
standardni davku 100mg denné. U 20 pa-
cientd je dostupny udaj o dobé preZiti od
okamziku stanoveni hladin biomarker(,
kterd cinila v prdméru 22,9 mésice (rozmezi
4-53 mésicl). Ostatni nemocnf jsou dosud
nazivu.

Kazdému pacientovi byl odebrén vzorek
ranni moci za standardizovanych podminek
(ranni mog, stfedni proud). Vzorky byly bez-
prostifedné po odbéru zamrazeny pfi =80 °C
a analyzovéany v jedné certifikované labora-
tofi, aby byla minimalizovdna preanalyticka
variabilita.

Analytické metody

Ve vzorcich moci byly stanoveny koncen-

trace nasledujicich marker& oxida¢niho

stresu:

+ 3-nitrotyrosin (3-NT) — marker oxidativ-
niho poskozeni proteind;

+ 8 oxodG - marker poskozeni DNA;

+ malondialdehyd (MDA) — produkt lipidové
peroxidace;

- redukovany glutathion (GSH);

+ volné thiolové skupiny (NP-SH) a

« disulfidové formy (NP-SS-NP) — markery
antioxidacni kapacity.

Stanoveni bylo provedeno validovanymi
metodami zahrnujicimi kapalinovou chro-
matografii s hmotnostni spektrometrii na se-
stavé LG20 Prominence ve spojeni s UV/VIS
spektrofotometrickym detektorem a QQQ
8030 MS detektorem (Shimadzu, Kjoto, Ja-
ponsko) nebo LTQ XL Linear lon Trap detek-
torem vybavenym APCI zdrojem (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, USA). Pro pfipravu
vzorkd byly vyuZity béZné dostupné interni
standardy a techniky jako derivatizace, ex-
trakce na pevné fazi a kalibra¢ni kfivky v roz-
sahu odpovidajicim fyziologickym kon-
centracim. Analyzy probihaly na pracovisti
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Krélové. Pouzité metodiky vycha-
zely z dfive publikovanych a validovanych
postupt [16,17].

Charakteristika analyzovanych
markeri

Zvoleny panel mocovych biomarkert zahr-
nuje ukazatele oxidativniho a nitrosativniho
poskozeni proteind (3 NT), lipidové peroxi-
dace (MDA), oxidativniho poskozeni DNA
(8 oxodG) a markery antioxida¢nf a thiol di-
sulfidové rovnovahy (GSH, NP-SH, NP-SS-
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Tab. 1. Charakteristika mocovych biomarkerd oxidac¢niho stresu pouzitych ve studii.
Marker Druh markeru Hlavni biologicky vyznam Davod zafazeni do studie Vylucovani / vztah k moci
marker oxidativniho . o neinvazivni ukazatel vznikd z nitrdtovanych proteind, je
X L P . dlouhodobé proteinové , . L NS o ia
3-NT a nitrosativniho poskozeni . P systémového nitratntho  ¢aste¢né metabolizovéan a z velké ¢asti
- poskozen, nitracni stres . o
proteind stresu vyluc¢ovan moci
marker oxidativniho kumulativni oxidativnf uljazatellgenet@kého po- vzniké P opvrav/é OXid?,V.anéhO gga@inu
8-oxodG . . 2 p skozeni zprostredkova- a je vylucovéan moci jako stabilni
poskozeni DNA poskozeni DNA ) R g
ného oxidac¢nim stresem konecny produkt
produkt lipidové oxidativni poskozeni rarker fip! Qve ) Castecné vylucovan modi; interpretaci
MDA eroxidace lipidovych struktur peroxidace a systémového komplikujf dieta a preanalytické faktor
P P y oxida¢niho stresu PlkY) P y y
o A udrzovani redoxnf ukazatel antioxidacni . L A
hlavni intracelulamni g . ; , zmeny vylucovani mohou odrazet
GSH o rovnovahy, detoxikace kapacity a redoxni e e o T .
antioxidant L . , vycerpani antioxida¢ni kapacity
reaktivnich sloucenin rovnovahy
. o dostupné volné thiolové  charakterizuje redukova- nizké extraceluldrni koncentrace;
neproteinové thioly — : o . o . o ..
NP-SH . skupiny v antioxidacnim nou slozku thiol-disulfi- jejich pfitomnost v moci odrdZi stav
redukovand forma ) . ) . ) . ,
systému dové rovnovahy. systémového thiolového poolu
: o , : Lo lu's NP-SH isuj G .
disulfidova (oxidovana) oxidovana slozka Sp?hl;osl—disulﬁdpc?v%lzwe vznika oxidaci NP-SH; pomér NP-SH/
NP-SS-NP forma nizkomolekularnich  thiolového poolu, odraz ; . NP-SS-NP v moci odrazf systémovy
e o rovnovéahu a stupen )
thiold oxida¢niho stresu e redoxni stav
oxida¢niho stresu
3-NT - 3-nitrotyrosin; 8-oxodG — 8-hydroxy-2-deoxyguanosin; GSH - redukovany glutathion; MDA — malondialdehyd; NP-SH — neproteinové
thioly; NP-SS-NP — disulfidové formy neproteinovych thioll

-NP). Tyto parametry predstavuji klicové
ukazatele vlivu oxida¢niho stresu na siroké
spektrum biologickych molekul. Obdobné
panely biomarkerd oxidativniho a nitrosa-
tivniho stresu byly opakované studovany
jak u ALS, tak i u dalsich neurodegenera-
tivnich onemocnéni [13,14]. Charakteristika
jednotlivych markerd, jejich biologicky vy-
znam a vztah k vylu¢ovani mocijsou shrnuty
vtab. 1[14,18-31].

Pouzité statistické metody
Neparametrické korela¢ni analyzy
(Spearmanova, Kendallova analyza)
Spearmanova a Kendallova korelace jsou me-
tody, které nevyzaduji pfedpoklad norma-
lity rozdéleni ani linedrni vztah mezi promén-
nymi, a jsou tak vhodné pro biologickd data,
kterd Casto vykazuji odlehlé hodnoty, nerov-
nomérnou distribuci ¢i omezeny rozsah skore.
Spearmantv korelacnf koeficient vychazi z po-
fadi hodnot a umoziuje zachytit obecné vze-
stupné ¢i sestupné trendy mezi proménnymi.
KendallGv tau-koeficient je alternativni nepara-
metrickou metodou, kterd je jesté robustnéjsi
zejména u mensich datovych souborl nebo
pii vyskytu extrémnich hodnot.

Statistické analyzy byly provedeny v jazyce
Python s vyuzitim knihovny NumPy (verze
1.26.4) pro numerické operace, knihovny

SciPy (verze 1.13.1) pro neparametrické kore-
lace a testovani hypotéz a knihovny statsmo-
dels (verze 0.14.4) pro regresni modelovani a
odhad konfiden¢nich intervald.

Nelinearni regrese (polynomicka
regrese 2. stupné)

Z dlvodu mozné nelinearity vztahu mezi
koncentracemi markerd oxidac¢niho stresu
a funkénim stavem pacientd (hodnocenym
pomoci ALSFRS-R) jsme kromé neparamet-
rickych korela¢nich metod vyuzili také kvad-
ratickou regresni analyzu. Tento typ modelu
umoznuje zachytit i zakfivené (napf. U- nebo
obrdcené U-tvarované) vztahy, které by li-
nedrni metody mohly prehlédnout. Kvad-
ratickd regrese tak doplnuje korela¢ni pfi-
stupy a umoznuje podrobnéjsi zhodnoceni
komplexnich souvislosti mezi proménnymi.
V rdmci modelu byly hodnoceny koeficient
determinace (R?) a statistickd vyznamnost
kvadratického ¢lenu (hodnota p).

Vysledky a jejich interpretace
Mocové biomarkery oxida¢niho
stresu a funkéni stav pacienti
hodnoceny pomoci Skaly ALSFRS-R
Nebyla prokdzédna zadné statisticky vy-
znamna korelace mezi koncentracemi z4d-
ného ze sledovanych mocovych markerl

oxidac¢niho stresu a funkénim stavem pa-
cientd hodnocenym pomoci skaly ALSFRS
R (vSechny p > 0,05). Nejvyssi, avsak stale
statisticky nevyznamny trend byl pozoro-
van mezi hladinami GSH a ALSFRS R (Spear-
man r = 0,31; p = 0,10), coz sveéd¢i pouze
pro slabou tendenci k lepsimu funkenimu
stavu u pacientl s vyssimi hodnotami GSH.
U 3-NT byl vztah k ALSFRS R zanedbatelny
(r=0,07;p=0,73) a obdobné u ostatnich sle-
dovanych marker( se korelace pohybovaly
v pasmu slabych az velmi slabych zavislosti,
bez zietelného trendu. Celkové tak v nasem
souboru nebyla v moci prokazéna jedno-
znac¢na vazba mezi Urovni oxidac¢niho stresu
a aktudlnim funkénim stavem nemocnych
(tab. 2A).

Délka trvani onemocnéni a mocové
biomarkery oxida¢niho stresu

Naopak pfi hodnocenf vztahu k délce trvani
onemocnéni se ukdzaly vyznamné souvis-
losti u vybranych marker(. Hladiny 8 oxodG
v moci vykazovaly pozitivni a statisticky vy-
znamnou korelaci s dobou trvanf ALS (Spear-
man r = 0,34; p = 0,049; Kendall t = 0,25;
p = 0,050), coz ukazuje na narlst tohoto
markeru s delsim trvanim choroby. Jesté vy-
raznéjsi vztah byl zaznamendn u GSH: hla-
diny GSH v moci negativné korelovaly s dél-
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Tab. 2A. Vztah mocovych biomarkerd oxidac¢niho stresu k funkénimu stavu hodnocenému pomoci ALSFRS-R (n = 34).
Marker n R ' P N P
(kvadraticka regrese)  (Spearman) (Spearman) (Kendall) (Kendall)
3-NT 34 0,07 0,07 0,73 0,04 0,78
8-oxodG 34 0,01 -0,20 0,29 -0,16 0,24
MDA 34 0,14 -0,20 0,29 -0,15 0,27
GSH 34 0,09 0,31 0,1 0,22 0,1
NP-SH 34 0,01 0,24 0,21 0,15 0,27
NP-SS-NP 34 0,05 0,12 0,55 0,09 0,49
Tab. 2B. Vztah mocovych biomarker( oxidac¢niho stresu k délce trvani onemocnéni (n = 34).
Marker n R’ ' P N P
(kvadraticka regrese) (Spearman) (Spearman) (Kendall) (Kendall)
3-NT 34 0,07 0,11 0,52 0,09 048
8 oxodG 34 0,01 034 0,049 0,25 0,05
MDA 34 0,14 0,29 0,09 0,20 0,10
GSH 34 0,09 -0,59 <0,001 -041 <0,001
NP-SH 34 0,01 -0,11 0,54 -0,07 0,64
NP-SS-NP 34 0,05 -0,02 091 -0,01 093
Tab. 2C. Vztah mocovych biomarkerd oxidacniho stresu k délce preziti (mésice do umrti od odbéru modi) (n = 20).
Marker n . R’ ' P N P
(kvadraticka regrese) (Spearman) (Spearman) (Kendall) (Kendall)
3-NT 20 0,13 -0,32 0,18 -0,20 0,22
8 oxodG 20 0,28 0,16 0,50 0,11 0,52
MDA 20 0,05 0,05 0,84 0,02 090
GSH 20 0,22 -0,31 0,18 -0,29 0,08
NP-SH 20 0,0758 0,01 0,96 0,01 095
NP-SS-NP 20 0,0023 -0,17 048 -0,14 0,40
3 NT -3 nitrotyrosin; 8 oxodG — 8 hydroxy 2’ deoxyguanosin; ALSFRS R — Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rating Scale — Revised; GSH —
redukovany glutathion; MDA — malondialdehyd; n — pocet; NP-SH — neproteinové thioly; NP-SS-NP — disulfidové formy neproteinovych thiolG; r
— Spearman(yv korela¢ni koeficient; R - koeficient determinace kvadratické (polynomické) regrese 2. stupné; T — Kendall(iv tau

kou trvani nemoci (Spearman r = —0,59;
p = 0,00016; Kendall t = —=0,41; p = 0,00057),
takZe nizsi hodnoty GSH byly statisticky sig-
nifikantné spojeny s delSim trvanim ALS.

U MDA byl patrny pouze slaby pozitivni
trend na hranici statistické vyznamnosti (p =
0,09), ktery nebyl potvrzen Kendallovym tes-
tem, a proto jej nelze povazovat za prikazny.
Ostatni sledované markery (3 NT, NP-SH, NP-
-SS-NP) statisticky vyznamnou souvislost
s délkou trvani onemocnéni nevykazovaly
(tab. 2B).

Perspektiva preziti od stanoveni
hladin mocovych biomarkert
oxidac¢niho stresu

Pri analyze vztahu mezi mocovymi bio-
markery a perspektivou ndsledného preziti
(poc¢tem mésicl od stanoveni hladin mo-
¢ovych biomarkert do umrti pacienta) ne-
byla zjisténa zadna statisticky vyznamna ko-
relace. U zddného z hodnocenych marker
(8 oxodG, GSH, MDA, 3 NT, NP-SH, NP-SS-
-NP) se nepodafilo prokazat, ze by jeho vy-
chozi koncentrace predikovala délku pre-

Ziti (vS8echny p > 0,05); mocové ukazatele
oxidac¢niho stresu se tak v nasem souboru
neukdzaly jako prognostické biomarkery
(tab. 2Q).

Diskuze

V této pilotni studii byly prokdzany vy-
znamné souvislosti mezi vybranymi moco-
vymi biomarkery oxida¢niho stresu a délkou
trvani onemocnéni u pacientl s ALS. Nej-
vyznamnéjsim nalezem byla statisticky vy-
znamna negativni korelace mezi koncen-
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traci GSH v moci a délkou trvani nemoci.
Tento vztah naznacuje postupné vycerpa-
vani antioxidac¢ni kapacity organizmu v pru-
béhu progrese ALS a je v souladu s pfedpo-
klddanou dllezitou roli oxida¢niho stresu
v jeji patogenezi. Naproti tomu nebyl zjistén
statisticky vyznamny vztah zadného ze sle-
dovanych markerd k funkénimu stavu hod-
nocenému skdlou ALSFRS-R ani k ndsledné
délce preziti, coz naznacuje, ze mocové bio-
markery spise odrazeji chronickou oxidacni
zatéZ nez aktualni klinicky stav ¢i prognozu.

Pozitivni korelace mezi 8 oxodG a délkou
trvani ALS je v souladu s biologickou pod-
statou tohoto markeru. 8 oxodG vznikd jako
vedlejsi produkt reparace DNA poskozené
oxida¢nim stresem [20]. Guanin, nejvice na-
chylnd nukleova baze k oxidaci, se plsobe-
nim reaktivnich kyslikovych radikal ménina
8 oxoguanin, ktery je specifickymi enzymy
(zejména 8-oxoguanin DNA glykosyldzou)
odstranén mechanizmem excizni reparace
bazi [32]. Po vystépeni neni 8 oxodG déle vy-
znamné metabolizovéan a je vylu¢ovan modi,
takZe jeho koncentrace v moci slouZi jako
nepiimy ukazatel probihajici reparace DNA
a expozice oxida¢nimu stresu [33-35] .

Narlst 8 oxodG v modi s délkou trvani ALS
v nasi studii podporuje Uvahu o 8 oxodG
jako markeru kumulativniho oxida¢niho po-
skozeni DNA. 8 oxodG byl validovan jako
mocovy biomarker oxida¢niho stresu v ex-
perimentélnich zvitecich modelech [36]. Dat
pochdézejicich ze studif s lidskymi subjekty
je viak zatim malo a stdle nenf jasné, jak vy-
razné se na hladinach 8 oxodG v moci podili
interindividudIni variabilita repara¢ni kapa-
city DNA a jak velka je intraindividudlni varia-
bilita v ¢ase. Presto je tento marker povazo-
van za potencidlné uzite¢ny a spolehlivy pfi
hodnoceni v moci zejména pro monitoraci
zmén oxida¢niho stresu v ¢ase [37].

U nasich pacientl jsme pozorovali, Ze kon-
centrace mocového 8 oxodG nardstd s dél-
kou trvani ALS. Tento nalez naznacuje, Ze
u nemocnych s delsim trvanim onemoc-
nénf dochézi k perzistujicimu, chronicky zvy-
senému oxida¢nimu poskozeni DNA, které
vede k trvale zvysené aktivité zakladni ex-
cizni reparace DNA a ndsledné i k vyssimu
,okamzitému” vyluc¢ovani 8 oxodG moci.
V tomto kontextu Ize 8 oxodG chapat jako
kratkodobé reagujici ukazatel aktudiniinten-
zity opravy DNA, kterd je oviem u pacientd
s delsi dobou trvani ALS dlouhodobé zvy-
Send v disledku kumulativni oxida¢ni zatéze,
a proto u nich dosahuje vyssich hodnot i pfi
jednorazovém odbéru.

Redukovany glutathion v nervové tkani
hraje zadsadni roli v udrzovani redoxni ho-
meostazy a ochrané pred oxida¢nim po-
skozenim [38]. Neurony jako postmitotické
buriky s omezenou regenerac¢ni kapacitou
jsou k nadbytku reaktivnich kyslikovych ra-
dikall zvIast vnimavé. GSH u nich zajistuje
detoxikaci téchto radikald, podporu mito-
chondridlnich funkci a ochranu proteind, li-
pidl i DNA [39]. Astrocyty majf oproti neuro-
ndm vyssi schopnost syntézy GSH a podileji
se na udrzovani redoxniho prostfedi v CNS
exportem GSH a jeho prekurzord do extra-
celuldrniho prostoru, odkud je neurony vy-
uzivajf pro vlastni syntézu. Jakékoli narusenti
této spoluprace mezi gliemi a neurony nebo
snizenf syntézy GSH mdze prispivat k selek-
tivni vulnerabilité neuronalnich populaci,
COZ je povazovano za vyznamny patogene-
ticky mechanizmus u neurodegenerativnich
onemocnéni ve. ALS [38-40].

Prestoze je GSH prevéazné intraceluldrni
molekula, mUZe byt za urcitych podminek
detekovén i v moci [2541]; pti vhodné zvole-
nych analytickych podminkach mohou kon-
centrace mocového GSH slouzit jako nepfimy
ukazatel systémové antioxidacni kapacity.

Za normalnich fyziologickych podminek
je glomerularni filtrace GSH omezen4, pro-
toze GSH je Ucinné reabsorbovan v proxi-
malnich tubulech a nasledné intracelularné
stépeny glutamyltransferdzou na jednotlivé
aminokyseliny urcené k resyntéze, coz vede
k nizkym koncentracim GSH v moci za ho-
meostatickych podminek [28].

V nasem souboru dochéazelo k postup-
nému poklesu koncentrace GSH v moci
s délkou trvani onemocnéni, coz interpretu-
jeme jako odraz dlouhodobého vycerpani
glutathionovych rezerv a oslabeni obran-
nych mechanizmu vaci oxida¢nimu stresu.
Tato interpretace zapadd do Sirsiho kon-
ceptu, podle néhoz dochazi u ALS k vy-
Cerpavani glutathionového systému jak na
urovni centralniho nervového systému, tak
v perifernich kompartmentech.

Studie vyuzivajici protonovou MR spektro-
skopii prokazala pfiblizné o tfetinu nizsi hla-
diny GSH v motorickém kortexu pacientl
s ALS ve srovnani se zdravymi kontrolami, coz
také podporuje vyznam oxida¢niho stresu
v patogenezi tohoto onemocnéni. Zajimavé
je, Ze zatimco kortikdIni N acetylaspartat jako
marker neuronalInf integrity nevykazoval pfi
normalizaci k vodé signifikantni pokles, re-
dukce GSH byla zfetelnd jiz v relativné cas-
nych stadiich a nezavisle na zjevném Ubytku
neurond, coz naznacuje, Ze porucha redoxni

homeostazy mlze predchazet manifestni
neurodegeneraci [9-11,42]. Negativni ko-
relace mezi mo¢ovym GSH a délkou trvani
ALS v nasi kohorté m(ze predstavovat sys-
témovy odraz téchto centralnich zmén. Po-
stupné vycerpavani glutathionovych rezerv
v CNS i perifernich tkanich totiz vede k po-
klesu dostupného GSH v mozku, v cirkulaci
a naslednéiv moci.

Spole¢né hodnoceni mocového 8 oxodG
jako ukazatele kumulativniho oxida¢niho
poskozeni DNA a mocového GSH jako po-
tencidlniho markeru systémové antioxidacnf
kapacity mUze u pacientd s ALS poskyt-
nout ucelengjsi pohled na rovnovahu mezi
oxidacnf zatézf a obrannymi mechanizmy
organizmu.

Nase vysledky je zdroven tfeba vnimat
v kontextu dosavadnich studii. U pacientt
s ALS byla opakované prokazéna zvysena
oxidacni zatéz v rliznych biologickych tekuti-
nach. V. mozkomisnim moku byl popsan vy-
razny vzestup 3 NT u sporadické ALS a také
zvyseny podil oxidované formy koenzymu
Q10, ktery navic nepfiznivé koreloval s dél-
kou trvani onemocnéni [10,11]. Rozsahla me-
taanalyza ukazala u pacient s ALS zvysené
hladiny markert oxida¢niho stresu, jako jsou
MDA, 8 oxodG a produkty oxidace proteind,
a naopak snizeni GSH a kyseliny mocové [9].
Ve studii autord Mitsumoto et al. byly u paci-
entd s ALS opakované méfeny hladiny plaz-
matického kreatininu, plazmatické kyseliny
mocové a mocovych marker oxida¢niho
stresu (8 oxodG a 15 F,t izoprostan) a byl
hodnocen jejich vztah k ALSFRS R a dobé
preziti; koncentrace mocovych markerd oxi-
dacniho stresu v ¢ase narUstaly, aviak mély
omezenou prognostickou hodnotu, zatimco
plazmaticky kreatinin byl vyznamné spo-
jen jak s funkénim stavem, tak s dobou pre-
ziti [8]. Bogdanov et al. prokdzali zvysené
hladiny 8 oxodG v moci, plazmé a mozko-
misnim moku u pacientd s ALS oproti kon-
troldm a ukazali, Ze jeho koncentrace v moci
v Case narlstaji, coZ také podporuje vyuZit
mocijako vhodné matrice pro sledovani oxi-
dacniho stresu v pribéhu onemocnéni [12].
Nase vysledky jsou s témito pozorovanimi
v souladu, nebot podporuji zapojenf oxidac-
niho stresu do patogeneze ALS a naznacuji,
7e mocové biomarkery, zejména 8 oxodG
a GSH, mohou odrazet kumulativni oxidac¢ni
zatéz v pribéhu onemocnéni, avsak bez jed-
noznacné vazby na funkéni stav a preziti
v nasem pilotnim souboru.

Nase studie ma néekolik limitaci. Byla zalo-
7ena na jednordzovém odbéru moci u kaz-
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dého Ucastnika, coZz neumoziiuje zachytit
intraindividualni variabilitu hladin studova-
nych markerd v ¢ase ani detailnéji popsat je-
jich dynamiku v prébéhu onemocnéni. Déle
jsme neméli k dispozici vékové a komorbidi-
tami plné sparovanou kontrolnf skupinu. Bu-
douci préace by proto méla zahrnovat opa-
kované odbéry moci u tychz pacientl a také
srovnani hodnot s vékoveé vazanymi kontro-
lami, idedlné v rémci vétsich longitudinal-
nich kohort.

Z&vérem lze fici, ze v této pilotni studii hla-
diny 8 oxodG v moci nardstaly a hladiny GSH
klesaly s délkou trvani ALS, coZ naznacuje
souvislost mezi mocovymi biomarkery oxi-
dacniho stresu a kumulativni zatézi onemoc-
néni. Naopak jsme neprokézali vztah mezi
koncentraci sledovanych markert a funke-
nim stavem hodnocenym pomoci ALSFRS R
ani s délkou néasledného preziti, a tyto mar-
kery se tak v nasem souboru neukdzaly jako
prognostické ukazatele.

Mocové biomarkery oxidacniho stresu
by v budoucnu mohly rozsitit spektrum do-
stupnych biomarker ALS a slouZit k nein-
vazivnimu monitorovéani oxida¢niho po-
skozenl, jejich klinicky vyznam je vsak tieba
oveéfit ve vétsich longitudinalnich studiich.

Etické aspekty

Prace byla provedena ve shodé s Helsinskou deklaracf
z roku 1975 a jejimi revizemi v letech 2004 a 2008. Studie
byla schvélena Etickou komisi FN Hradec Kralové dne 7.
3.2025 (¢.]. 202503 P05).

Konflikt zajma

Autofi deklaruji, Ze v souvislosti s pfedmétem studie
nemaji zadny konflikt zajma.
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