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CIiLE PRACE

Vypracovani pfehledné reSersSe na téma:

o Podstaty popalenin

o Metabolismu

o VyZivy u popaleninovych traumat

o Teorie a praxe kapilarni elektroforézy, vysokoucinné kapalinové

chromatografie

Vyvoj metod pro studium obsahu vybranych biologicky aktivnich latek pii
popaleninovém urazu, zejména latek odrazejicich energeticky metabolismus
(nukleotidy), analyza klinickych vzorkd, porovnani vysledkti pacienti se
zdravymi jedinci
Zhodnoceni studia a zpracovani diskuse k vysledkiim z pohledu soucasnych

poznatky v odborné literatuie



1 UVOD

Popaleninové trauma se fadi k nejstar§Sim zranénim viibec. V soucasné dob¢ se diky
rozvoji techniky jejich Cetnost zvysila. 1 ptes lékaiskou vyspélost a zvednuti urovné
poskytované péce je 1éCeni popalenin komplikované a ¢asove velice naroc¢né. Pacienti se
po urazu potykaji nejen s fyzickymi, ale 1 psychickymi problémy. To vyzaduje vysoce
sofistikovany piistup, ktery je zajistén vysoce kvalifikovanymi a proskolenymi lékafti a

zdravotnimu sestrami.

Kazdy rok je postizeno okolo 1 % populace. VétSina téchto urazii je lécena
ambulantné. 3 % postizenych musi byt hospitalizovana a popaleniny pro né ptredstavuji
piimé ohrozeni zivota. Tito pacienti jsou léCeni na specializovanych pracovistich, které
jim poskytuji komplexni péci jak po celou dobu hospitalizace, tak v dob¢, kdy do

zafizeni dochdazi na rehabilitace.

V teoretické cCasti této prace jsou uvedeny zakladni poznatky o popaleninach,
metabolickych zménach pfi popdaleninovém urazu, moznych zplsobech vyzivy a

metodach, které byly vyuZity k analyze redlnych vzorki.

V praktick¢ ¢asti jsou uvedeny zakladni informace o pacientech, jsou

vyhodnoceny a statisticky zpracovany vysledky jednotlivych analyz.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 POPALENINY

»~Popaleninové trauma se fadi mezi nejstarsi trazy, které postihly lidstvo.” (Kdnigova,
2010). Predstavuji vyznamny problém na celém svété. (Keck, 2009) Prestoze
popaleniny nepatii mezi nejcastéjsi zranéni, svou komplikovanou léc¢bou a nésledky,
traumatologie. Celkova zavaznost poranéni je dana 5 faktory: hloubkou, velikosti a

umisténim popaleni, vékem a zdravotnim stavem pacienta.(Dokter, 2014)

Umrtnost pacientii se zavaznymi popaleninami se vyrazné snizila diky zlepSeni
kontroly infekce, vyzivy, snizeni hypermetabolické odpovédi, novym a zlepSenym

chirurgickym pfistuptim. (Pruitt, 2012)

Lécba popalenin je velice zdlouhava, narocna a zavisla na mnoha faktorech. Jeden
Z hlavnich problémi zde hraje fakt, Ze neexistuje jednotny postup pro 1écbu popalenin.
Kazdy pacient vyzaduje individudlni pfistup podle rozsahu a hloubky poranéni.

(Mager, 2005).

V Ceské republice je kazdoroéné 1éeno piiblizné 1% populace s popaleninovym

urazem. Pfiblizn€ 3 % se fadi mezi té¢Zké ptipady a jsou hospitalizovani, zbytek je 1écen

ambulantnd. (www.epomed.cz) V roce 2009 bylo v Ceské republice hospitalizovano
3362 pacientd (1606 déti, 738 mladych dospélych a 1018 starSich dospélych).

Nejcastéjsim zplisobem poranéni bylo opafeni a popaleni. (Saffle, 2012)

V Ceské republice existuji tfi pracovi§té specializujici se na popaleniny — tzv.
popaleninova centra, jsou to Klinika popaleninové mediciny v Praze, Klinika popélenin
a rekonstrukéni chirurgie v Brné a Popaleninové centrum v Ostravé. Cinnost
popaleninovych center upravuje véstnik MZ CR &astka 6 z roku 2008 (Traumatologické
péée v CR).

2.2 STAVBA KUZE

KiiZe je nejvétsim organem lidského téla. Zaujima priblizng 1.8 m% Sklada se ze
tfi hlavnich casti: vnéjsi tenci epitelové Casti — pokozky, vnitini, siln€j$i vazivové tkdné
— Skary a podkozniho vaziva (Obr. 1). (Cook, 2003)
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Pokozka se skldda ze 4 typt bun€k. Keratinocyty, v zékladni vrstvé mayji
charakter kmenovych bun¢k, se neustale d€li a posouvaji smérem nahoru. Nahrazuji
odumfelé, rohovatéjici builky, které se odlupuji. Melanocyty neboli pigmentové bunky
zpusobuji zbarveni ktize. Bunky, jez chrani kiizi proti pronikani mikroorganismti, jSou
imunitni (Langerhansovy) buiiky. Poslednim typem bunék jsou Merkelovy bunky —

receptory dotyku.

Skara je slozena ze dvou vrstev obsahujici kolagenni a elastické vldkna. Nachazi
se zde receptory kozniho &iti, tukové a vazivové buiiky, mazivové a potni zlazy. Skara
je bohaté prostoupena cévami a nervy a vyrustaji z ni vlasy a chlupy. Elastickd vldkna
jsou zodpoveédna za pruznost, kolagenni vldkna dévaji kizi pevnost. Podle anatomické

lokalizace se Sitka Skary méni v rozmezi od 0,5 mm (o¢ni vicka) az po 3 mm (zada).

Podkozni vazivo tvoii sit’ elastickych a vazivovych vldken, mezi néz jsou
vmezeteny vazivové bunky. (Novotny, 2008; Stockleyova, 2003; Liillmann-Rauch,
2012; Cook 2003; Merkunova, 2008). Tloustka je individualni podle stavu vyzivy, véku
a pohlavi. (Stétinsky, 2014)

v

NejdilezitéjSi funkci kize je ochrana lidského téla pred wvnéjSimi vlivy. Déle
zprosttedkovava kozni €iti, podili se na udrzeni télesné teploty, je zdsobarnou krve, fadi

se k vyluCovaci soustave, ma vstiebavaci schopnost. (Merkunova, 2008)

2.2.1 Klasifikace popaleni:

e Hlavnim faktorem umrtnosti je hloubka popaleni po tepelném zranéni. Stejné tak
uruje pacientiv vzhled a stav do budoucna. (Heimbach, 1992) Hloubka
popaleni zavisi na dobé a intenzité¢ pisobeni tepelného zdroje a délime ji na
popaleniny 1. II. a II1. stupné (Obr. 1).

e Popdleniny mohou byt zplUsobeny elektrickym proudem, zafenim, tfenim,

ohném, opafenim, piisobenim chemikalii.
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Tab. 1: Klasifikace popaleni dle hloubky a jeji charakteristika.

popalenina pfi¢ina vzhled P rltom}lf?,St citlivost 1écba
puchyfti
opalovani bez
pouZziti bez
I. Stupeit | ochrannych zarudnuti, otok uchvia bolestivé 7 dni
prostiedkii puchy
II. Stupen opaten Sﬁi)lﬁi\iz irilris s puchyii bolestivé 14 dni
kontakt s
y vysokou hnédocervena az bez bez N
II1. Stupen teplotou, I bolesti chirurgicky
chemikéliemi voskovité bila puchyit olesti
nebo
elektrickym
proudem

e Rozsah popaleni se vyjadiuje procentudlné. U vétSiho rozsahu popaleni se
vyuziva pravidlo deviti: hlava, prava a leva ruka predstavuji 9 % celkové plochy
téla, prava a leva noha, zada a trup 18 %. Popaleniny mensiho rozsahu se méti

podle dlan¢ pacienta, kterd zaujima 1 % celkové plochy téla.

st
degree

—epidermis

2nd
degree

—dermis

de

—fatty tissue

Obr. 1.: Stavba kuze a klasifikace hloubky popaleni (ptevzato z http://kids.britannica.com/)
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2.3 NUKLEOTIDY

Nukleotidy jsou organické molekuly, jez se skladaji z purinové ¢i pyrimidinové baze,
cukru a zbytku kyseliny fosfore¢né. (Szitanyi, 2007) Tyto latky a jejich baze hraji
dilezitou roli u spousty biologickych procest. (Carver, 1995; Moffatt, 2002) Mezi
hlavni patii syntéza DNA a RNA, pfenos energie a regulace metabolismu. (Friedecky a

kol., 2007).

Pyrimidinové bdze jsou soucasti struktury mnoha koenzymi (NAD, NADP,
NADPH). (Szitanyi, 2007) Jsou zapojeny do mnoha katabolickych a anabolickych cest
v zivém organismu. (Carver, 1995) NAD a NADP jsou V pentosafosfatové draze
hlavnimi akceptory elektronti. Jejich redukované formy NADH a NADPH jsou
hlavnimi donory elektronit k tvorbé ATP a snizeni tvorby NADPH. (Markuszewski,
2003)

Adeninové nukleotidy (ATP, ADP, AMP) piisobi jako donory volné energie pro
procesy, které jsou energeticky naro¢né. Energie ziskana z hydrolyzy ATP a ADP je
vyuzita pro mechanickou préci, jako ¢innost svall, aktivni pfenos molekul a iontl a pro
biosyntézu molekul z jednoduchych prekurzori. ATP a ADP hraji také dulezitou roli pii
fyziologické signalizaci molekul, které se vazi na purinové membranové receptory.
(Ralevic, 1998) ADP je dulezit¢ pro shlukovani krevnich desticek. (Carver, 1995)
Nejvyznamnéjsi signalni molekulou je cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP). CAMP je
oznaCovan jako sekundarni pienase¢, ktery vznika z ATP. (Benda, 2006) ATP je
dalezitym neurotransmiterem a AMP neuromodulatorem v centralni nervové soustave.
(Ralevic, 1998) Extracelularni adenosin a nukleotidy adeninu ovliviiuji vazodilataci a
spravnou funkci krevnich desti¢ek. Koncentrace adenosinu je za béznych podminek

nizkd, hladina stoupa pfi cviceni nebo ischemii. (Coade, 1989)

Nukleotidy jsou zdrojem fosfatu, ktery umoziiuje napojeni nukleotidii na
karboxyly aminokyselin a hydroxyly sacharidii a tim vytvofit reaktivni meziprodukty

pii syntéze proteini, sacharidi a lipida. (Benda, 2006)

Nukleotidy kontroluji vyvoj buiiky béhem bunééného cyklu. (Shao, 1994) Slouzi
jako prenaseci aktivovanych meziproduktd. Naptiklad UDP- glukosa je meziproduktem
pro syntézu glukogenu a glykoproteinu. GDP-mannosa, GDP-fukosa, UDP-galaktosa

jsou meziprodukty pii syntéze glykoproteinu, do fosfolipidového metabolismu jsou
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zapojeni CDP-cholin a CDP-etanolamin a S-adenosylmethionin a slouzi jako zdroj
methylu. (Carver, 1995)

Analyza nukleotidii Vv lidské tkani a bunikdach je dutlezitd v biochemickém,
klinickém a farmaceutickém vyzkumu. (Geldart, 1998; Grob, 2003) Je také vyznamna
Z hlediska spravného nastaveni Iékové terapie a k diagnostice dédi¢nych metabolickych

poruch. (BareSova, 2011)

2.3.1 Metabolismus purini

Buniky jsou schopné sami syntetizovat nukleotidy (Obr. 2), ale jejich tvorba je

energeticky velmi naro¢na.

Ribosa-5-P + ATP

PRPP synthasa
PRPP
AMPRT
DNA RNA 5-fosforibosyl-1-amin RNA DNA
CHO
dATP ATP NH2 GTP dGTP
RNR CHO RNR
dADP ADP GDP dGDP
PRPP AMPDA
adenin €«—— AMP IMP GMP
APRT i 5’- nukleotidasa i v| 5-nukleotidasa
adenosin »  inosin HGPRT guanosin
ADA PNP
hypoxantin guanin
X0
xantin
” X0
kyselina
mocova

Obr. 2.: Metabolismus purint.. De novo syntéza (modie) katabolismus (¢ervené). PRPP = 5-

fosforibosyl-1-pyrofosfat, AMPRT = aminofosforibosyltransferasa, RNR=ribonukleotid
reduktasa, APRT = adenin fosforibosyltransferasa, AMPDA = adenylat deaminasa, PNP = purin
nukleotid forforylasa, XO = xantin oxidasa, HGPRT = hypoxantin-guanin-

fosforibosyltransferasa (Upraveno dle Carver a Walker, 1995)
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Vychozi latkou de novo syntézy purinovych nukleotidl je fosforibosylpyrofosfat.
Nejdiive dochazi k vytvotfeni purinového kruhu, na néjz se pozdéji pfipojuje ribosa a
zbytky kyseliny fosfore¢né. Centralni latkou, ze které vznikaji ostatni purinové
nukleotidy, je inosinmonofosfat (IMP). IMP se pies xanthin rozkladd na kyselinu

mocovou, kterd je vylucovana z téla ven.

2.3.2 Metabolismus pyrimidini

DNA RNA
2ATP + CO2 + glutamin
CPS RNA
karbamylfosfat
dCTpP CTP DNA
ATC
karbamylaspartat RNR ure
dcbp cDP
DHO RNR dTTP
dihydroorotat ubp dupp
DHODH PRPP cMP J4TDP
kyselina orotovd oMP UK UMP
dUMP
TS
UMPS cytidin STMP
uridin -

UK

v thymidin
uracil i

i thymin
B-alanin L

l

B-amino isobutyrova kyselina

Obr. 3.: Metabolismus pyrimidinovych nukleotidd. Biosyntéza (modie), degradace (Cervené).
CPS = karbamylfosfat syntasa, ATC = aspartat transkarbamylasa, DHO = dihydroorotasa,
UMPS = UMP syntasa, DHODH = dihydroorotat dehydrogenasa, RNR=ribonukleotid
reduktasa, UK = uridin kinasa, TS = thymidylat syntasa, TK = thymidin kinasa. (Upraveno dle
Carver a Walker, 1995)
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Rozdil mezi metabolismem purini a pyrimidint je ve vystavbé heterocyklu. U
pyrimidinovych nukleotidl jde o vystavbu heterocyklu, ktery je jiz zakotven na ribose.
Vychozi latkou jsou CO,, ATP a glutamin, ze kterych vznikd centralni latka
pyrimidinovych nukleotidii uridinmonofosfat (UMP). Degradaci pyrimidind vznikaji -
alanin a B-amino isobutyrova kyselina, které vstupuji do citratového cyklu a do

biosyntézy mastnych kyselin jako malonyl-CoA a methylmalonyl-CoA (Obr. 3).

2.4 METABOLISMUS

Vazné popaleninové urazy jsou spojené s metabolickymi zménami a zanétlivym
onemocnénim. (Konigova, 2010) Tézka tepelna poranéni vyvoldvaji hypermetabolickou
odpoveéd’ organismu (Obr. 4). (Luterman, 2000) Hypermetabolicka odpovéd’ na vazné
popaleni je spojena se zvySenym energetickym vydejem, zvySenou télesnou teplotou,
spottebou kysliku a glukézy, produkci CO,, tubytkem vody, glukogenolyzou,
insulinovou rezistenci, zvy$enym rizikem infekce a multiorganovym selhanim. (Simko,
1992; Jeschke, 2008; Williams, 2009) Prvnimi mediatory hypermetabolické odpovédi
jsou katecholaminy, kortikosteroidy a zanétlivé cytokininy. (Wilmore, 1974)
Katecholaminy jsou vyplavovany synaptickym koncem nervi a dfeni nadledvin a

vV poméru k popalené plose jsou dvakrat az desetkrat zvySeny. (Jeschke a kol., 2007)

Metabolickd odpovéd’ na popaleni sestava ze dvou fazi ,.ebb“ a ,flow* faze.
(Gangemi, 2007) Prvni, kdo popsal a charakterizoval ob¢ faze, byl D. J. Cuthbertson
vroce 1942.  Ebb“ faze nastavd okamzit¢ po poranéni a je charakterizovana snizenim
prokrveni tkéani, spotieby kysliku, télesné teploty a metabolismu s cilem snizit
posttraumatické energetické vycerpani. Naproti tomu u ,,flow* faze, ktera nastavd 3 — 5
dni po poranéni dochéazi k zrychleni metabolismu a aktivaci vrozené¢ho imunitniho

systému. (Stahel, 2010; Herndon 2004)

Od ostatnich traumat se popaleninovy uraz odliSuje v délce trvani a intenzit¢.
Energetickd potfeba organismu je zvySena az o 100%. (Konigova, 2010).
Hypermetabolismus a metabolické zmény pietrvavaji az 2 roky po poranéni.
(Rodriguez, 2011)

Jak uz bylo zminéno diive, ATP tvoii konstantni zasobu energie. Pii popéleninovém

Soku dochazi k hypoperfuzi tkani a nadmérnému vyuzivani metabolickych substratu,
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coz vede k bunééné dysfunkci. Bunécné funkce selhavaji v pfipadé neudrzeni
normalniho stavu nitrobunécné energie. Po popaleni se télo dostava do extrémniho

stresu.

Popéleni pacienti maji nedostatek stopovych prvka Fe, Se, Zn a Cu. Jsou

vyplavovany pfes kozni rany po trazu. (Berger, 2009)

2.4.1 Metabolismu cukrua

Po popéleni je koncentrace krevni glukosy zvySend. Glukosa se tvoii glukoneogenezi a
odbouravanim jaterniho glykogenu. (Desborough, 2000) Hladina glukosy v krvi je
piimo imérné rozsahu popaleni. Cim vé&tsi rozsah popéleni, tim je koncentrace glukosy
vyssi. (Simko, 1992) Hyperglykemie piedstavuje pro pacienta zavazné komplikace.
Snizuje funkci imunitniho systému, zpomaluje hojeni ran, je spojena se zvySenym
odbouravanim proteint a inhibuje shlukovani krevnich desticek. (Gore, 2002) Hormony
ovliviiujici metabolismus glukosy jsou insulin a glukagon. U pacientii s popaleninovym
postiZzenim je sniZzen pomér insulin/glukagon, tim dochazi k inhibici glykolyzy. Taktéz

zvysena sekrece adrenalinu zptisobuje poruchu metabolismu glukosy. (Simko, 1992)

2.4.2 Metabolismus proteini

Po popaleni jsou proteiny degradovany, coz vede ke ztraté svalil a snizeni hmotnosti.
(Hart, 2000) Katabolismus proteinti je stimulovan zvySenou koncentraci kortisolu.
Organismus se dostava do negativni dusikaté bilance. Zdrojem dusiku je kosterni
svalstvo, které se rozpada na jednotlivé aminokyseliny. (Simko, 1992) Aminokyseliny
mohou byt dale katabolizovany pro zisk energie nebo pfeménény na dalsi substraty.
(Desborough, 2000) Rozpadem funkénich proteind se zhorSuje imunita. Toto zhorSeni

muze vést az k multiorganovému selhéni. (Konigova, 2010)

2.4.3 Metabolismus tuku

Tuky — triacylglyceroly — jsou v dusledku hormonalnich zmén ptevadény lipolyzou na
glycerol a mastné kyseliny. Lipolyza je stimulovana kortizolem, katecholaminy a
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ristovym hormonem, inhibovdna je pfitomnosti insulinu. Vysledkem je zvySena
mobilizace triacylglyceridi. Lipolyzou vznikajici glycerol je substratem pro

glukoneogenezi. (Desborough, 2000)

/ Popéljnina \

Neuroendokrinni odpovéd' N Laktat Zanétliva odpovéd
N Katecholamin N Cytokininy
1 Kortisol 1 Metabolity arachidonové
1 Glukagon kyseliny
M Insulin 1 Jaterni proteiny akutni faze
M Oxidacni ¢inidla
T

‘ Nukledarni faktor kappa B

v ! v

Tukova tkan Jatra Svaly
N lipolyza N Glykolyza \ N Proteolyza
J télesny tuk N Glukoneogeneze el { Svalova hmota
1 Glykogenolyza glukosa
1 Lipidové komplexy
/ 1 Syntéza mocoviny
N mastné kyseliny T Velikost jater
mocovina /
Alanin
] Aminokyseliny
Ledviny Laktat

> Ubytek dusiku

Obr. 4.: Metabolicka odpovéd’ na popaleni. Po popéleni je zvySena sekrece hormont kortisolu,
katecholaminti a glukagonu. Tyto hormony jsou mediatory hypermetabolické reakce organismu.
(pfevzato z Rodriguez, 2011)

25 VYZIVA

Popaleninovy uraz klade na télo unikatni metabolické naroky. (Norman, 2003)
V zavislosti s rozsahem popaleni dochazi k ptirtstku bazalniho metabolismu. Klinické
vysledky pacienta a jeho progndza jsou ovlivnény nutriénim stavem pacienta a jeho

schopnosti pohotové vyuzit energii. (Chiarelli, 1990)

Jiz Hippokrates varoval pfed podceniovanim role vyzivy. Nutriéni terapie hraje
kli¢ovou roli v 1écb¢ pacienta. (Mosier, 2011) Pro pieziti pacientli s popaleninami je
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zasadni nejen v€asna enterdlni nutricni podpora ale také jeji slozeni. (Suri, 2006)
Poskytnuti nutri¢ni podpory s vyvazenym pomérem makro a mikrozivin, antioxidantii a
energie je nezbytné ke sniZzeni hypermetabolické odpovédi, optimalizaci hojeni ran,
zamezeni katabolismu, ktery mé devastujici G€inky na zdravi pacienta a ke sniZeni

morbidity a mortality. (Rodriguez, 2011)

Pii 1é¢bé pacienta se snazime zvolit takovou podplrnou vyzivu, ktera zabrani
ztraté¢ télesné hmotnosti. 10 % Ubytek pivodni vahy pacienta piinaS§i znacné
komplikace, jako jsou imunitni dysfunkce, zpomaleni hojeni ran, vyskyt zdvaznych
infekci. Ztrata 40 % hmotnosti je neslucitelnéd se zivotem a vede ke smrti. (Hall, 2012;

Rodriguez, 2011)

Nutriéni podpora se sklada ze tii uzce souvisejicich ¢asti: vyhodnoceni potieby
zivin, planovani a realizace dietniho rezimu a sledovani pfiméfenosti zivin. (Norman,

2003)

Parentalni vyziva (TNP) byla doporuCovdna a vyuzivana u pacientl
S popaleninami v 60. a 70. letech minulého stoleti. Je prokazéno, Ze TNP je neucinna
v prevenci katabolické odpovédi na popaleni. ZvySuje stresovou odpoved,
endotoxinovou translokaci a vede k zhorSeni imunity sliznice. (Andel, 2003) Také
zvySuje riziko vzniku sepse v misté vpichu. (Mochizuki, 1984) V dnes$ni dobé je TNP
nahrazena enteralni vyzivou z n¢kolika divodi. Enteralni vyziva piimo vyzivuje stfevni
sliznici a pfitomnost i malého mnozstvi zivin v lumenu stfeva stimuluje funkci stfevnich
bunék, udrzuje stavbu a normalni funkci sliznice, zachovéava piivod krve do stieva,
sniZzuje propustnost stieva a chrani imunitni funkce stfeva. (Andel, 2003) Aby mohla
byt poddvéna vyziva enteralni cestou je potfeba spravna funkce zaZivaciho traktu.
V opacném piipad¢€, kdyz pacient neni schopen tolerovat enteralni zpiisob podani, se

indikuje parentalni vyZiva. (Nguyen, 2011)

Mezi ziviny, které mohou ovlivnit hojeni ran, patii makronutrienty — sacharidy,
proteiny a aminokyseliny, lipidy a mikronutrienty — vitaminy A, C, B komplex, D a
mineraly Se, Zn, Cu a Fe. (Brown a Phillips, 2010)

Jak uvadi Hall (2012) nejlepSim feSenim hypermetabolismu je podavani vyZzivy
bohaté na sacharidy. Glukosa je preferovana jako zdroj energie u téZce zranénych
pacienti. Rychlost oxidace glukosy jako zdroj energie je az 5 mg/kg/min. (Watters,
2007) Napomaha udrzet vysokou metabolickou aktivitu potfebnou pro regeneraci
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organismu. (Brown, 2010) S vysoce kalorickou vyzivou je spojena hyperglykemie,
ktera predstavuje znacné komplikace. Sacharidy obvykle piedstavuji 50 — 60 %
celkového energetického piijmu, tj. 5-7 g/kg/den. (Konigova, 2010)

Ve srovnani se sacharidy jsou tuky dvojndsobné bohat$i na energii, avSak u
pacientil s popaleninovym zranénim jsou Spatnym zdrojem energie. Divodem jsou
specifické metabolické zmény. Vyssi koncentrace tukt zvysuje riziko vzniku infekénich
komplikaci. (Rodriguez, 2011) Doporucena davka tukii by neméla piekrocit 30 %
energie, 1-1,5 g/kg/den. (Berger, 2009) Podle Bergera (2009) druh mastné kyseliny
nehraje vyznamnou roli. Nové poznatky ukazuji, Ze slozeni poddvaného tuku mize byt
se zlepSenim imunitni odpovédi a redukci hyperglykémie. Omega-6 mastné kyseliny
jsou prekurzorem pro syntézu protizanétlivych cytokinti. (Herndon, 2012b) Tuky
poskytuji energii pro proliferaci a tvorbu bun¢k epidermalnich a dermélnich tkani. Jsou
dalezit¢ pro syntézu bunécnych membran, epidermdlnich fosfolipidl, intracelularni

matrix a pro zanétlivé reakce. (Brown, 2010)

Stépeni svalovych proteinii je hlavnim problémem u t&Zce poranénych pacientd.
Béhem prvnich 10 dnti dochazi k ztraté az 2/3 kosterniho svalstva. (Berger, 2009)
Katabolismus proteint piesahuje 150 g/den, coz je témét pul kila kosterniho svalstva.
(Herndon, 2012) Podle Watters (2007) mize pacient se sepsi, pokud mu neni podavana
zadna vyziva, ztratit az 250 g svalové hmoty za den. Aktualni doporuceni denni davky
proteint je 1,5 — 2 g/kg pro dospélého ¢loveéka, u déti 2,5 — 3 g/kg/den. (Cunningham,
1990; Elia, 1990; Berger, 2009) Proteiny jsou diilezit¢ pro rist tkani, obnovu bunék,

hojeni ran a imunitu. (Brown, 2010)

Dalsimi dtlezitymi zivinami u téZzce zranénych pacientii jsou aminokyseliny
glutamin a arginin. Glutamin, nejhojnéji zastoupena aminokyselina v téle (Watters,
2007) je hlavnim zdrojem energie pro tvorbu bunék stievni sliznice, ktera je hlavnim
mistem patofyziologickych procest u zdvaznych onemocnéni a je dilezita pro funkci T-
lymfocyti a makrofagh. (Peck, 1999; Peng 2005) Glutamin je také prekurzorem
glutamin povazovan za neesencialni aminokyselinu, béhem popaleni je syntéza
glutaminu nedostate¢na a stava se podminéné esencialni. (Mittendorfer, 1999) Arginin

je stejné jako glutamin neesencidlni aminokyselinou pro zdravého ¢Elovéka, ale po
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zranéni se stava esencialni. (Watters, 2007; Berger, 2009) Arginin zvySuje tvorbu T-
lymfocyti, stimuluje syntézu oxidu dusného a je nezbytny pro adekvatni hojeni ran.
(Stechmiller, 2004; Popovic, 2007; Herndon, 2012) Doporu¢ena denni davka argininu je
30g. (Berger, 2009)

Mezi mikronutrienty fadime vitaminy a stopové prvky. Vitamin C hraje dileZitou
roli pii hojeni ran, usnadiiuje syntézu a piicné spojovani kolagenu a ma antioxidacni
efekt. (Rodriguez, 2011) Vitaminy rozpustné v tucich D a K jsou uloZeny v tukovych
tkanich. Pfi popaleni jsou vycCerpavany pomalu. (Berger, 2009) Vitamin D se podili na
pfijmu a metabolismu vapniku tim, Ze inhibuje sekreci hormonii podilejicich se na
remodelaci kosti a chrupavek. V souvislosti s hojenim ran neni jeho funkce jasna.
(Brown a Phillips, 2010) Vitamin A se podili na obnové tkani. (Berger, 2009) Pti jeho
nedostatku je zpozdéna syntéza kolagenu a snizena jeho stabilita a zvySena nachylnost
Kk infekcim. (Brown a Phillips, 2010) Vitaminy skupiny B jsou rychle vycerpany
v disledku zmén metabolismu sacharidti. (Berger, 2009) Komplex vitaminu B
podporuje proliferaci bun€k, udrzuje zdravou plet, zvySuje funkci imunitniho a
nervového systému. (Brown Phillips, 2010) Stopové prvky: Zelezo je dilezitym
kofaktorem u proteini zajistujici pfenos kysliku. Méd’, je nezbytna pro syntézu
kolagenu a hojeni ran. Podle Clarka (2000) je zinek dulezitou soucasti nutri¢ni podpory.
Zinek je kofaktorem enzymatickych systému dilezitych pii hojeni ran. Déle je nezbytny
pro imunitu, déleni bunek, DNA replikaci a syntézu proteinti. Selen je esencialni pro
aktivitu glutathion peroxidasy. Vychytava volné radikdly a tim chrédni biologické

membrany. (Berger, 2009; Brown a Phillips, 2010; Rodriguez, 2011)
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26 METODY

2.6.1 Kapilarni elektroforéza

Kapiladrni elektroforéza oznacovana také jako vysokoucinna kapilarni elektroforéza
(HPCE) je moderni elektromigraéni separa¢ni metoda, ktera umoznuje rychle a
efektivné oddélit, identifikovat a kvantifikovat nabité i nenabité slozky smési, nebot’
zahrnuje nékolik separacnich technik, které se lisi mechanismem separace. (Li, 1957;
Coufal 2006). Je povazovana za nejucinngjsi, nejcitlivéjsi a nejperspektivnéjsi
analytickou metodu, protoze dokaze analyzovat vzorky v nano- az pikolitrovych
objemech. (Kasicka, 1997) Diky tomu se stava stale vyznamnéj$i v bioanalytickém
vyzkumu (biotechnologie a rizné forenzni, klinické, diagnostické a genetické aplikace).
(Schwartz) Princip kapilarni zénové elektroforézy spociva v migraci elektricky nabitych
Castic ve stejnosmérném elektrickém poli, které¢ se vytvaii po vlozeni konstantniho

stejnosmeérného napéti mezi elektrody. (Klouda, 2003)

K separaci dochazi v kiemenné kapilafe, ktera je pokryta polyimidem. Kapilara je
naplnéna zédkladnim elektrolytem, ktery zajiStuje elektrickou vodivost v celém systému.
Jeji konce jsou ponofeny do zasobniku s elektrolytem spole¢né s elektrodami. Vzorek se
davkuje do vzdalenéjsiho konce kapilary od detektoru (Obr. 5). (Klouda, 2003)

Pocitac
Kapilara
P Detektor
> ] ﬁ] 5
o 2
o
[ [))¢
Pufr Vzorek Pufr
Zdroj vysokého
napéti

Obr. 5: Schéma zatizeni kapilarni elektroforézy.
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Hlavni veli¢inou pohyblivosti nabitych castic je elektroforeticka mobilita, jez je
definovana jako rychlost pohybu nabitych castic v elektrickém poli o jednotkové
intenzité. Na zdklad€ rozdilné pohyblivosti dochazi k oddéleni jednotlivych castic.
Pohyblivost iontu je pfimo tmérna jeho naboji a nepiimo umérna velikosti. (Kasicka,

1997; Klouda, 2003)

Castym transportnim jevem kapilarni elektroforézy je elektroosmoticky tok
(EOF). (Kasicka, 1997) Pfitomnost tohoto jevu je také jednim z divodu Gspésnosti této
analytické metody. (Valko, 1999) Elektroosmoticky tok je hromadné proudéni
Vv kapilafe a je zptusoben elektrickou dvojvrstvou vznikajici na rozhrani vnitini stény

kapilary a elektrolytu po vloZeni napéti do systému. (Heiger, 2000)

Sténa kapilary je pokryta silanolovymi skupinami. Po naplnéni kapilary vhodnym
elektrolytem jsou silanolové skupiny disociovany (=Si-OH— =Si-0O-) a v dusledku toho
se na vnitini sténé kapilary vyskytuje zaporny naboj. (Stulik, 2004) Negativni naboj
kapilary poté pftitahuje kladné ionty elektrolytu, za ucelem dosahnout elektrické
rovnovahy (neutrality). Vznika elektrickd dvojvrstva neboli Sternova vrstva. Kationty,
které tvoii diftzni vrstvu, se po vlozeni separacniho napéti pohybuji smérem ke katodé

a strhavaji s sebou cely roztok. (Klouda, 2003)

V blizkosti stény kapilary se vytvari rozdilny potencial, zndmy jako zeta potencial
(©). Je dan velikosti naboje na sténé kapilary. Naboj je zavisly na velikosti pH a iontové
sile. Pfi vysokém pH je elektroosmoticky tok vétsi. Naopak pii nizkém pH dochazi
ke zpomaleni elektroosmotického toku, nebot’ silanolové skupiny na sténé kapilary
nejsou disociovany. Zeta potencidl je nepfimo umérny iontové sile, ¢im je iontova sila

vEétsi, tim je potencidl mensi. (Heiger, 2000)

2.6.1.1 Obraceny elektroosmoticky tok

Velikost a smér elektroosmotického toku mizeme zménit pomoci povrchové aktivni
latky jakou je CTAB. CTAB je kvartérni amoniova sil, kterd se fadi mezi kationtové
detergenty. Kladné nabity konec CTABu interaguje se zaporné nabitou silanolovou
skupinou na sténé kapilary. Hydrofobni ¢ast CTABu se spoji s hydrofobni ¢asti dalsi
molekuly CTAB, takze se na stén¢ kapilary vytvoii kladny naboj. Kladn€ nabity povrch
pfitahuje zaporné nabité Casti elektrolytu. Vznika elektricka dvojvrstva, jejiz difuzni

vrstva se pohybuje spolu s elektrolytem k anodé¢.
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2.6.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC (High-performance liquid chromatography) je v soucasné dobé nejpouzivané;si

separac¢ni analytickou metodou v rutinnich i vyvojovych laboratofich. (Novakova, 2013)

Princip spo€iva v rozdéleni latek mezi stacionarni a mobilni fazi. O separaci
jednotlivych slozek smési nerozhoduje pouze jejich interakce se stacionarni fazi, ale
také pouzitd mobilni fize a jeji spravny postup piipravy. (Klouda, 2003; Novakova,

2013)

Existuje celé fada separacnich chromatografickych technik, kde se vyuzivaji riizné
zpiisoby separace — adsorpce, iontovd vyména, rozdéleni na zédklad¢ riizné rozpustnosti,
molekulové sitovy efekt nebo specifické interakce. (Klouda, 2003) Podle latek, které
budeme separovat, volime chromatograficky systém. Téméf vétsina nizkomolekularnich
latek, jez jsou testovany v klinickych laboratofich pomoci kapalinové chromatografie,
jsou analyzovany za pouziti normalni nebo reverzni stacionarni fize. N&které malé
molekuly s fyziologickym nebo patologickym vyznamem jsou polarni nebo nabité, a
proto vyzaduji reversni fazi, protoze siln€ interaguji s polarni fazi a jejich eluce by byla

velice naro¢na. (Fanali, 2013)
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Detektor

Obr. 6.: Schéma zatizeni HPLC. (Upraveno dle Klouda, 2003)
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Pro analyzu nukleotidli byla vyvinuta fada metod. Nejpouzivanéj$si metodou
V biochemické praxi je vysokoucinna kapalinova chromatografie (Obr. 6). V poslednich
letech se pro separaci latek v biologickém materidlu do poptedi dostava kapilarni
elektroforéza. CE je vhodna pro méfeni analytd rozpustnych ve vodé z nékolika
divodi: vsechny typy sloucenin mohou byt analyzovany bez ptedchozi derivatizace,
uprava vzorku je rychla a jednoducha. (Sato, 2004) Vyhody CE oproti HPLC jsou
kratka doba analyzy, potfeba jen malého mnozstvi vzorku, mélo odpadu, snadna
priprava separacniho prostiedi, snadné odstranéni vSech latek z ptedchozi analyzy,
ucinnost a jednoduchost systému, rychly vyvoj metody. (Wallingford, 1989; Ng, 1992;
Igbal, 2005) Nevyhodou CE jsou mensi reprodukovatelnost, opakovatelnost a horsi
limity detekce. (Geldart, 1998)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 CHEMIKALIE

Kyselina citronova (99 %), kyselina y-amimo maselna (GABA), methanol,

cetyltrimethylamonium bromid (CTAB, 99 %), 1 mol/l hydroxid sodny a kyselina
trichloroctova (TCA, 99 %) byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Diethylether je od firmy Penta (Ing. Petr Svec, Praha, CR). Voda byla
deionizovana ptistrojem Direct-Q 3 od firmy Millipore (Billerica, MA, USA).
Adenosin 5°-difosfat (AMP), adenosin 5'-trifosfat (ATP), cyklicky adenosin 3,5
monofosfat (CAMP), guanosin 5’-monofosfat (GMP), guanosin 5’-difosfat (GDP),
guanosin 5’-trifosfat (GTP), inosin 5’-monofosfat (IMP), inosin 5’-difosfat (IDP),
inosin 5’-trifosfat (ITP), thymidin 5’-monofosfat (TMP), thymidin 5’-difosfat (TDP),
thymidin 5'-trifosfat (TTP), uridin 5’-monofosfat (UMP), uridin 5’-difosfat (UDP),
uridin 5'-tifosfat (UTP), cytidin 5’-difosfat (CDP), uridin 5’-trifosfat (UTP), B-
nikotinamid adenin dinukleotid redukovana forma (NADP) byly zakoupeny u firmy
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

3.2 PRISTROJOVE VYBAVENI

K analyze byla pouzita kapilarni elektroforéza, vybavena automatickym systémem
pro nastiik vzorku a UV-VIS detektorem diodového pole (HP®® CE, Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) a HPLC Dale byly vyuzity bézné pfistroje a

pomticky pro chemickou laboratof jako digitalni vahy, ultrazvuk, centrifuga, pH metr.

3.3 BIOLOGICKY MATERIAL

Pro analyzu byla pouzita krev od 57 pacientd. 10 vzorkd bylo od zdravych darci,
47 od pacientl s rliznym rozsahem popéaleni. Krev byla odebirdna v den trazu u téch
pacienti, kde to jejich stav dovolil. U pacienti s té¢zSim popalenim byly vzorky
odebrany 3. den po trazu. Odbér vzorka byl do K2 EDTA zkumavek. Vzorky byly pred
ipravou zmraZeny na — 80°C. Veskeré vzorky pochézely od pacientii Z Popaleninového

centra Fakultni nemocnice v Ostravé. Se vzorky bylo nakladano jako s potencionalné
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infekénim materidlem a byly dodrzovany vSechny bezpecnostni postupy a nafizeni.

Eticka komise FN Ostrava ud¢lila souhlas k pouziti vzorki i celé studii.

3.4 PRIPRAVA BIOLOGICKEHO MATERIALU

Biologicky material byl pfed analyzou upraven. Bylo provedeno rychlé
rozmrazeni vzorku a nasledna deproteinace kyselinou trichloroctovou (TCA). 30 ul
vzorku bylo smichano se 60 pl 1mol/l trichloroctové kyseliny a smés byla promichana
na vortexu. Smes byla vlozena na 30 s do ultrazvuku a poté centrifugovana po dobu 1
minuty pii 5000 g. Nasledovala extrakce. K supernatantu bylo pfidano 1,8 ml
diethyletheru, roztok byl promichan na vortexu a poté byla odstranéna vodna faze.
Extrakce se opakovala dvakrat. Po extrakci byla okamzité provedena analyza vzorku,

protoze vzorek se do 30 minut rozklada.

3.5 SMES STANDARDU

Jako srovnavaci vzorek byla pouzita smés 18 nukleotidi (adenosin 5°-difosfat,
adenosin 5’-trifosfat, cyklicky adenosin 3,5 monofosfat, guanosin 5’-monofosfat,
guanosin 5’-difosfat, guanosin 5’-trifosfat, inosin 5’-monofosfat, inosin 5’-difosfat,
inosin 5'-trifosfat, thymidin 5°-monofosfat, thymidin 5’-difosfat, thymidin 5’-trifosfat,
uridin 5 -monofosfat, uridin 5'-difosfat, uridin 5’-tifosfat, cytidin 5'-difosfat, uridin 5°-

trifosfat, f-nikotinamid adenin dinukleotid redukovana forma).

3.5.1 Priprava standardi

Jednotlivé nukleotidy byly navazeny a nafedény destilovanou vodou na vyslednou
koncentraci 1 mg/ml. Nukleotidy byly smichany do roztoku o vysledné koncentraci
0,1mg/ml.

3.6 PRIPRAVA ELEKTROLYTU

Zékladni elektrolyt byl ptipraven smichanim odpovidajiciho mnozstvi kyseliny

citronové a deionizované vody. Za stalého michani a méfeni pH bylo upraveno pH na
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pozadovanou hodnotu 4,4 postupnym piidavanim kyseliny y-amino maselné¢ (GABA)
do roztoku kyseliny citronové. Nasledné byl pfidan cetyltrimethylammonium bromid

(CTAB). Vysledny elektrolyt byl 40 mmol/l citratovy pufr s 0,8 mmol/l CTAB.

3.7 INSTRUMENTACE A EXPERIMENTALNI PODMINKY

Analyzy byly provadény na pristroji HP®® CE s UV-Vis detektorem diodového
pole (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) (Obr. 7). Signaly byly zpracovany
v programu Agilent 35900E dvoukanalovam A/D ptevodnikem (Agilent Technologies).
Byla pouzita kfemenna kapilara (MicroSolv Technolgy, Eatontown, NJ, USA) o
celkové délce 33 cm s efektivni délkou do UV detektoru 24,5 cm a o vnitfnim priméru
50 um. (MicroSolv Technology, Eatontown, NJ, USA). Kazeta s kapilarou byla
temperovana na 25 °C. Aplikované separa¢ni napéti bylo — 20 kV.

Pred kazdym méfenim byla kapilara promyta 1 mol/l NaOH po dobu 2 minut,
deionizovanou vodou po dobu 2 minut a poté 3 minuty 40 mmol/l citaitovym pufrem
s 0,8 mmol/l CTAB. Vzorek byl davkovan 50 bary po dobu 5 sekund.

Obr. 7:Fotografie ptistroje HP*® CE, Agilent Technologies.
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4 VYSLEDKY

4.1 POPIS VZORKU

Tab. 2: Zakladni informace o pacientech: pohlavi, vék, hmotnost. Kontroly byly v rozmezi od
25 do 40 let s praimérnou hmotnosti nevykazujici nadvahu ani anorexii.

Vzorek Cislo Popis

Pohlavi

Vék [roky] Hmotnost [kg]

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient

ST NN ZIZ I NMNMZZZI NS NMNNEE ZZ NN NCNCNCS 2 Z NECNCNEN S Z Ne e Z

53
67
42
43
58
65
44
25
28
59
50
54
41
31
45
72
48
40
31
74
68
36
40
43
68
52
62
32
29
40
45
57
68
73
80
65
52
79

84
56
54
92
108
58
65
72
54
74
89
80
78
44
65
87
65
58
67
66
75
59
52
94
87
63
95
85
64
55
72
106
68
86
51
54
70
84
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39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
pacient
kontrola
kontrola
kontrola
kontrola
kontrola
kontrola
kontrola
kontrola
kontrola
kontrola

43
44
51
50
55
33
69
40
54

NCRNERNES Z N NN NS NN NG N NN N
1

88
104
47
82
61
52
50
73
76

Tab. 3: Procentualni rozsah popaleni, misto popaleni a pfipadné nemoci pacientti. (Sledovan byl
diabetes z divodu jiné probihajici studie).

Vzorek ¢islo Rozsah popaleni (%)

Misto popaleni

Zdravotni stav pacienta

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

11
8
15
4
15
20
6
7
10
11
7
17
8
10
6
18
11
7
5
25
24
11

dolni koncetiny
krk + zada
trup
dolni koncetiny
dolni koncetiny
trup
oblicej + krk
horni koncetiny
horni koncetiny
horni koncetiny
trup
trup + horni koncetiny
dolni koncetiny
horni koncetiny
horni konéetiny + trup
trup + horni koncetiny
dolni koncetiny
horni koncetiny
horni koncetiny
trup + horni koncetiny
trup + horni koncetiny
dolni koncetiny

diabetes

diabetes

diabetes

diabetes

diabetes
diabetes

diabetes
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

14

11

14
19
10
10
15
17
22
18

14
17
31
15
13
13
14

horni koncetina + trup
horni koncetiny
horni koncetiny + trup
horni koncetiny
trup + dolni koncetiny
dolni koncetiny
dolni koncetiny
trup + dolni koncetiny
trup + dolni koncetiny
trup + dolni koncetiny
hlava + krk + trup
trup + horni koncetiny
trup + horni koncetiny
trup + horni koncetiny
dolni koncetiny + trup
trup + horni koncetiny
horni koncetiny
hlava + krk + trup
trup + dolni koncetiny
trup + dolni koncetiny
trup + horni koncetiny
trup + horni koncetiny
hlava + krk + trup
trup + horni koncetiny
dolni koncetiny

bez symptom

diabetes

diabetes, infa rkt”
diabetes

diabetes

diabetes

diabetes

%

“Infarkt byl pFi¢inou vzniku popaleni.

Tab. 4: Pri¢ina vzniku popalenin.

Vzorek Cislo

Popis Urazu

[E

N o o b WwWwN

popaleni pfi paleni listi, zahoreni odévu
chyceni $atku na krku od ohné pfi vareni

exploze karmy

pfevrieni rozpaleného oleje pfi vareni
zahofeni postele, usnuti s cigaretou
exploze plynu s pozdrem
uraz, vystriknuti rozpdleného oleje
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

pfevrzeni vafici vody ditétem na matku
spalovani odpadu, pridani lahve s neznamym obsahem, kterd
explodovala
zahoreni odévu pfi zapalovani svicky
pfevrzeni oleje pti smazeni
popaleni pfi paleni odpadu a listi, chyceni odévu
popaleni pfi paleni listi, chyceni kalhot
popaleni pfi neodborné manipulaci s hotlavinou
Uraz, popaleni pfi prikladani do kotle
popaleni pfi padleni odpadu na zahradé, zahoreni odévu
pozar automobilu pfi nehodé
pfevrieni vafici vody pfi vareni
prevrzeni variciho oleje pfi smazeni
zahoreni odévu pfi zapalovani adventniho vénce
exploze pfi manipulaci s otevienym ohném a tlakovou lahvi
popaleni pfi pfipravé ohfostroje
zahoteni odévu od kamen
popaleni horkou vodou, pfevrZzeni hrnce
zahoreni odévu od plamene pfi vareni
Uraz pfi vareni, prevrzeni hrnce
exploze propan-butanové lahve
zahoteni odévu od krbu
zahoteni odévu od krbu
popaleni pfi manipulaci s vysokoteplotni peci
exploze domacky vyrobené petardy
exploze pfi manipulaci s naplnémi do zapalovact
zahoreni odévu od svicky
vareni na plynu, infarkt, zahofeni obleceni
pozar bytu, zahoreni zaclon
exploze plynu, pozar
Uraz pfi lakovani auta, pozar
Uraz pfi spalovani listi, zahoreni odévu
popaleni od rozpaleného oleje pfi vareni
zahoreni odévu pti pfipravé jidla
exploze pfi spalovani neznamych véci
exploze plynu s pozarem
popaleni od pfimotopu, zahoteni odévu
exploze pfi spalovdni nezndmych véci
zahoteni Satku pres hlavu od plamene pfi vareni
zahoteni odévu pti manipulaci s otevienym ohném
zahoteni odévu pfi rozdélavani ohné
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4.2 ANALYZA SMESI NUKLEOTIDU

Bylo vybrano 18 nukleotidit mono-, di-, a trifosfatti adeninu, guaninu, cytidinu, uracilu,
inosinu a NADP jako cilova skupina testovanych sloucenin. Poradi nukleotidii bylo
urceno na zaklad¢é porovnani velikosti piktt mezi spikovanymi a nespikovanymi vzorky.

DADI C, Sig=254,16 Ref=off (ILL\S0000110.D)

16

15 18

0] 1214

10
23

“ AL

Obr. 8.: Separace smési standardit 18 nukleotidi. Separacni podminky: 40 mmol/l citratova
pufr, GABA, pH 4, 0,8 mmol/l CTAB, kapilara: 24,5/33 c¢cm, pramér 50 um, napéti: -20 kV, UV
detekce 254 nm. Piky: 1=TDP, 2=UTP, 3=CTP, 4=TTP, 5= ITP, 6=GTP, 7=UDP, 8=ATP,
9=IDP, 10=ADP, 11=GDP, 12=CDP, 13=UMP, 14=NADP, 15=TMP, 16=cAMP, 17=IMP, 18=
GMP.

4.3 ANALYZA VZORKU A IDENTIFIKACE LATEK

Celkem bylo analyzovano 57 vzorkl. Piky byly identifikovany na zdklad¢é porovnani
migrac¢niho Casu. Pfed kazdym vzorkem byl zméfen vzorek se smési standardi a poté
byl analyzovan realny vzorek.

DAD1C, Sig=254,16 Ref=off (ILL\PROGO014.D) 5
mAU

T T T T T T T T T
05 1 15 2 25 3 35 a 45 mis

33



Obr. 9.: Priklad analyzy realného vzorku (vzorek €. 5). Separa¢ni podminky stejné jako u Obr.
8. Piky: 1=TDP, 2=GTP, 3=IDP, 4=GDP, 5=TMP, 6=cAMP, 7=IMP, 8=GMP.

DADIC, Sig=254,30 Rel=off (CTRVTRPU0254.D)
mAU -

o

5
10| 3 4 8
5| 1 6 7 j\
M W 4 i A

T T T T T
05 1 15 35 4 mi

Obr. 10: Priklad analyzy realného vzorku (vzorek ¢. 28 ). Separa¢ni podminky stejné jako u
Obr. 8. Piky: 1=UTP, 2=GTP, 3=ATP, 4=IDP, 5=TMP, 6=cAMP, 7=IMP, 8=GMP.

4.4 KONCENTRACE NUKLEOTIDU VERYTROCYTECH U
ZDRAVYCH JEDINCU

Koncentrace nukleotidi V erytrocytech zdravych jedinci byla vypoctena na zakladé
ptimého porovnani plochy pikdi daného nukleotidu ve standardu a ve vzorku. Hodnoty
jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Hladina nukleotidil v erytrocytech zdravych jedincti

analyt koncentrace (umol/l)  SD

ATP 55 33
IMP 199 78
GMP 66 19
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45 STANOVENI OPAKOVATELNOSTI METODY

Byla sledovana opakovatelnost ploch pikli v realnych vzorcich (viz Tab. 6).

Tab. 6: Opakovatelnost ploch pikt pro realné vzorky.

vzorek

1

2

3

4

5

nukleotid

opakovatelnost ploch pikl (% RSD)

TDP
UTpP
CTP
TTP

ITP

GTP
ubpP

ATP
IDP

ADP
GDP
CDP
UMP
NADP
TMP
cAMP
IMP
GMP

0,79

2,19

2,1

1,59
2,70

0,00

1,65
3,02
0,67

1,11
3,41
2,09

2,39

1,34
0,60
2,18

3,01

0,67

0,56

2,62

0,84

1,63
1,56
2,92
2,63

2,70

2,84
1,86

0,00
1,06

0,66

2,81
2,78

0,09

vzorek

8

10

11

12

13

14

nukleotid

opakovatelnost ploch pikd (% RSD)

TDP
UTP
CTP
TTP

ITP

GTP
ubpP

ATP
IDP
ADP
GDP
CDP
UMP
NADP
TMP
cAMP
IMP
GMP

1,40
3,02
1,99
2,24

0,34

0,66

2,22

1,54
2,50

2,86

1,84

2,02
2,80
1,18

1,34

2,34

3,07
2,95

2,09
2,38
2,82

1,83

1,48

0,55

2,53
1,67
2,58

2,39
1,88

2,81
2,92

1,03

1,99

1,60

1,94
2,11
1,49
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vzorek

15

16

17

18

19

20

21

nukleotid

opakovatelnost ploch pikd (% RSD)

TDP
UTpP
CTP
TTP

ITP

GTP
ubpP

ATP
IDP
ADP
GDP
CDP
UMP
NADP
TMP
cAMP
IMP
GMP

1,65
2,28

2,63
1,01

2,37

2,70
3,07
2,15

0,38

2,89

1,59

2,70
1,89
2,94

1,23

1,55

2,57

2,82

2,06

2,67
1,72
3,06
0,95
0,00

1,82
0,06

2,77
0,73

2,33

1,75

1,06

1,85

2,97

0,86
2,33

0,80

2,35
1,70
1,37

vzorek

22

23

24

25

26

27

28

nukleotid

opakovatelnost ploch pikd (% RSD)

TDP
UTP
CTP
TTP

ITP

GTP
ubpP

ATP
IDP
ADP
GDP
CDP
UMP
NADP
TMP
cAMP
IMP
GMP

1,74

1,48
0,24
2,12

3,21

2,94

2,55

2,98

2,70

2,17

0,42

1,64
1,34
1,82
1,23

0,94

1,66

2,32
1,96

2,28
2,53

2,92

0,57

0,89
1,86
2,41
2,05

2,63

2,00

2,13
0,00
0,01

2,63

2,89

1,99
2,57

2,04
1,57
1,17
0,75

vzorek

29

30

31

32

33

34

35

nukleotid

opakovatelnost ploch pikd (% RSD)

TDP
UTpP
CTP
TTP

ITP

2,76

2,56

2,96

1,13

0,17

2,26
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GTP
ubpP

ATP
IDP
ADP
GDP
CDP
UMP
NADP
TMP
cAMP
IMP
GMP

1,89

2,24
2,44
2,15

2,67

2,65
2,57
3,01

1,75

3,01
2,84

2,55

2,07

2,58

2,18

2,68
2,06 0,41

vzorek

36

37

38

39

40 41 42

nukleotid

opakovatelnost ploch pikl (% RSD)

TDP
UTpP
CTP
TTP

ITP

GTP
ubpP

ATP
IDP
ADP
GDP
CDP
UMP
NADP
TMP
cAMP
IMP
GMP

1,22

2,05

2,08
2,89

2,53

1,73
2,34
2,18
1,69

1,87

0,41

2,81
1,59

2,48
2,82

2,99
1,23

1,57

2,92

2,76
2,26

2,66
2,56
2,32

0,00 2,49
2,79
2,40

2,82

vzorek

43

44

45

46

47 48 49

nukleotid

opakovatelnost ploch pikd (% RSD)

TDP
UTpP
CTP
TTP

ITP

GTP
ubpP

ATP
IDP

ADP
GDP
CDP

0,12

2,49

2,26

3,06
0,84

2,71

2,23
0,77

2,76

2,61
2,55
1,89

3,12
1,11

0,71
3,17

2,73

1,65
2,89
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UMP
NADP 2,67 1,82 2,53
TMP 1,47
cAMP 1,15 1,70

IMP 2,36 0,79 2,86 1,27 2,80 2,83
GMP 2,48 1,32 2,87 2,76

vzorek 50 51 52 53 54 55 56 57
nukleotid opakovatelnost ploch pikl (% RSD)
TDP
UTP
CTP
TTP
ITP

GTP 2,25
UDP 226

ATP 1,25 3,02 2,36 2,09 2,37 287 284 207
IDP 1,18 1,51 075

ADP 1,71 2,58
GDP

CDP

UMP
NADP 1,64 2,08
TMP 1,26
cAMP
IMP 2,63 2,80 1,86 2,36 2,01 2,92 1,14 2,29
GMP 1,51 2,08 1,66 1,86 1,55 2,00 1,57

Opakovatelnost ploch pikli byla stanovena na ziklad¢ ¢tyf méteni jednotlivych
vzorkil. Ze ziskanych dat miiZzeme usoudit, ze kapilarni elektroforéza vykazuje dobrou
opakovatelnost pro stanoveni koncentrace vybranych nukleotidi v realnych vzorcich.
Opakovatelnost ploch pikl byla ve vétSing€ ptipadi nizsi nez 3 % RSD. Pouze u jednoho

ze vzorku dosahovala RSD 3,41 %.

4.6 STATISTICKE VYHODNOCENI

Bylo analyzovano 57 vzorkd, 47 pacientt, z nichz bylo 26 zen a 21 muza a 10 kontrol.
Byly porovnavany piitomnost a koncentrace jednotlivych nukleotiddi u zdravych jedinct
a pacientl. Dale se zjistovalo, zda ma na koncentraci nukleotidii u popalenych pacienti
vliv pohlavi, vék, hmotnost, rozsah popaleni, misto poranéni, pfitomnost diabetu nebo
jiného onemocnéni. Porovnavany byly pouze ty nukleotidy, které byly v danych
skupindch minimalné ve c¢tyfech opakovanich. V nékterych piipadech nebylo moc

vzorkil od riiznych skupin, proto je variabilita hodnot tak velka.
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4.6.1 Vliv pohlavi

900 - M pacienti

800 = zdravi jedinci

[ I

o O

o O
1 1

500 -

o
o
1

koncentrace (umol/l)

N W A
o o
o O

| |

100 -

IMP GMP
analyt

Obr. 11: Koncentrace nukleotidi ATP, IMP, GMP u vSech pacientti a zdravych jedincu.

900 - B popdleni muzi
800 - i zdravi muzi

700 -
600 -
500 -

N

o

o
|

300 -

koncentrace (umol/l)

200 -
100 -

IMP GMP
analyt

Obr. 12: Porovnani koncentrace nukleotida ATP, IMP a GMP u popalenych muzi a zdravych
muzu.
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M popalené Zeny
1200 - zdravé Zeny
1000 -
800 |
600 -

400 -

koncentrace (umol/l)

200 - ] I ﬁ )

ATP IMP GMP
analyt

Obr. 13: Porovnani koncentrace nukleotidi ATP, IMP a GMP u popalenych zen a zdravych zen.

900 - o
B popaleni muzi
800 - T L.
popalené zeny
700 -

w B wn D

o o o o

o o o o
I I I I

koncentrace (umol/l)

100 - I
0 1
GMP

ATP IMP
analyt

Obr. 14: Porovnani koncentrace nukleotida ATP, IMP a GMP u popélenych muzli a popélenych
zen.

Jak obrazky 11, 12, 13 ukazuji, koncentrace nukleotidi u pacientdl je ve vétSiné
pripada nekolikrat vyssi nez u zdravych jedinct. To maze byt ddno tim, ze tyto stavy
jsou energeticky velice naro¢né, a proto je hladina ATP bezprosttedné po poranéni vyssi
u pacientll nez u zdravych jedinct. Na grafu 14 vidime, Ze pohlavi pacienta nema na

koncentraci nukleotidt vétsi vliv.
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4.6.2 Vliv piitomnosti diabetu

1000 - M pacienti s diabetem
900 -

800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

I pacienti bez diabetu

koncnetrace (umol/l)

ATP IDP cAMP IMP
analyt

Obr. 15: Porovnani koncentrace vybranych nukleotidii mezi pacienty s diabetem a pacienty bez
diabetu.

M pacient s diabetem

1200 - m zdravi jedinci
1000 -
800 -
600 -

400 -

koncentrace (umol/l)

200 -

ATP IMP
analyt

Obr. 16: Rozdilna koncentrace nukleotidd ATP a IMP mezi pacienty s diabetem a kontrolou.
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M Zeny

1200 + ® muizi

1000 -
zdravi jedinci
800 -
600 -

400 -

koncentrace (umol/l)

200 -

IMP

analyt

Obr. 17: Rozdilna koncentrace IMP u popalenych muzi s diabetem, popalenych zen s diabetem
a zdravych jedinct.

Celkem 13 pacientil, z toho 5 zen a 8 muzl, mélo diabetes melitus. Na obr. 15,
kde byli porovnavani pacienti s diabetem a pacienti bez diabetu, mizeme vidét vyssi
koncentraci ATP u popélenych pacientl s diabetem nez u pacientli bez diabetu. Stejné
tak je tomu v piipadé€, kdy byli porovnavani pacienti a zdravi jedinci, obr. 16. V ptipadé
porovnavani zen s diabetem x zen bez diabetu a muzu s diabetem X muzi bez diabetu
nebyly pozorovany vyznamné rozdily. MuzZeme fici, Ze diabetes melitus ovliviiuje
koncentraci nukleotidi. Obr. 17, porovnani zdravych jedincti vii¢i popalenym zenam
s diabetem a popalenym muzim s diabete bylo mozné pouze u nukleotidu IMP, u

ostatnich nukleotidii porovnéani nesla provést z divodu nedostatku hodnot.

Jeden z pacientd, ktery mél diabetes melitus utrpél popaleninovy traz v dusledku
infarktu. Infarkt spole¢né s diabetem a popalenim vycerpalo organismus natolik, Ze u
n¢j nebyly analyzovany zadné nukleotidy. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo pouze o
jednoho pacienta, nemizeme brat tento vysledek za statisticky vyznamny a nemuze

provést obecné zavéry o vztahu infarkt — popaleni - koncentrace nukleotidd.
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4.6.3
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Vliv rozsahu popaleni na koncentraci jednotlivych nukleotida

Obr. 18: Koncentrace nukleotidt ATP, IMP a GMP u pacientti s popalenim v rozmezi od 4 — 10
% téla, pacientti s popalenim nad 10 % povrchu téla a zdravych jedinca.
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Obr. 19: Koncentrace nukleotidi u pacienti s popalenim do 10 % a pacientti s popalenim nad 10

%.
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Obr. 20: Rozdilnad koncentrace ATP, IMP a GMP u Zen popalenych nad 10 % celkového
povrchu téla a zdravych Zen.
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Obr. 21: Rozdilna koncentrace ATP, IMP a GMP u popalenych Zen do 10 % celkového povrchu
téla a zdravych zen.
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Obr. 22: Porovnani koncentrace IMP a GMP mezi popalenymi muzi nad 10 % celkového
povrchu téla a zdravymi jedinci.
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Obr. 23: Porovnani koncentrace ATP a IMP mezi popalenymi muzi pod 10 % celkového
povrchu téla a zdravymi jedinci.

Na obr. 18 jsou porovnavany koncentrace pacienti popalenych do 10 %
celkového povrchu téla, pacienti popalenych nad 10 % celkového povrchu téla a
zdravych jedinct. Na obrazku vidime, Ze nejvyssi koncentrace porovnavanych analyt
je u pacientt s popalenim pod 10 % celkového povrchu téla. Pokud bereme v tivahu
pohlavi pacientii, vyraznéjsi zmény koncentrace nukleotidii jsou u popalenych Zzen nad

10 % a pod 10 %. U muzi popalenych nad 10 % celkového povrchu téla je vici
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zdravim jedinciim koncentrace IMP zhruba ¢tyfnasobnd, kdezto u muzskych pacientt
popalenych do 10 % je koncentrace IMP viéi zdravim jedincim téméf totozna jak

dokazuje obr. 22 a 23.

4.6.4 VIiv hmotnosti pacienta
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Obr. 24: Porovnani koncentraci nukleotidi u pacientd s hmotnosti do 70 kg a pacienti
s hmotnosti nad 70 kg bez rozdilu pohlavi.
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Obr. 25: Koncentrace nukleotidi u popalenych Zen s hmotnosti pod 60 kg a nad 60 kg.
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Obr. 26: Porovnani koncentraci nukleotidi mezi popalenymi muzi s hmotnosti nad 80 kg a
zdravymi muzi.

B popalené Zeny

zdravé zeny
450 -

400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 -

koncentrace (umol/l)

ATP IMP GMP
analyt

Obr. 27: Porovnani koncentraci nukleotidi mezi popalenymi Zenami s hmotnosti nad 60 kg a
zdravymi Zenami.

Dal$im moznym c¢initelem ovliviiujici koncentraci nukleotidi u popalenych osob
je hmotnost pacienta. Na obr. 24 jsou porovnani pacienti s hmotnosti nad 70 kg a pod
70 kg. Zde mtzeme vidét, ze pacienti S hmotnosti vyssi jak 80 kg vykazuji koncentrace
nukleotidii niz§i nez pacienti s hmotnosti niz§i nez 80 kg. Stejné tak je tomu u
porovnani popalenych zen s hmotnosti pod 60 kg a nad 60 kg, jak mliZzeme vidét na obr.

25. U zen s hmotnosti pod 60 kg je koncentrace analytd vyssi. Pokud porovnavame
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pacienty se zdravymi jedinci vyssi koncentrace jednotlivych nukleotidl je u popalenych
osob, obr. 26 a 27.

4.6.5 Vliv véku
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Obr. 28: Porovnani koncentraci nukleotidd u pacienti mladsich 50 let a pacientt starsich 50 let
bez rozdilu pohlavi.
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Obr. 29: Rozdilna koncentrace nukleotidi u popalenych zen mladsich 50 let a popalenych Zen
starSich 50 let.
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Obr. 30: Porovnani koncentrace jednotlivych nukleotidi mezi popalenymi muzi mladsich 60 let
a popalenymi muzi starSich 60 let.
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Obr. 31: Porovnani koncentrace nukleotidd u popalenych Zen star$ich 60 let a zdravych jedinct.
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Obr. 32: Porovnani koncentrace nukleotidii u popalenych muzi mladsich 60 let a zdravych
jedincu.

Zjistovali jsme, zda-li v€k pacienta ovliviiuje koncentraci nukleotidd pfi
popaleninovém urazu. Na obr. 28 je porovnani pacientii mladSich 50 let a pacienta
starSich 50 let. Z obrazku je patrné, Ze pacienti star$i 50 let maji koncentraci nukleotidi
vy$si, nez pacienti mladsi 50 let. Vyjimku tvoii ATP a GMP. Jejich koncentrace je vyssi
u mladSich pacientl. V piipad€, Ze porovnavame popalené zeny pod 50 let a popalené
zeny nad 50 let obr. 29, jsou koncentrace ATP a IMP vyssi u starSich zen, koncentrace
cAMP je vyssi u zen mladsich. Obr. 30, muzi byli rozd€leni na skupinu pod 60 let a nad
60 let. Koncentrace IMP a cAMP byly vyssi u pacientti pod 60 let. Pokud porovnadvame
pacienty se zdravymi jedinci, zjistime, Ze koncentrace jednotlivych nukleotidii jsou

vys$si u popalenych pacientii, obr. 31 a 32.
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4.6.6 Vliv zasaZené oblasti téla
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Obr. 33: Srovnani koncentrace nukleotidi u popalenych pacientii na horni poloviné téla a dolni
poloving téla
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Obr. 34: Porovnani koncentrace nukleotidi ATP a IMP a GMP u muzi popalenych na horni
poloving téla, dolni poloving téla a zdravych muzu.
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Obr. 35: Rozdilna koncentrace analyti ATP, IMP a GMP u Zen popalenych na dolni poloviné
téla, zen popalenych na horni poloving téla a zdravych Zen.

Pacienti byli popaleni na riznych c¢astech téla: krk, dolni koncetiny, horni
koncetiny, zada, trup a obliCej. Pacienty jsme rozdélili do dvou skupin na pacienty
popalené na dolni poloving téla a pacienty popalené na horni poloving téla. Z obr. 34 je
patrné, Ze pacienti muzského pohlavi popéleni na horni poloving téla maji vyrazné vyssi
koncentraci nukleotidy ATP a IMP jak oproti muzskym pacientti popalenych na dolni
poloving téla tak zdravim muzim. Na obr. 35 jsou ukazany data, kdy byly mezi sebou
porovnavany popalené zeny na dolni poloving téla, popéalené zeny na horné poloviné
téla a zdravé zeny. Miizeme fici, ze se zde nevyskytuji vyznamnéjs$i zmény koncentrace
nukleotidii vyjma analytu ATP, kdy byla nejvyssi koncentrace u Zen popalenych na
dolni poloving téla. Jak dokazuje obr. 33 koncentrace nukleotidii u obou posuzovanych
skupin je velice podobné. Mizeme tedy fici, Ze misto zasazené ¢asti téla nema zadny

vliv na koncentraci nukleotida.
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47 ANALYZA VZORKU V CASE

Na zavér byly analyzovany krevni vzorky od 52 letého muze s popaleninami na 12%
téla. Muz, vazici 83 kg, byl popalen pfedev§sim na trupu a ruce. Popaleniny byly
zpusobeny explozi nadoby s hoflavinou. Pacient byl na popaleninovém centru
standardné oSetfen a hospitalizovan na 14 dni. Poté byl propustén do domaci péce,

odkud dochézel na pravidelné kontroly.
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Obr. 36: Zména koncentrace nukleotidli v ¢ase. Odbér vzorku A) v den turazu, B) 3. den, C) 14.
den a D) 30. den po urazu. Separa¢ni podminky: 40 mmol/l citratova pufr, GABA, pH 4, 0,8
mmol/l CTAB, kapilara: 24,5/33 cm, pramér 50 pm, napéti: -20 kV, UV detekce 254 nm. Piky:
1=TTP, 2=ITP, 3=IDP, 4= UMP, 5= GMP
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Obr. 37: Zména koncentrace TTP béhem prvnich 30 dnti po trazu.
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Obr. 38: Zména koncentrace ITP béhem prvnich 30 dnt po trazu.
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Obr. 39: Zména koncentrace IDP béhem prvnich 30 dnii po trazu.
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Obr. 40: Zména koncentrace UMP béhem prvnich 30 dni po trazu.
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Obr. 41: Zména koncentrace GMP béhem prvnich 30 dni po trazu.

Na Obr. 36 jsou elektroforegramy vzorkti odebranych v rizné dobé od urazu.
Na obrazcich ¢. 37, 38, 39, 40 a 41, mizeme vidét zménu koncentrace nukleotidii
Vv prubéhu regenerace. 30 den po urazu doslo k vyraznému narastu koncentrace IDP a
GMP, kdezto koncentrace UMP vyrazné poklesla. Mizeme fici, Ze koncentrace TTP se

¢asem nezmeénila.
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5 DISKUSE

Cilem této prace bylo vyvinout metodu pro studium vybranych nukleotidi pfi
popéleninovém trazu, analyzovat klinické vzorky a porovnat vysledky pacientd se
zdravymi jedinci. Snahou bylo ziskat informace o trovni nukleotidd v krvi pacientl a

zmeéngé jejich koncentrace a zastoupeni pii popéaleninovém zranéni.

Jak uz bylo feceno, nukleotidy odrazeji energeticky metabolismus bunky a tento
vyznam by mohl hrat dileZitou roli pfi studiu metabolickych zmén pii popéaleninovém

urazu.

Nukleotidy byly jiz dfive analyzovany pomoci kapilarni elektroforézy
(Markuszewski et al. (2003) nebo pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie

(Gill, 2007), avsak dosud nebyly analyzovany nukleotidy ve vztahu k popaleninam.

Pro analyzu jsem pouzila kapilarni elektroforézu, kterd se jevi jako vysoce
efektivni metoda pro studium danych latek. Metoda, kterou jsme pouzili pro méfeni
nukleotidli, vychazi zjiz publikované metody (Friedecky et al. (2007). Ve srovnani
S kapalinovou chromatografii (Ericson et al. (1983) je doba analyzy u kapilarni

elektroforézy o n¢kolik fadu nizsi.

Pramérna koncentrace nukleotidu ATP izolovanych z erytrocytu zdravych jedinct

byla oproti dfive publikovanym vysledkiim zna¢n¢ odlisna. (Friedecky et al. (2007)

Podle Doktera (2014), celkova zavaznost popaleninového urazu je dana hloubkou,
velikosti a umisténim popaleni, vékem a zdravotnim stavem pacienta. Z vyhodnocenych
dat vyplyva, ze diabetes melitus, vyssi hmotnost a vék vyznamné zatézuji metabolismus
organismu a tim ovliviluji stav pacienta. Misto popaleni a pohlavi pacienta nemaji

vyznamny vliv na Groven nukleotidii popaleného pacienta.

Srovnani koncentraci nukleotidi mezi pacienty a zdravymi jedinci ukazuji, ze
koncentrace nukleotidi u popalenych osob jsou vyssi. Zajimavé je pozorovat
koncentraci nukleotidu ATP. Piedpokladala jsem, ze jeho hladina bude u popalenych
pacientll niz§i ve srovnani se zdravymi osobami. Vysledky vSak ukazuji zvySenou
hladinu ATP u pacienti. Divodem muze byt fakt, ze po popaleni je metabolismus

extrémné¢ zatizen, z toho diivodu je potieba velkého mnozstvi energie.
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Odpovéd’ organismu na popaleni je charakterizovana fadou metabolickych zmén
(Chioléro et al. (1997). Jednou z nich je zvySena hladina glukézy. Studie ukazuji (Kraft
et al. (2011), ze hyperglykémie zhorSuje pribéh regenerace a je spojena se zvySenou
umrtnosti. Podle nasich vysledkl i pfitomnost diabetu u pacientti ma vliv na celkovy

stav pacienta a ovliviiyje hladinu nukleotidt v Krvi.

Jak uvadi Sima (2008), nukleotidy maji velky vyznam pro rist a jsou dileZité pii
regeneraci a obnové metabolickych a fyziologickych funcich. Agett et al. (2003)
dokazuje, Zze nukleotidy vyznamné ovliviiuji imunitni systém. Z téchto divoda se
domnivam, Ze nukleotidy by mohly byt vice vyuzity pfi 1éceni popaleninovych stavi a
sledovani urovné nukleotidii by mohlo vést k lepsi individuadlni péfi o pacienty

S popaleninami.
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6 ZAVER

Prvni ¢ast diplomové prace je v€novana teoretickému tivodu do problematiky. Jsou zde
uvedeny zakladni informace o popaleninach, podstaté popaleninového Soku, vyzivé a
metabolismu pii tomto poranéni a o nukleotidech. Dale je zde zminka i metodach, které

byly k této praci vyuzity.

V druhé casti prace jsou uvedeny a vyhodnoceny data ziskané analyzou krevnich
vzorklli od pacientll s popaleninovym poranénim pomoci kapilarni elektroforézy.
Dokazali jsme, Ze kapildrni elektroforéza je vhodna metoda pro studium nukleotidd, ze
jeji parametry jsou velice dobré pfi analyze realnych vzorkt a, Ze tato metoda umoziuje

studovat metabolické zmény pti popéaleninovém Urazu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMPDA
AMPRT
APRT
ATC
CPS
CTAB
DHO
DHODH
EOF
HGPRT
PNP
PRPP
RNR
RNR
TK

TS

UK
UMPS
X0

adenylat deaminasa,
aminofosforibosyltransferasa,
adenin fosforibosyltransferasa,
aspartat transkarbamylasa,
karbamylfosfat syntasa,
cetyltrimetylamonium bromid
dihydroorotasa,

dihydroorotat dehydrogenasa,
elektroosmoticky tok
hypoxantin-guanin-fosforibosyltransferasa
purin nukleotid forforylasa,
5-fosforibosyl-1-pyrofosfat
ribonukleotid reduktasa,
ribonukleotid reduktasa,
thymidin kinasa

thymidylat syntasa,

uridin kinasa,

UMP syntasa,

xantin oxidasa,
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