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Anotace

V této praci jsme se zaméfili na 36 pacientl trpicich selhanim stfeva, a tedy dlouhodobé
zavislych na parenteralni vyzivé. Cilem bylo srovnanim se souborem zdravych osob ovéfit,
zda je denni davka a rychlost podani jednotlivych aminokyselin pro tyto pacienty optimalni,
pfipadné¢ navrhnout zmény ve slozeni a intervalu podavéani infuznich roztokd. U téchto
pacientil proto byla zjisténa jednak sérova koncentrace jednotlivych aminokyselin, a jednak
odpady jednotlivych aminokyselin v mo¢i vyloucené v dobé podéani parenteralni vyzivy a
mimo tuto dobu. VSechna vysledna data byla srovnana s referenc¢nimi hodnotami ziskanymi
z kontrolni skupiny 20 zdravych osob. Vzorky séra a moce byly analyzovany prostiednictvim
analyzatoru aminokyselin, vyuzivajici techniky iontoméni¢ové HPLC, ktera umoziluje
stanoveni koncentrace vSech proteinogennich aminokyselin. Ve vysledku se ukazalo, ze
individualné pfipravované ,all-in-one“ vaky poddvané pacientim zavislym na domadci
parenteralni vyzivé obsahuji optimalni mnozstvi téméf vSech aminokyselin a neni tieba
navrhovat rozsahlejsi upravy. Koncentrace vSech esencialnich aminokyselin v séru pacienti
se totiz signifikantné nelisila od referen¢nich hodnot kontrolniho souboru. Signifikantn¢ vyssi
koncentrace pfi podéani infuze byla prokdzana pouze u glycinu (o 197 umol/L, tj. o 73 %),
signifikantné niz$i byla koncentrace glutaminu (o 91 pmol/L, tj. 0 17 %). V mo¢i vyloucené v
dobé podani infuzniho roztoku jsme zjistili signifikantné vy$$i hodnoty pro vSechny
jednotlivé aminokyseliny oproti hodnotdm v moc¢i vylou¢ené mimo podani vyzivy. Nejveétsi
narst se opét objevil u glycinu, jehoz koncentrace vzrostla o 92 mg, druhou nejvice
vylu€ovanou aminokyselinou byl histidin. Primémy odpad vSech aminokyselin v moci
odpovidal 0,4 % zpodané davky. Odpady vSech jednotlivych aminokyselin mimo dobu
podani infuze odpovidaly odpadiim zdravych osob.
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Annotation

In this thesis we aimed at 36 patients suffering from intestinal failure, which means they are
dependent on the long-term parenteral nutrition. The aim was to check, whether the daily dose
and rate of administration of each amino acid had been optimal to these patients, eventually to
suggest changes in compound of infusion solutions and its rate of administration too.
Therefore, serum concentrations of each amino acid and urine wastes of each amino acid
excreted at the time of application of parenteral nutrition (and out of this period) were found
in these patients. All the resulting data were compared with the reference values obtained
from a control set of 20 healthy persons. Serum and urine samples were analysed using an
amino acid analyzer based on the ion-exchange HPLC, which allows the determination of the
concentration of all proteinogenic amino acids. As a result, individually mixed "all-in-one"
bags given to patients addicted to home parenteral nutrition have been shown to contain the
optimal amount of almost all amino acids, and there is no need to suggest more extensive
modifications. The concentration of all essential amino acids in patients' serum was not
significantly different from the reference values of the set of healthy persons. A significantly
higher concentration in serum was shown only for glycine (197 umol/L, i.e. 73 %).
Significantly lower was glutamine concentration (91 pmol/L, i.e. 17 %). In urine excreted at
the time of application of the infusion solution, we found significantly higher values for all
individual amino acids compared to those in urine produced outside of nutrition
administration. The biggest increase appeared again in glycine, which concentration increased
of 92 mg. The second most excreted amino acid was histidine. The average waste of all amino
acids was equal to 0.4 % of the administrated dose. The waste of all individual amino acids
excreted outside the infusion time corresponded to waste of healthy persons.
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1 Uvobp

vvvvvv

¢asti travici trubice se zrozmélnéné potravy dostavaji do krevniho fecisté hlavni ziviny —
aminokyseliny, sacharidy a lipidy. Dobra funk¢nost tenkého stfeva je nezbytnou soucasti
zdravého metabolismu potfebného k preziti. V disledku mnohych stfevnich onemocnéni
dochazi k ¢astecné ztraté funkce stieva.

Tato studie se vénovala pacientim, kteti dlouhodobé trpi funkénim selhdnim tenkého stfeva.
Selhani stfeva miZe nastat z mnoha pficin, z nichZ je necastéjsi ,,syndrom kratkého streva®.
Pfi tomto syndromu trpi pacient nedostate¢nou délkou tenkého stieva v disledku rozsahlé
stievni resekce, kterd ¢asto byva poslednim krokem pfti 1é¢b¢ idiopatickych stfevnich zanéti.
U nasich pacientli byla nejcastéjsi pricinou resekce Crohnova nemoc.

Je zfejmé, ze tito pacienti si nejsou schopni zajistit dostateCny piijem zivin béznym
zpusobem. Jsou tedy dlouhodobé odkazani na nitrozilni pfivod Zzivin prostiednictvim
infuznich roztoku (,,all in one* vakll) a museji byt zatfazeni do programu domadci parenteralni
vyzivy (dale DPV). Tento program je logisticky naroCny a realizovatelny pouze ve
specializovanych centrech DPV. Roztok obsahujici ziviny se pacientim do krevniho fecisté
dostava skrz centralni zilni vstup, nejcastéji prostiednictvim Broviacova katétru. Rychlost
podani infuze je regulovana stacionarni nebo mobilni pompou. Mobilni pumpa umoziuje
pfijimat parenteralni vyzivu (dale PV) i mimo domaci/nemocni¢ni prostfedi. Pacienti, ktefi
piijimaji PV v bézném zivoté museji byt schopni samostatné aplikace infuzi a péce o katétr,
k ostatnim jsou posilany vyskolené zdravotni sestry. VSichni pacienti jsou pravidelné klinicky
a laboratorn€ monitorovani.

Soucésti bézného laboratorniho vySetifeni neni stanoveni profilu jednotlivych aminokyselin
v séru a v moci. Z klinického pohledu jde ovSem o vyznamny parametr, ktery vypovida o
spravnosti slozeni a plynulosti podavani parenterdlni vyzivy. Pfi neoptimdlnim pi{jmu
aminokyselin by mohlo dojit v pfipadé nadbytecného mnozstvi k dlouhodobému pretézovani
ledvin a v ptfipad¢ nedostatecného pfijmu k poruchdm metabolismu jako je ztrata svalové
hmoty, zhorSena regenerace tkani, horsi imunita atd.

Cilem nasi prace tedy bylo prostiednictvim analyzy jednotlivych aminokyselin zjistit jejich
koncentraci v séru pacientt, ktefi kazdodenn¢ ptijimaji PV. Dale jsme se rozhodli urcit jejich
odpady v moc¢i v dobé podavani parenteralni vyzivy a mimo tuto dobu a nasledné provést
statistické zhodnoceni. V obou piipadech také bylo v planu vysledky statisticky srovnat
s referen¢nimi hodnotami kontrolniho souboru dvaceti zdravych osob.

Ziskana data ndm umoznila provéfit, zda jsou z hlediska aminokyselin infuzni roztoky pro
pacienty na domadci parenterdlni vyZziv€é spravné konstruovany, piipadné¢ poukdzat na
signifikantni nedostatky ve slozeni PV. Dalsi cenou informaci jsme vidéli ve zjisténi vztahu
mezi rychlosti podani infuze a naslednymi ztratami jednotlivych aminokyselin v moci, tedy
miry jejich utilizace. Tyto poznatky by mohly vést k upraveé slozeni a doby podani infuzi ve
prospéch spravné utilizace aminokyselin a tim pfispét k prodlouzeni doby pteziti pacientd.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny (ddle AMK) jsou substitu¢ni derivaty karboxylovych kyselin obsahujici
nejméné jednu aminovou funkéni skupinu (-NHz). Tyto organické slouceniny jsou zakladni
stavebni jednotkou peptidi a bilkovin, které maji v lidském organismu mnoho funkci
(stavebni, katalytickou, regula¢ni, obrannou a transportni). Jsou tedy pro cloveka
nenahraditelné. Rozlisujeme dvacet! zakladnich proteinogennich aminokyselin, které maji
primarni aminoskupinu NHz vazanou v poloze a, tedy na uhliku sousedicim s karboxylem.
Jelikoz jsou témeét vSechny proteinogenni AMK opticky aktivni latky, které staceji rovinu
polarizovaného svétla doleva, jsou oznaCovany jako L-aminokyseliny. Podminkou optické
aktivity je pfitomnost alesponi jednoho chiralniho uhliku v uhlovodikovém fetézci. Tuto
funkci v proteinogennich AMK plni pravé o-uhlik, ktery je substituovan Ctyfmi raznymi
substituenty. Oznaceni ,,L-aminokyselina®“ pln€ neodpovida glycin, ktery nema chiralni uhlik.
Z téchto dvaceti proteinogennich AMK vycleitujeme osm tzv. esencidlnich, které museji byt
do téla ptrivedeny v potrave, jelikoz si je lidské télo nedokdze samo syntetizovat. Patii sem
valin, leucin, izoleucin, threonin, lysin, methionin, fenylalanin a tryptofan. Zbylé
proteinogenni AMK jsou neesencidlni, coz znamend, Ze mohou byt v téle vytvoreny
z esencialnich AMK. N¢které AMK, které je potieba pfijimat v potravé pouze za urcitych
podminek, oznacujeme jako poloesencialni (napt. arginin, histidin, tyrozin a cystein). [%3]

COOH

R—(l'JH—COOH 300 C 9
NH; it
R

a-aminokyselina L-aminokyselina

Obrazek 1: Primarni struktura proteinogennich aminokyselin 2

2.1.1 Rozdéleni aminokyselin

Jednotlivé aminokyseliny mizeme rozdélit podle jejich postranniho fetézce (R), ktery ma
polarni, nepolarni, kysely &i zasadity charakter. [

Tabulka 1: Rozdéleni AMK dle vlastnosti jejich postranniho fetézce 2!

Nepolarni Gly, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Pro, Trp, Met
Polarni (nedisociovany) Ser, Thr, Asn, GIn, Tyr, Cys

Zasadity (protonizovany) Lys, Arg, His

Kysely (deprotonizovany) Asp, Glu

! Jsou znamé také dalsi 2 proteinogenni AMK (selenocystein a pyrolysin), které jsou kddovéany stop kodony
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2.1.2 Vlastnosti aminokyselin

VétsSina aminokyselin jsou amfoterni latky. Nositelkou kyselych vlastnosti je karboxylova
skupina, zasadity charakter je zptusoben piitomnosti aminové skupiny. V zasaditém prostiedi
se tedy aminokyseliny chovaji jako kyseliny (disociuje se karboxylova skupinu) a v kyselém
prostiedi jako zasady (je disociovana aminova skupina). Dilezitou roli tedy hraje pH
prostiedi, ve kterém se AMK nachazi. V zavislosti na pH se mizou AMK vyskytovat ve tiech
podobéach — ve formé aniontu, kationtu nebo amfiontu. Cim je pH vy, tim zaporn&j§i naboj
molekuly aminokyselin dostavaji. Nadbytek hydroxidovych aniontli v soustavé totiz iniciuje
disociaci karboxylové skupiny a zdroven brani disociaci aminové skupiny. Naopak s klesajici
hodnotou pH se zvySuje kladny naboj molekul AMK, kdy tentokrat vysoka koncentrace H;O"
brani disociaci karboxylové skupiny, ale aminova skupina pfijima H'. Tfeti moznou formou
je jiz zminény amfion, kdy je pH prostiedi takové, ze molekuly dané¢ aminokyseliny maji
ionizované obé funkéni skupiny — jsou elektroneutralni. (-4

Hodnota pH, pii kterém je vyrovnan kladny a zaporny naboj ionizovanych skupin, se nazyva
izoelektricky bod (pI). Molekuly dané AMK jsou ve form¢ amfiontu. Izoelektrticky bod je
specificky pro kazdou AMK, jeho hodnota roste se zasaditosti jednotlivych AMK. 12!

»Vypocet pl:

e obecné: pl =% (pKa1 + pKa2)
pl je aritmetickym priimérem pK, kyselé a bazické skupiny

e bazické aminokyseliny: pl =% (pKaz+ pKa3)
pl je priimerem pKa obou bazickych skupin

e kyselé aminokyseliny: pl =% (pKai+ pKa3)
pl je prumerem pKa obou kyselych skupin

e slab¢ kyselé aminokyseliny: pI =-1/2 log (Ka1.Ka2+Ka1.Ka3)
pii vipoctu pl pro Tyr a Cys je tieba zohlednit viechny disociabilni skupiny “™°]

Tabulka 2: Disociacni konstanty jednotlivych disocaibilnich skupin AMK, vyjadfené jako zaporny dekadicky
logaritmus disociaéni konstanty kyseliny (pKa) [/

Zkratky AMK Ala Arg Asn | Asp Cys Phe Gln Glu Gly His

pKai1 (a-COOH) 235 | 1,82 | 210 | 1,9 | 1,9 | 2,16 | 2,17 | 2,10 | 2,35 | 1,80

pKaz (a-NHs*) 9,87 | 899 | 884 | 9,9 |10,78| 9,18 | 9,13 | 9,17 | 9,78 | 9,33

pKas (R) = 12,48 = 3,90 | 8,33 = = 4,07 = 6,04

Zkratky AMK lle Leu Lys Met | Pro Ser Thr Trp Tyr Val

pKai1 (a-COOH) 2,33 | 2,33 | 2,16 | 2,13 | 2,95 | 2,19 | 2,09 | 2,43 | 2,20 | 2,29

O E L 976 | 9,74 | 9,18 | 9,28 | 10,65| 9,21 | 9,10 | 9,44 | 9,11 | 9,74

pKas (R) - - 10,79 - - - - - |1013]| -
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Spojenim dvou aminokyselin vznikéd peptidova vazba, pfi které reaguje aminoskupina jedné
aminokyseliny s karboxylem druhé aminokyseliny za vzniku vody, kdy karboxyl poskytuje
hydroxyl a aminoskupina proton vodiku. [

H-. H- I-: H- %, T
H—CH-CO0H 4 N—CH-CO0H —— ,,—] CH7
" I | H

Ky Ea By H B2

Obrézek 4: Schéma peptidové vazby [

Slouceniny vzniklé spojenim dvou a vice aminokyselin nazyvame peptidy. Pokud jsou
slozeny z 2 az 10 aminokyselinovych zbytkl, hovotime o oligopeptidech, kdyz jich obsahuji
11 az 100, jsou to polypeptidy. Jakmile je ve slou¢eniné vice jak 100 AMK zbytk, jde jiz o
proteiny. [

2.1.3 Metabolismus proteinii a aminokyselin

Aminokyseliny se do organismu za normalnich okolnosti dostavaji pfi pfijmu potravy ve
formé zivocisnych nebo rostlinnych bilkovin. Ptijaté bilkoviny jsou v travici trubici postupné
rozkladany jednotlivymi enzymy. Proces Stépeni zacind v zaludku, kde jsou v reakci s HCl
denaturovany a nasledn& vlivem pepsinu a chymozinu rozlozeny na polypeptidy. Stépeni pak
pokracuje v tenkém stfevé plsobenim trypsinu, chymotrypsinu a elastdzy (ze slinivky) a
pomoci peptidaz kartdcového lemu enterocytll. Tyto enzymy postupné rozkladaji polypeptidy
na oligopeptidy (di- a tripeptidy) nebo az na jednotlivé AMK. V tenkém stieveé jsou rovnéz
tyto AMK nebo kratké oligopeptidy vstfebavany skrz stievni buiiky do krve, pficemz mohou
byt nékteré AMK metabolizovany jiz v enterocytech (hlavné glutamin), coz zpiisobuje zmény
v krevnim spektru oproti spektru piijatych AMK. Vétsina AMK je ov§em metabolizovana az
v jatrech. Pfesto se vur€ittm mnoZzstvi dostdvaji vSechny AMK do krevni plazmy
v nezméneéné forme, aby si z nich jednotlivé buniky mohly syntetizovat proteiny. Metabolismu
v jatrech nejméné podléhaji valin, leucin a izoleucin, jelikoz jsou hojné vyuzivany perifernimi
tkanémi. Toxicky amoniak (vznikly pii metabolickych pfeménach AMK) a piebytecné AMK
jsou v jatrech pfeménovany na mocovinu, ktera je néasledné krvi transportovana do ledvin.
V ledvinach krev protéka pies nefrony, kde se filtraci pies Malpigiho téliska z krve oddéli
toxické nebo prebytecné latky (mocovina, AMK, glukéza atd.) ¢imZ vznikne primarni moc.
Primarni moc¢ déle prochézi tubularnim systémem, kde se tubularni buiiky snazi vychytéavat co
nejvice nevyuzitych latek zpét do krevniho fecisté. Ochuzenim primarni moci o tyto latky
vznikne sekundarni moc, kterd je jiz sbérnym kandlem odvadéna do ledvinovych kalicht a
nasledné moc¢ovodem do mocového méchyte. Casto tubularni buiiky nevychytaji veskeré
piebytecné AMK, proto jsou v moci bézné obsazeny vSechny AMK. Nejvice se do moce
ztraci glycin a histidin. Tyto dvé AMK jsou totiz viilbec nejvice filtrovany pies nefrony a
zaroven nejméné reabsorpovany tubularnimi buiitkami. Mimo mocovinu se v mo¢i nachazi
také amoniak, u zdravych jedincii se ovSem tvoii az v mocovém méchyii cinnosti
bakterii. H1:4748]
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Slozitost metabolismu AMK jest€ umociiuje fakt, ze je lidské télo ziskava nejen z potravy, ale
také kontinudlné€ Stépi a opéet vytvari télesné bilkoviny. Denné¢ zdravy ¢lovek rozstépi a opét
vytvori asi 300 g bilkovin. Aminokyseliny, které jsou télu k dispozici (piijaté potravou a
uvolnéné z télesnych bilkovin) pro vSechny anabolické i1 katabolické procesy tvoii tzv.
»labilni pool“. Tyto aminokyseliny slouzi v organismu k nékolika ucelim: pro syntézu
novych bilkovin, potfebnych pii obnové tkani, ristu ¢i bunééném déleni, pro tvorbu riiznych
potifebnych dusikatych latek jako jsou biogenni aminy (hormony, enzymy,...), puriny (adenin,
guanin), pyrimidiny (thymin, uracil, cytosin), kreatin, atd. Ve vyjime¢ném piipadé
(nedostatek AMK v potrave, zranéni, hladovéni...) mohou byt proteiny vyuzity i jako zdroj
energie. Vyuziti bilkovin jako energie, je ovSem pro télo neefektivni, protoze bilkoviny maji
nizkou energetickou hodnotu (cca 17 kl/g, tj. 4 kcal/g) a také produkty vzniklé pti rozkladu
bilkovin (mocovina, amoniak, anorganické kyseliny) zatézuji ledviny. Kazda ztrata bilkovin
s sebou nese také ztratu funkce organti, primarn¢ se redukuje kosterni svalstvo. Pokud

bychom ztratili vice nez 40-50 % télesnych bilkovin, doslo by k poruchdm imunity vedoucim
ke smrti. [8:%10.11,12]

Pro spravné fungujici metabolismus je nutné denné piijmout minimalné asi 0,5g bilk./kg,
optimalni davka pro organismus ve vyrovnaném stavu bez zatéze je vSak 1,0-1,2g bilk./kg.
Pii tézkych katabolickych stavech (naptf. rozsahlé popéleniny) stoupd denni potieba
aminokyselin az na 3g bilk./kg. S pfijetim bilkovin je zaroven tifeba piijmout dostatecné
mnozstvi energie ve formé¢ sacharidi a lipidil, a zajistit tak jejich tzv. energetické kryti.
Bilkoviny pfijaté potravou musi byt komplexni, a tedy obsahovat vSech 8 esencidlnich
aminokyselin, které t¢lo samo vytvofit neumi. Také je za danych okolnosti potfeba v potrave
pfijmout navic urcité aminokyseliny, které oznaujeme za semiesencialni. Napf. histidin a
arginin u déti, potiebné pro télesny rist, tyrosin u nemocnych s poskozenymi ledvinami,
cystein u nedonosenych novorozenci atd. [!!!

Dalsim ukazatelem vypovidajicim o nasem spravné fungujicim metabolismu aminokyselin je
dusikova bilance, ktera je definovana jako rozdil mezi pfijmem dusiku z aminokyselin a jeho
vydejem ve formé dusikatych latek: 1112

,NB=NP - (NU + NS + NK)

NB...bilance dusiku, NP...prijem dusiku ve vyzive; NS...odpad dusiku ve stolici (10-15mg/kg
za den); NK...odpad dusiku kiizi a koznimi andexy (5-10 mg/kg za den); NU...odpad dusiku
do moci (asi 80%) 1]

Pti zaporné dusikové bilanci mizeme tedy fici, Ze mnozstvi rozkladanych bilkovin je vétsi
nez jejich syntéza a organismus pfijima nedostatecné mnozstvi aminokyselin. Pokud zname
hodnotu dennich odpadt dusiku, miizeme ptesné urcit, kolik aminokyselin navic pacient
potiebuje. Staci tuto hodnotu vynasobit 6,25 (1 g dusiku je totiz obsazen v 6,25 g bilkovin).
Ztrata 40 g dusiku odpovida ztraté 250 g proteind, tj. ztrata 1kg svaloviny. 11121
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2.1.4 Jednotlivé aminokyseliny a jejich hlavni funkce

glycin (Gly): Nejjednodussi aminokyselina vyskytujici se zvlasté v kolagenu, ptenasec
v CNS, prekurzor napf. purinll, pirimidini, kreatinu, porfyrind (hemoglobin), glutathionu
(antioxidant — odstranuje reaktivni formy kysliku), dale ¢aste¢né funguje jako regulator cukru
v krvi, 212, 14,15]

Hg(ll—CDDH
NH,

Obrazek 5: Strukturni vzorec glycinu !

alanin (Ala): V jatrech je substratem pro tvorbu glukozy (glukoneogeneze), kdy je
meziproduktem mezi gluk6ézou a alaninem pyruvat (konjugovana zasada kys. pyrohroznové,
vznikd mimo jiné transaminaci alaninu nebo glykolyzou glukézy, vyznamny metabolit),
zajistuje tedy stabilni hladinu glukoézy v krvi béhem fyzické zatéze, ¢i pii hladovéni. Miize
byt snadno syntetizovan ve svalech transaminaci z pyruvatu a slouzit tak jako transportni
forma dusiku. Dostate¢ny p¥ijem alaninu je dileZity pfi metabolickém stresu. [16!7]

H3C—K|ZH—COOH
NH,

Obrazek 6: alanin [

valin (Val), leucin (Leu), izoleucin (Ile): Tyto tii aminokyseliny oznacujeme jako
rozvétvené aminokyseliny, nebo také BCAA aminokyseliny, které jsou pro svij slozité
syntetizovatelny rozvétveny postranni fetézec fazeny mezi esencialni AMK. Jsou dilezité pro
tvorbu proteinovych struktur (protilatky, obnova tkéni,...), nebot’ v bilkovinach jsou
zastoupeny 20-25 %. Jsou tedy nepostradatelnou soucasti infuzi pti téZkych katabolickych
stavech (napf. jaterni ¢i ledvinové onemocnéni), kdy redukuji zapornou dusikovou bilanci,
tim Ze nahradi volné aminokyseliny v krvi jinak uvoliiované ze svaloviny. Mimo jiné jsou
donorem dusiku pfi tvorbé alaninu a glutaminu, které jsou pienaSeci aminoskupiny mezi
tkanémi a také substraty pii glukoneogenezi. Dale se ucastni metabolismu CNS a byvaji
podavany také pii neurologickych stavech, aby vychytdvaly aromatické aminokyseliny a
zabranovaly tak encefalopatii. Ve sportu jsou Casto uzivany jako suplement pro oddéleni
pocitu unavy?, zvysenou tvorbu glukézy, ochranu svalovych vlaken a zrychleni regenerace’.
Z BCAA ma nejveétsi schopnost ochrany a tvorby svalovych vliken leucin, izoleucin a valin

jsou dobrym zdrojem energie pro svaly. [!31]
H;C—CH—CH,—CH—COOCH
Hac—?H—(I:H—CODH 3 (L’H 2 rqu
(eHy. Bl HsC—CH,—CH—CH—COOH i
! I Obrazek 6: leucin 2!
Obrazek 5: valin 2 CH; NH,

Obrazek 7: izoleucin 2!

2 zabrafiuji tryptofanu pii transportu z krve do mozku, ktery je substrat pti vyrobé serotoninu, ktery mimo jiné
zpusobuje inavu
3 snizuji hladinu kortizolu, ktery ma siln& katabolické uginky, a udrzuji hladinu testosteronu
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fenylalanin (Phe) a tyrozin (Tyr): Tato dvojice aminokyselin spolu tzce souvisi. Tyrozin se
totiz vtéle tvofi hydroxylaci fenylalaninu za pfitomnosti tetrahydrobiopterinu (BHa4).
Fenylalanin je esencidlni aminokyselinou, tyrozin pouze podminéné¢ esencialni, a to v piipad¢
nedostatku Phe nebo pii jaternim selhani. Dulezitou roli v organismu hraje pravé tyrozin,
ktery je stavebnim kamenem melaninu, katecholaminii (hormony a neurotransmitery
adrenalin a noradrenalin) a tyroxinu nebo je oxidovan v jatrech a vyuzit jako zdroj energie.
Pfi poruse metabolismu fenylalaninu, kdy se v téle netvoii hydroxylasa ¢i BH4 hovoiime o
fenylketonurii. Fenylalanin se nemtize katabolizovat na tyrozin, hromadi se v krvi a poSkozuje
mozkovou tkan. V brzkém véku déti se za téchto okolnosti rozviji mentdlni retardace
doprovézena slabou pigmentaci v disledku deficitu melaninu, ['1:12:16:20]

CHZ—CH—DDDH HOOCHE—(FH—CUGH
' NH,

NH,
Obrazek 8: fenylalanin ) Obrézek 9: tyrozin 1

tryptofan (Trp): Protoze je potiebny pro syntézu fady dulezitych latek, je tryptofan fazen
mezi esencialni aminokyseliny. Mezi latky, jejichz je prekurzorem, fadime kyselinu
nikotinovou (nebo amid kyseliny nikotinové¢), pro kterou se také pouziva oznaleni niacin
nebo vitamin B3, a kter4 jsou nutna pro tvorbu NAD* a NADP?, coZ jsou koenzymy diilezité
v metabolismu organismii. Déle Trp tvofi serotonin — neurotransmiter v mozku, prekurzor
v biosyntéze melatoninu. Pfi nedostatku niacinu souvisejicim s nedostatkem tryptofanu

dochazi k onemocnéni s ndzvem Pelagra, tzv. nemoc 3 D (Dermatitida, Diarrhoea, Demence).
[11,12,21,22]

Hz—(ll H—COQOH

NH
\' 2

\
H Obrazek 10: tryptofan [

prolin (Pro): Jeho prekurzorem je glutamat (kys. glutamovad), v disledku zvratné reakce, se
také glutamat muize zprolinu syntetizovat. Spolecné s hydroxyprolinem jsou hlavnimi
slozkami kolagenu. Prolin by mohl byt oznaen jako iminokyselina, protoze, co se dusiku
tyCe, obsahuje iminoskupinu, a tudiz nepodléhd transaminaci. Pfi poruse degradace prolinu
hovofime o hyperprolinémii, coz vede ke zvySené koncentraci prolinu v buiikach a je jednou
z pfi¢in jaterni fibrozy. Schopnost degradace prolinu je také zpomalovana pozitim ethanolu.

[12,25]
O\C OO0OH
N

|
H

Obrézek 11: prolin 2!

4 oxida&ng&-redukéni reakce v organismu, tvorba ATP (27
5 oxida¢né redukéni reakce, syntéza lipidd, vznik volnych radikala 2%
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methionin (Met): Hraje duleZitou roli pfi syntéze riznych latek, at H_ l? ,

uz latek obsahujicich siru (cystein a jeho metabolity), tak litek ~ N—C—C_

obsahujicich methylovou skupinu (adrenalin, cholin,...). Radime jej H C|)H OH
12,2] 2

T

]

CH,

Obrazek 12: methionin??!

@]

mezi esencidlni aminokyseliny. |

cystein (Cys): Druhd z dvojice AMK obsahujicich siru. Mezi jeho dilezit¢ metabolity patii
cystin, glutation, taurin, anorganicky sulfat a pyruvat. Cystin je dipeptid vytvoieny ze dvou
molekul cysteinu. Tato reakce je zvratnd a dilezita pro slouceniny obsahujici cysteinové
zbytky a také pro tvorbu disulfidovych miustki v bilkovinach. Glutathion je vyznamny
antioxidant, mimo jiné potfebny v jatrech, kde zabranuje toxickému poskozeni jater
acitoaminofenem. Pii syntéze pyruvatu je vedlejsim produktem sulfit (SO4>), ktery je
vyuzivan k sulfatacim. Celkové metabolismus cysteinu okyseluje vnitini prostiedi. Taurin je
velmi dilezity derivat cysteinu, je totiz také antioxidantem a vyznamnym neurotransmiterem
v CNS, hojné se objevuje v sitnici, svalstvu a plicich a také hraje zna¢nou roli pfi stabilizaci
membran, napt. myokardu pfi kritickych stavech. Jeho siln¢ kyseld sulfonova skupina je
uplatnéna napt. ve zluCovych kyselinach (k. taurocholové), kde umoznuje emulgaci tukd.
Taurinu je nedostatek v tézkych katabolickych stavech, kdy je nefunkéni enzym pro jeho
tvorbu — cysteindekarboxylaza. V. mnoha komerc¢nich roztocich AMK byva mnozstvi taurinu
nedostate¢né nebo nulové, je totiz Spatné rozpustny a ovliviluje jiné aminokyseliny. Podobné
je naro¢né pfimichat do roztoku cystein, v disledku stejnych negativnich vlastnosti jako u

taurinu, [12:15:16.24]
COOH COOH COOH EI}DDH
l - 2H
H.N—CH + H;N—CH —— H;N—CH  H;N—CH
H,C—SH He—CH, Loe o b

Obrazek 13: Schéma reakce dvou molekul cysteinu za vzniku cystinu 2!

serin (Ser): Vtéle ho je mozné syntetizovat pii Stépeni glukézy dehydrogenaci 3-
fosfoglyceratu, kdy vznikne 3-fosfoserin, ze kterého se po odstépeni fosforylu vytvoii L-serin.
Je potiebny pro tvorbu fosfolipidl a cysteinu a také z né¢j mize byt metabolizovan glycin.
Daéle je serin vyuzitelny pro svou hydroxylovou skupinu, na kterou se nejcastéji vaze fosfat
pfi fosforylaci protein. Jeho dekarboxylaci vznikd ethanolamin, ktery se po metylaci
pfeménuje na cholin znamy jako soucdst neurotransmiteru acetylcholinu. Serin mulze byt
pifeménén také na pyruvit. 1212261

{FHE—EllH—CDDH

OH NH,

Obrazek 14: serin 2
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threonin (Thr): Stejn¢ jako serin, i threonin ve svém fetézci obsahuje hydroxylovou skupinu,
ktera potencuje jeho polarni charakter. Na rozdil od serinu jej ale fadime mezi esencialni
aminokyseliny. Je totiz zakladni stavebni jednotkou fady dalSich latek. Je katabolizovan L-
threoninaldolasou za vzniku glycinu a acetaldehydu. Glycin se poté¢ muze transformovat na
serin a ten aZ na pyruvat. Acetaldehyd na acetyl-CoA®. [?°!

(FDOH
HEN—(F—H
H_(F_DH
CH=
Obrazek 15: threonin (2!

kyselina glutamova (Glu), glutamin (Gln): Kyselina glutamova se v téle vyskytuje ve formé
glutamatu — jeji konjugované zasady. Vznika transaminaci — reakci 2-oxoglutaratu s néjakou
aminokyselinou, kterd je donorem aminoskupiny, napi. s alaninem. Z alaninu se pfi této
reakci stava pyruvat. Pokud pak glutamat ptijme -NH> skupinu, vznikne z néj glutamin. Vznik
glutamatu miZou také iniciovat dva enzymy: glutaminaza a glutamin syntetaza. Glutaminaza
syntetizuje glutamat z glutaminu odStépenim —NH», zatimco glutamin syntetdza iniciuje
produkci glutaminu. Riizné buiniky obsahuji vzdy jeden z téchto enzymu. Napi. lymfocyty,
enterocyty a builky ledvin produkuji glutamindzu a naopak svalové buiiky ve velkém
mnozstvi tvofi glutamin syntetazu. Jeding v jatrech se objevuji oba tyto enzymy. Glu a Gln
jsou v organismu vubec nejvice zastoupené aminokyseliny. Glutamat se vyskytuje predevsim
uvnitt bun€k, kde slouzi jako zdroj energie, miize se totiZz transaminaci pfemeénit zpét na 2-
oxoglutarat (a-ketoglutarat), ktery je zakladem glukoneogeneze. Jeho dekarboxylaci vznika
inhibi¢ni mediator v CNS — GABA (y-aminobutyrat), také je po dehydrogenacni deaminaci
hlavnim zdrojem amoniaku pro organismus. Casto je produkovan pfi transaminaci mnoha
aminokyselin. Mnohem podstatnéjs$i je ovSem pfijem glutaminu. Muze byt sice z Casti
syntetizovan z glutamatu, je ale mnohem castéji syntetizovan z rozveétvenych aminokyselin
(VLI) ve svalech. Spolecné¢ s alaninem je vibec nejobsdhlejsi volnou aminokyselinou ve
svalu, kde tvoii 50 % vSech AMK (v organismu je 8 g Gln). V katabolickém stavu je tedy
hlavni rozklddanou aminokyselinou potfebnou hlavné pro buiiky hladké svaloviny (GIT) a
imunitniho systému ¢i reparaci tkéni. V tomto stavu je tedy semiesencialni aminokyselinou.
Za normdlni situace méd glutamin spolecné s alaninem také detoxikacni funkci ve svalech.
Tyto dvé AMK vychytdvaji amonny iont, a nasledné jsou krvi transportovany do tkéani, kde je
jejich potieba zvysena (lymfocyty, tenké stievo,...). Jeho dalsi funkci je pfesun amoniaku do
moci. Kromé¢ svalstva se glutamin tvoii také v plicni a tukové tkdni. Jeho dilezitymi
metabolity jsou puriny a pyrimidiny (kterym poskytuje dusik), aminoglycidy tvofici
glykoproteiny (slouzici mimo jiné jako receptory na bunééné membrang¢), a citrulin, na ktery
se preménuje ve stievech. Poté je v této forme uvadén do obéhu a v ledvinach bud’ déle

¢ acetylkoenzym A je fundamentalni molekula pro syntézu sacharidii, lipidd, proteint a dal§ich latek, jde o
aktivovanou kys. octovou, obohacenou o koenzym A (enzym prenasejici skupiny, ktery je navazan pies atom
irvi27]

siry
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metabolizovdn na arginin, nebo zpétn¢ transaminovan na glutamat, a tedy i1 vSechny jeho
metabolity. Pro vSechny jeho dutlezit¢ funkce by mél byt glutamin soucasti
aminokyselinovych roztokd. Jelikoz je ale glutamin ve formé roztoku nestabilni, Casto
soucasti téchto roztoki neni. Moznym feSenim je podani glutaminu ve form¢ dipeptidu
(alanyl-glutamin), ktery je v roztoku stabilni a v krvi je snadno hydrolyzovan na alanin a
glutamin. Druhym feSenim (Casto vyuzivanym) je jeho nahrada ve form¢ glutamatu, ktery
dokaze vétsinu jeho funkei pln€ nahradit, ne ovSem jeho pfimi u¢inek na proteinovou syntézu
(zdroj energie, prekurzor nukleotidi). Toto nahrazeni glutamatem je ovSem limitované tim, ze
glutamat na rozdil od glutaminu obtizn¢ vstupuje od bunék a mtze byt ve vyssi davce pii

parenteralni vyzivé pro télo toxicky. (ddvka cca 15 g/den je ale bezpecnd a uzite¢nd).
[11,12,16,26]

Q 0
W ,
'C—(CHp);—CH—COOH "C—(CH,),—CH—COOH
} | S |
HO NH; H;N NH,
Obrazek 16: kys. glutamova [ Obrazek 17: glutamin [

kys. asparagova (Asp), asparagin (Asn): Také kyselina asparagova se v téle vyskytuje
v podobé konjugované zasady — aspartitu. Ten je dillezity pii biosyntéze purinovych a
pyrimidovych nukleotiddi, mocoviny a také pro tvorbu beta-alaninu (vznika jeho
dekarboxylaci), potfebného spolu s mehylhistidinem pro syntézu karnosinu a jeho derivatu
anserinu, obsazenych v kosternim svalstvu a mozku. Aspartat vznikd transaminaci, kdy
oxalacetat reaguje s glutaminem za vzniku 2-oxoglutaratu a poté se reakci s amoniakem
pfeméni na asparagin, kdy se k asparatu ptipoji NHz a vznikne amidova skupina (-CONH>).
Asn je poskytovatelem aminoskupiny pfi biosyntézach (napf. pfi syntéze glutamatu), také je
vyuzivan konecny produkt jeho Stépeni — oxalacetat, jako soucast Krebsova cyklu. Nekteré
buiiky si jej neumi syntetizovat, napt. buniky akutni lymfoblastické leukémie a jiné maligni
buniky, ¢ehoz je vyuZzivano pii asparagindzové terapii, kdy se do krve vpousti enzym

asparaginaza, ktera jej hydrolyzuje zpét na asparat a tyto buiiky tak nemohou riist. [%!1:26-28]
O
) ) W
fC—C Hz_(% H—COOH J;C_CHQ—{?H—GDDH
HO NHQ HEN NHE
Obrazek 18: asparagova kyselina %! Obrazek 19: asparagin 2]

histidin (His): Histidin fadime mezi semiesencialni aminokyseliny. U déti, pfi zvySeném
ristu, a u pacientll s urémii je totiz jeho pfisun v potravé nezbytny. V téle se tvofi St€penim
dipeptidt (hlavné karnosinu) a pfi odbourdvani se pfeménuje az na glutamat. Jeho hlavnim
metabolitem je histamin, ktery vznikd jeho dekarboxylaci a je diilezitym neurotransmiterem
pro kontrakci hladkych svali, hlavné stfeva a pridusek. Histamin se také vaze na H1
receptory, které vyvolavaji alergické reakce, i1 na H2 receptory stimulujici sekreci HCI
v zaludku. Pii snaze blokovani téchto jeho ucinkii se podavaji antihistaminika. Histidin ma
schopnost piijimat ¢i odstépovat H™ a podmifiuje tedy pufra¢ni schopnosti bilkovin. [1%1626]
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CH;,—CH—COOH
3N |

; g NH;z
£,

H
Obrazek 20: histidin [

arginin (Arg): Arginin muze byt vtéle syntetizovan v jatrech — vcyklu mocoviny
(ornitin—-citrulin—arginin), mozku a ledvinach — zde je produkovan piimo z citrulinu
dopraveného krvi, ktery je uvolnén ve stievé z glutaminu (slouzi tedy také k ptfenosu dusiku).
Pfesto tfadime arginin podobné¢ jako histidin v obdobi détského veéku mezi podminéné
esencidlni aminokyseliny. Pfi mocovinovém cyklu je arginin ihned po vytvofeni rozstépen
pusobenim enzymu argindzy na mocovinu a ornitin a cyklus se uzavird. Déle je arginin
prekurzorem kreatinu, ktery vznika v ledvinach a jatrech z argininu a glycinu, polyamint
potiebnych pro bunécné déleni a oxidu dusnatého (dilezity neurotransmiter a mediator —
podminiuje vazodilataci endotelu cév, cehoz je vyuzivano pii 1écbé anginy pektoris).
Dostatecny piisun argininu je dilezity zejména pii katabolickych stavech. Vyvolava totiz
tvorbu somatotropniho hormonu a inzulinu a podporuje tedy anabolické procesy, dale snizuje
negativni dusikovou bilanci a navic podporuje imunitni systém zvySovanim poctu lymfocyta.
Je tedy dllezitou soucasti aminokyselinovych infuznich roztokti, ovS§em pfi jeho nadmérném
mnoZstvi v roztoku dochdzi ke ztratdm lysinu do mo¢i, coz by bylo kontraproduktivni, [12:16-26]

IZI:HZ—CHZ—CHE—(;JH—CODH
Hy N—(l?l. —NH NH>
NH
Obrazek 21: arginin 1

lysin (Lys): Jedna se o esencialni aminokyselinu, jedina spolecn¢ s leucinem se odbourava az
na acetyl-CoA, ktery je prekurzorem ketolatek a muzeme ji tedy oznacit jako ketogenni
aminokyselinu. Katabolismus lysinu je pomérné slozity soubor reakci. Nejprve lysin reaguje
s 2-oxoglutaratem (o-ketoglutaratem), za vzniku sacharopinu, poté se pies nékolik dalSich
reakci vytvoii acetacetdt a zn¢j dekarboxylaci vysledny acetyl-CoA.  Dal§im jeho
metabolitem je karnitin, slouzici pro transport mastnych kyselin do motichondrii a detoxikaci,
¢i hydroxylisin, vznikly ptisobenim hydroxylasy, obsazeny v pojivové tkani, kde vytvaii
pricné vodikové miustky. Pfi vrozené poruSe metabolismu lysinu — hyperlysinémii, se v krvi
hromadi tato AMK a zpiisobuje fyzickou a mentalni retardaci. [>!1:12:2629]

CHy—(CHa)s—CH—COOH

NH, NH,
Obrazek 22: lysin [
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2.2 Selhani stieva (Intenstinal Failure)

Pod pojmem ,,selhdni stfeva“ (dale IF) madme na mysli ,,stav snizeni stfevnich funkci pod
minimum nezbytné pro absorpci makronutrientli (sacharidy, proteiny, lipidy) nebo vody a
iontl v mife, kterd vyzaduje parenteralni podavani zivin k zachovani zdravi a rastu.” IF muze

byt podminéno riznymi ptic¢inami, které se 1isi z etiologického 1 patofyziologického hlediska.
[39]

Dle funk¢ni klasifikace, kterd vychazi z délky trvani a ptredpokladaného dopadu IF, vyplyva,
ze pacienti na dlouhodobé parenterdlni vyzivé jsou postizeni selhanim stfeva III. typu
(chronické IF). V tomto piipad¢ jsou pacienti klinicky stabilni, jsou ovSem zéavisli na
dlouhodobém nitrozilnim ptivodu Zivin po dobu mésict az rokl. Tito pacienti jsou zafazeni
do programu domaci parenterdlni vyzivy (dale DPV) a od nutri¢nich specialistli jim jsou
predepisovany nutricni vaky. Pomérné Casté jsou piipady, kdy jsou pacienti na DPV odkazéani
dozivotné. Co se ty¢e dlouhodobého prezivani na DPV, je procento pomérné vysoké — po péti
letech 80 % u dospélych a 90 % u déti. DPV navic pfevazné vétSin€ téchto pacientll umoziuje
uchézejici kvalitu zivota, mozné komplikace ov§em bohuzel nejsou vylouceny. S prodluzujici
se dobou zavislosti na PV tedy imrtnost nartista. Prevalence chronického IF s potiebou DPV
z benignich divodd je v CR cca 1/100 000. Nejéastéjsi pii¢inou selhani stieva je ve
statistikach pacienti na DPV syndrom kratkého stieva (75 %). %!

2.3 Syndrom kratkého stieva (Short Bowel Syndrome)

U zdravého cloveéka se délka tenkého stfeva pohybuje v rozmezi 300850 cm. O syndromu
kratkého stieva (dale SBS) hovotime v ptipad¢, ze bylo tenké stievo zkraceno na délku pod
200 cm, nebo pod 150 cm, pokud na néj plynule navazuje tlusté¢ stievo. SBS lze také
diagnostikovat pii sttevnim vydeji stomii vét§im nez 1500 ml denng. %

Hlavnim projevem SBS je tedy malabsorpce vody, iontd, proteintl, sacharidd, tukil, vitamina
a stopovych prvkl. Pokud je stievo pfilis kratké a neni schopno se adaptovat, jsou pacienti
odkazani na dlouhodobou parenteralni vyzivu.

U 40 % ptipadi pfedchazi SBS chirurgicka resekce podnicena stfevni ischemii, Casto je také
vysledkem jinych abdomindlnich vykont kvili Crohnové nemoci, traumatu, stavim po
radioterapii bfiSnich naddorh atd. Adaptace stfeva je Usp&Snd u 50 % dospélych a 73 % déti. U
vétsiny pacienttl z naseho souboru byla diivodem SBS Crohnova nemoc. [**!

2.4 Crohnova nemoc (Crohn Disease)

Crohnova nemoc (dale CD) je nespecificky chronicky zanét kterékoliv €asti travici trubice,
nejcastéji konce tenkého stfeva, poskozujici celou tlouStku stfevni stény. Privlastek
,»Crohnova“ odkazuje na Burrilla Bernarda Crohna, ktery jako prvni chorobu identifikoval
(1932). 135361
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Dnes je ptedevsim ve vyspélych zemich jednim ze zasadnich gastroenterologickych problémii
a jeji vyskyt se stale zvysuje. V CR se incidence pohybuje v rozmezi 12—15/100 000 obyvatel
a prevalence je 206/100 000 obyvatel. Za posledni roky je u nas patrny zna¢ny narust vyskytu
Crohnovy nemoci. Dle severoamerické studie nejvice postihuje pacienty v obdobi 33 a 45 let,
také bylo prokazano vétsi zastoupeni u zen. V CR je nyni pozorovano nejvice nemocnych ve
véku cca od 10 do 24 let. 35371

Ptesnd pficina nemoci je zatim neznama, pravdépodobné jde o deregulaci imunitni odpovédi
na bézné bakteridlni antigeny. Pfi vyskytu nemoci prokazatelné¢ hraje roli genetika, coz
dokazuje Casty vyskyt nemoci u piimych ptibuznych. Dale je prokdzano, ze na vznik nemoci
ma negativni vliv koufeni, spekuluje se také o psychogennim vlivu. 338

Casto se tento idiopaticky zandt vyskytuje v tenkém i tlustém stievé zaroven, mize byt ale
také pouze v jednom z nich, ¢i v kterékoli jiné ¢asti traviciho traktu. V pokrocilém stadiu se
objevuji typické rozsahlé¢ viedy, které pronikaji skrz celou tlouStku stény stfeva, a
makroskopicky pak sliznice pfipomina dlazebni kostky. Mezi jednotlivymi viedy jsou
zachovany nepostizené plochy sliznice a stievo je v misté zanétu ztlusténo. V dasledku téchto
viedii mize dojit k masivnimu krvaceni nebo zGzeni sttevniho prasvitu, coz vede k stfevni
neprichodnosti a nésledné stfevni perforaci. Zanétem postizeny usek stieva ztraci schopnost
vstiebavat ziviny, coz vede k malabsorpci. Zna¢nou komplikaci je také ptrechod zanétu do
okolnich tkéni, tedy tvorba zevnich, vnitinich a smiSenych pistéli a abscesl, piedevSim
v perianalni oblasti. 1333

Hlavnimi diagnostickymi nastroji jsou endoskopicka vysSetfeni (kolonoskopie, gastroskopie
nebo v poslednich letech také kapslova endoskopie), ktera stanovi piesnou diagnozu, piipadné
stadium a rozsah zanétu. Ve vSech piipadech nemoci je snaha pomoci konzervativni 1€cby
(imunosupresiva, antibiotika, enteralni a parenterdlni vyziva) co nejvice zmenSit plochu

zanétu. Teprve pii selhani této 1€cby je pristupovéano k chirurgické resekci postizené oblasti.
35,38]

Po rozséhlejsich resekcich neni stfevo schopno s dostatecnou efektivitou vstiebavat Ziviny a
pacienti jsou odkazani na parenteralni vyzivu.

2.5 Parenteralni vyZiva

Pacient na totalni parenteralni vyzivé pfijima vSechny pottebné ziviny do Zzilniho systému,
tedy mimo travici trakt. Jde o nefyziologicky zptsob nahrady piijmu potravy, nutny z divodu
vySe popsanych problémt, ktery mize vyvolat fadu komplikaci. Pacientim, u kterych
z néjakého divodu doslo k IF a nelze jim podavat enteralni vyzivu, tato varianta pfijmu Zivin
umoziuje preziti.

2.5.1 Rozdéleni:

1. Dle formy:
e Multi bottle system — nutri¢ni vyziva je rozdelena do tii riiznych infizi
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e All-In-One system (dale AIO) — nutri¢ni vyZiva je podavana v jednom vaku

2. Dle mista podani:

e periferni vyziva — podavana do periferni zily
e centralni vyziva — podavana nejcastéji do horni duté zily (nejcastéjsi vstup —
zila podklickova a vnitini kréni zila)

3. Dle slozeni:

e dopliikova PV — nahrazuje pouze ¢ast zivin
e totalni PV — nahrazuje vSechny potiebné Ziviny
e specialni PV — obsahuje mimo nutri¢ni slozky také 1é¢ivé latky [123]
4. Dle délky podani:
e kratkodoba — pouze docasné pooperacni stavy
e dlouhodob4 — PV v fadech mésici az let, i doZivotné (pfi chronickém IF) [*]

Pacienti s dlouhodobou PV byvaji zatfazovani do programu doméci parenteralni vyzivy.

2.5.2 Domaci parenteralni vyZiva

Pacienti na domaci parenterdlni vyzivé (dale DPV), jsou pacienti, ktefi jsou v dasledku
selhéani stieva dlouhodobé odkédzani na parenteralni pfijem zivin. Tento program je logisticky
slozity a umoziuji ho pouze specidlni nutriéni centra s kvalifikovanymi pracovniky. [*%!

1. totalni, dlouhodoba PV byla ¢lovéku v domacich podminkach podana roku 1968 (Dudrick,
USA), v CR az roku 1994. Dnes jeu nas 14 center doméci parenteralni vyzivy, pii¢emz
nejvétsi pocet pacientii aktualng vykazuje centrum DPV pii FN Brno. 40411

V takovém centru nesmi chybét ambulantni a ltizkové zdzemi vcetné¢ JIP s odbornym
persondlem schopnym kdykoli fesit piipadné komplikace, nezbytna je také ustavni 1ékdrna
zajistyjici ptipravu AIO vakl a jejich rozvoz vcetné 1€kl a potiebnych pomticek pacientim.
Dulezita roli hraje edukace vSech pacientll, ktefi se musi naucit pracovat s vaky a pecovat o
katétr (pacienti absolvuji praktickou zkousku). Pokud pacienti nejsou schopni samostatného
podavani PV, jsou k nim denné posilany vyskolené sestry z agentury doméaci péce. Cilem
DPV je ptiblizeni k béznému zptsobu zivota pacientim dlouhodobé zavislym na infuznim
piijmu potravy. [

2.5.3 Konstrukce PV

Pro dobrou efektivitu a také bezpecnost parenteralni vyzivy je nutné dodrzet pozadavky pro
klinicky stav a diagnozu konkrétniho pacienta. Pti konstrukci PV se musi dodrzovat zakladni
postup, ktery obsahuje nasledujici body:
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Stanoveni vhodné denni energetické potieby: Nejcasteji je vyuzivana Harrisova-
Benedictova rovnice, mozny je i kvalifikovany odhad nutri¢nich specialistii. Stav na
pocatku PV: 15-20 kcal/kg — hrozba refeeding syndromu; stabilni stav: 30-35 kcal/kg,
pooperacni stres: 35-45 kcal/kg. Je tfeba zohlednit také fyzickou aktivitu nemocnych
a BML

Stanoveni denni potieby aminokyselin (dusiku): Pfesné urceni potiecby AMK se
stanovuje pomoci dusikové bilance: na 1 g ztraceného N je tieba zvysit piijem AMK o
6,25g. Denni potfeba AMK byva také casto ur€ovana odbornym odhadem s ohledem
na onemocnéni, mira zanétu, fyzickou aktivitu a nutri¢ni cil (0,75-2 g AMK/kg).
Urceni optimalniho mnoZstvi sacharidii a lipidi: U sacharidd a lipidi je nutné
optimalizovat nejen jejich mnozstvi, ale také rychlost jejich pfivodu. V ptipadé
sacharidi je potfeba se ve stresovém stavu pohybovat vrozmezi 1,5-2 mg
glukoézy/kg/min, u stabilizovanych pacientd pak v rozmezi 3—4 mg glukézy/kg/min
(toto odpovida 5-6 g glukézy/kg/den). Co se tukl tyce, denni davka je 0,5-1,5 g/kg,
pricemz by rychlost priitoku neméla presdhnout 0,15 g lipidt/kg/h.

Rozhodnuti o pouZiti nutri¢nich substrati s farmakologickymi ucinky: Napf.
glutamin, arginin, BCAA aminokyseliny, tukové emulze atd.

Stanoveni mnoZstvi vody a iont: Potfebny denni pfijem vody je 30—40 ml/kg, v
urcitych ptipadech, kdy dochézi k velkym ztratdm tekutin (poceni, piStéle, zvraceni,
prijmy,...) az 100 ml/kg. Do podaného mnozstvi vody zapocitdvame také
metabolickou vodu (107 ml z oxidace 100 g lipidf, 55 ml ze 100 g sacharidti a 41 ml
ze 100 g proteintt)

Urceni optimalniho mnoZstvi vitamind a stopovych prvkia: Vychazi se ze
zavaznosti situace pacienta, ptipadné malnutrice a délce PV.

Rozhodnuti zptisobu podani, formy a sloZeni PV: Viz rozdéleni vyse (1.-3.). 12

2.5.4 All-in-one system — preferovana forma podani parenteralni vyzivy

Z hlediska podani PV rozliSujeme dvé formy. V prvnim pfipadé, je celd nutricni smeés
smichdna do jednoho velkého vaku — tzv. all-in-one systém. V druhém piipadé jsou
makronutrienty rozdéleny do tfi odd€lenych lahvi — tzv. multibottle system (stopové prvky se
ptidavaji do lahve s glukdzou). Dnes uz je v podstaté ve vSech piipadech nahrazen multibottle
system AIO vaky, které jsou mnohem vice flexibilni a maji fadu vyhod: umoznuji upravovat
mnozstvi jednotlivych zivin dle potieb konkrétniho pacienta, zarucuji plynuly pfisun vSech
zivin (lepsi vstfebani), nejsou omezeny pouze na centralni podani PV a navic jsou méné
naroéné na provoz. U112

Typy AIO vak:

Univerzalni — pouzivany u stabilizovanych pacientl, jsou pfipravovany piedem za
pouziti dlouhodobého schématu, fadi se sem také dvou a vicekomorové komercni
vaky

ReZimové — pripravovany dle konkrétnich potieb nemocného 2

22



To, v ¢em je AIO systém nejnarocnéjsi, je ptiprava jednotlivych vakli na miru. Nejen Ze jsou
potteba zkuSeni nutri¢ni odbornici, ale také Gstavni lékarna s proskolenym personalem,
laminarnim boxem pro praci ve sterilnich podminkach a automatem na michéni vaki. Tyto
pozadavky spliiuji vétSinou pouze velké nemocnice. Pro zafizeni, ktera nedisponuji takovym
zazemim dvou a tfi komorové komercni vaky se standardizovanym slozenim, které jiz
nevyzaduji dal$i manipulaci. Na druhou stranu neni moznost individualnich aprav. 3

Pti domaci parenteralni vyzivé se pouzivaji jak komer¢ni vaky, tak vaky pfipravené na miru.
Ve vsech ptipadech jde o AIO vaky. Jelikoz se vtomto piipadé jednd o stabilizované
pacienty, je moznost vyzivové vaky ptipravovat doptfedu. K pacientim jsou pak pravidelné
distribuovany sanitnim vozem. [**)

2.5.5 Zilni vstupy pro PV

V soucasné dobé existuje mnoho zpiisobli podani PV do krevniho obéhu. Vzdy je snahou, aby
vybrany zptisob byl co nejvhodné&jsi a riziko komplikaci minimalni. Zilni vstupy se primarné
d&li na periferni a centrélni. 3!

Periferni vstup je upfednostiiovan pro podavani PV v ramci dnil (periferni kanyla, 3—6 cm).
Kanyla je zavedena nejCastéji v oblasti predlokti, kde je snadno pfistupna. Existuji ale i
katétry zavedené také do predloktni oblasti, které jsou delsi (Mini-midline, 6—15 cm; Midline,
15-20 cm), ¢imz vice centralizuji ptivod zivin (az do oblasti podklickové Zily) a mohou byt
pouzivany po delsi dobu (tydny az mésice). Divodem, pro¢ nejsou periferni vstupy vhodné
pro dlouhodobou PV je omezeni osmolarity nutri¢nich roztokt (< 600 mosmol/l), které jsou
pii DPV ¢asto koncentrovangjsi.l*”!

Centralni vstup je z hlediska DPV ptednostni volbou. Pfi rozhodovani mohou lékati vybirat
ze ti typl centralnich zilnich vstupti:

e tunelizovany centralni zilni katétr

¢ intravenozni port

e periferné zavedeny centralni katétr (PICC)

Centralni zilni katétry mohou byt dvoucestné nebo jednocestné. Jednocestné jsou pouzivany
v ambulantni péci, dvoucestné mohou byt lepsi pro dlouhodobé hospitalizované, protoze
umoziuji podavat Iéky oddélené od PV. Mezi jednocestné katétry fadime Broviacuv,
Hickmantiv nebo Groshongtiv katétr, které se zavadi do podklickové zily a tsti v oblasti horni
duté zily do pravé sin€. Jedna se o silikonové trubice, jejichz vyrobni délka je cca 75 cm, pii
zavadeéni byvaji zkraceny dle individualni potfeby. Groshongiv katétr ma jako jediny na
vystupnim konci chlopen, kterd pfi preruseni podavani PV zamezuje navratu krve dovnitt
katétru. V ptipadé¢ DPV byvaji katétry tunelizovany do oblasti hrudniku pro sniZeni rizika
infekce a snaz$i manipulaci. !
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Obrazek 23: Broviaciv katétr (3] Obrazek 24: Intravendzni port, na ktery je Huberovou jehlou
napojena infuze [43]

Moznou alternativou piti dlouhodobé parenteralni vyzivé je intraveno6zni port. Jde o podkozni
implantat v oblasti podklickové kosti, ktery se skldda z portu a katétru. V tomto piipade
vstupni konec katétru nevyustuje na povrch jako u piedchozich typii, ale je napojen na
implantabilni port. Vyziva se do katétru dostava pies tento port prostfednictvim Huberovy
jehly. Katétr je opét veden pies podklickovou zilu az do pravé sin¢. Tato alternativa je
prednéji vyuzivana v ptipadech, kdy je PV podavana méné nez 1x tydn€ — je kosmeticky
priznivéjsi. Byva také praktikovana u onkologickych pacientii, ktefi maji tyto porty jiz
implantované kvili chemoterapii. Nevyhodou pii Castém pouzivani je pravidelnd potieba
vymény Huberovy jehly po 57 dnech a také sloZité odstranéni katétru po ukonéeni PV, [394]

V ptipadé stiednédobé PV (2-3 més.) je prvni volbou tzv. PICC, coz je také obdoba
centralniho katétru, ovSem se vstupem v periferni oblasti, ¢asto z podpazni zily. Tento typ
zilniho vstupu je pomérné novodobou alternativou. Katétr je vyroben z polyuretanu s lepSimi
vlastnostmi, Casto je upfednostiiovan u pacientl s rizikem kanylce centralni Zily. Sejné jako
Broviaciiv katétr i PICC je fixovan bezstehoveé, jednoduseji se ale odstraiiuje PICC, bez
nutnosti chirurgického zakroku. V poslednich letech se stava dobrou alternativou i pro
dlouhodobé¢ vyuziti. Podani PV prostfednictvim PICC je opét Casto spojeno s onkologickymi
pacienty, ktefi skrz tento zilni vstup mohou dostavat onkologickou 1éc¢bu. Diivodem, pro€ jsou
ale stale pii DPV upfednosthovany katétry
zavedené v hrudni oblasti, je jejich lepsi
manipulovatelnost. 3!

Obrazek 25: PICC napojeny do axilarni zily 3
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2.5.6 Monitorace

Monitorace pacientli dlouhodobé zavislych na PV je dulezitou soucésti programu domaci
parenteralni vyzivy. Lékattiim totiz dava zpétnou vazbu o tom, jestli podand vyziva dostate¢né
nahrazuje vSechny Ziviny, nebo jestli neni n€kterych zivin pfebytek. Diky tomu mohou byt
jednotlivé nutriéni smési upraveny dle individudlnich potfeb a co nejefektivnéji nahrazovat
piirozenou stravu. [**)

Pti klinickém vysSetieni, které se u stabilizovanych pacientli provadi kazdé 2-3 mésice, se
zjistuji pacientovi antropometrické tdaje (hmotnost, krevni tlak, pulz, teplota) a je
zaznamenavana bilance tekutin (pfijem tekutin, mnozstvi podané infuze, diuréza a ztraty do
stomie). Nutricni 1€kar se také pacienta ptd, zda pii PV netrpi néjakymi zdravotnimi potizemi
(zvySena teplota ptfi podéani infuze, zimnice tfesavka, nachlazeni, prudky nartst ¢i ztrata
hmotnosti, duSnost) a zkontroluje mu stav katétru. Pacienti na DPV jsou pouceni, ze v ptipadé
jakychkoli vétsich potizi maji neprodlené kontaktovat nutri¢ni centrum. !

Pti klinickém vySeteni se provadi také laboratorni testy. Sleduje se krevni obraz, funkce
ledvin (urea, kreatinin) a jater (bilirubin, jaterni testy), hladina glukdzy, triacylglycerold,
cholesterolu, transportnich bilkovin (albumin, celkova bilkovina, transferin) a iontti (Na, K,
Cl, Ca, Mg, P) v krvi, v moc¢i pak sediment, ptipadné odpady iontii (stav hydratace). Jednou
za rok se stanovuji také vitaminy (A, D, B12) a stopové prvky (hlavné Zn, Cu). 3]

2.6 Chromatografie

Chromatografie je separacni a =zaroven analyticka metoda, poskytujici kvalitativni 1
kvantitativni informace o vzorku. Pii této metod¢ jsou latky rozdéleny do dvou nemisitelnych
fazi — mobilni (pohyblivé) a stacionarni (nepohyblivé). Existuji rizné typy chromatografie,
které mtizeme rozdélit podle urcitych hledisek:

e dle principu separace: rozdélovaci, adsorpéni, iontoménicova, gelova, afinitni
o dle zpiisobu provedeni: kolonova, plosna (papirova ¢i tenkovrstevna)
e dle povahy mobilni faze: plynova, kapalinova

e dle uicelu pouziti: analyticka, preparativni (2%
2.6.1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Jedna se o nejCastéji pouzivanou kolonovou chromatografickou techniku v klinickych
laboratofich s kapalinovou mobilni fazi. Jeji vyhodou je schopnost rychlé a senzitivni
separace s presnou kvantifikaci vyslednych analytd, aplikovatelnd na Siroké spektrum latek.
Samotny analyzator je pln¢ automatické zatizeni, jehoz hlavnimi sou¢éstmi jsou: autosampler,
ktery odebird vzorky; vysokotlakd dvoupistnd pumpa, kterd pohdni mobilni fazi ulozenou
zpravidla v horni ¢asti piistroje; délici kolona, kde dochazi k samotné separaci vzorku;
detektor nutny ke kvalifikaci a kvantifikaci a vyhodnocovaci program v PC. Pii této technice
mohou byt pouzity vSechny uvedené principy separace, a tedy rozliSujeme pét typt HPLC,
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pfi¢emz jsou vybirany vhodné, dle charakteru analytu, od kterého se také odviji napln kolony
a vlastnosti mobilni faze:

e rozd¢lovaci

e adsorpéni

e ionotménicova (IEC — Ion Exchange Chromatography)
e gelova

e afinitni

Také se HPLC déli s hlediska typu eluce na isokratickou a gradientovou. Pfi iskoratické eluci
je mobilni fazi konstantni roztok, zatimco u gradientové eluce se mobilni faze postupné méni.
Gradientova eluce je znatné frekventovangj$i, umoziuje totiz separovat slozité¢ analyty o
velkém poctu latek. (¥

Pro stanoveni spektra aminokyselin v biologickém materidlu (sérum a moc¢) se v klinické
praxi pouzivaji automatické analyzatory pracujici na principu iontoménic¢ové chromatografie.

2.6.2 Iontoménic¢ova HPLC — separace aminokyselin

Pfi této separacni chromatografické metod¢ se vyuziva schopnosti aminokyselin, které se ve
vodném roztoku mohou disociovat na ionty. Mezi mobilni fazi obsahujici analyt a v nasem
piipadé katexovou (kationtoméniCovou) kolonou totiz dochazi k vymeéné iontl na zakladé
velikosti jejich disociacnich konstant. Katexova kolona je napln€na syntetickou pryskyfici,
obsahuje tedy kyselé funkcéni skupiny SOs™. Tento zaporny ndboj je kompenzovan lithiovymi
kationty Li". Analyt obsahujici smés aminokyselin je do kolony vpoustén pfi nizkém pH, kdy
se u AMK projevi jejich zasadité vlastnosti, disociuji se a navazou pies NH3" na SO3™ (Li" se
oddéli). Pravé v tomto okamziku se dle hodnot disocia¢nich konstant jednotlivych skupin
v molekuldach AMK vytvoii rizné pevné elektrostatické vazby na kolonu. Nejpevnéji se pfi
kyselém pH na kolonu véazou bazické AMK (vytvoii mnoho vazebnych kationtd NH3"),
zatimco kyselé AMK maji afinitu ke kolon¢ mensi. Pro odd¢lovani AMK je kolona postupné
eluovédna tiemi lithiocitronanovymi pufry s gradudlné se zvySujicim pH, hovofime tedy o
gradientové eluci. AMK se od kolony odstépi v momenté, kdy pH mobilni faze doséhne
hodnoty jejiho izoelektrického bodu a ona odstépi z karboxylové skupiny vodik a stane se
neutrdlni. Na zaklad¢ téchto vazebnych rozdilii mé kazdd aminokyselina sviij retenéni Cas
(doba od nésttiku vzorku na kolonu do prichodu dané AMK detektorem) a miize byt tedy
v danou chvili kvantifikovana fotometrem, kam analyt pokracuje po projiti kolonou. Na
chromatogramu se peaky jednotlivych AMK zobrazi v potfadi pevnosti vazby ke katexové
koloné od nejslabsi k nejpevnéjsi. Nejprve tedy kyselé a nedisociované polarni AMK, poté
nepolarni, a nakonec bazické AMK. 0]
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3 CIL PRACE

Cilem na$i prace bylo v prvé fad¢ proveétit, zda infuzni roztoky poddvané pacientim na
domaéci parenteralni vyzivé obsahuji optimalni mnozstvi jednotlivych aminokyselin, pfipadné
navrhnout upravu téch, které by toto nespliiovaly. V ptipad¢, kdy bychom prokazali
nedostatecné ¢i piebytecné davky AMK, a na zaklad¢ tohoto podnétu by byly davky
upraveny, zkvalitnila by se tim celkova substituce zivin téchto pacientii. Pokud by se ukézalo,
ze je podané mnozstvi AMK optimalni, byla by to cenné informace pro nutri¢ni 1ékare, kteti
by si timto potvrdili spravnost postupu pii konstrukci parenteralni vyzivy.

V druhé fadé¢ jsme chtéli zjistit, jestli jsou infuzni roztoky podavany pacientim pifimefenou
rychlosti, tedy zda nedochézi k velkym ztratdm aminokyselin do moce. Na zdkladé tohoto
zjisténi by mohla byt regulovana doba poddni nutricni smési za ucelem usnadnéni jeji
kazdodenni aplikace pacientim na DPV. Abychom mohli dojit k zdvéru, museli jsme najit

odpovédi na nékolik otazek:

e Které komer¢ni roztoky aminokyselin byly pouzity pro pfipravu AIO vaka naSeho
souboru pacient?

e Kolik obsahuji AIO vaky aminokyselin (celkové i1 jednotlivych), tedy kolik bylo denné
pacientovi poddno AMK?

e Jaka byla celkova denni davka vSech AMK na kg vahy pro jednotlivé pacienty?
e Jakych hodnot dosahuje sérova koncentrace jednotlivych AMK pfti podani PV?
e Jaké jsou ztraty jednotlivych AMK v mo¢i béhem podani PV?

e Jaké jsou ztraty jednotlivych AMK mimo dobu podani PV?

e Jakych hodnot nabyvaji koncentrace jednotlivych AMK v séru a mo¢i zdravych osob?
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4 PRAKTICKA CAST

V této Casti mé prace budou popsany vSechny kroky, které vedly k zodpovézeni vyse
stanovenych cilt.

4.1 Popis souboru

Vliv podavani aminokyselin pii domdéci parenteralni vyzivé na jejich koncentraci v séru a
odpad vmoci jsme sledovali u 36 pacientii Interni gastroenterologické kliniky Fakultni
nemocnice Brno. Demografické udaje o téchto pacientech jsou uvedeny v Tabulce 4.

NejcastejSim primarnim diivodem DPV u pacientli naSeho souboru byla Crohnova nemoc,
ktera v pokrocilém stddiu vyzaduje rozsahlé chirurgické resekce vedouci k ,,syndromu
kratkého stfeva®, coz u nasich pacientii vedlo az k selhani stfeva III. typu. V této situaci neni
tenké stfevo schopno v dostate¢né miie vstfebavat ziviny piijaté peroralni cestou a pacienti
jsou proto dlouhodobé odkézéani na nitrozilnim ptivodu zivin prostiednictvim AIO vakta. U
pacientl, pro které nebyly vyhovujici univerzalni AIO vaky, byly vytvofeny rezimové AIO
vaky obsahujici individualné sestavenou smes makronutrientl i mikronutrientd v optimalnim
objemu vody.

Ziviny se pacientim do krevniho fe¢isté dostavaji nejcast&ji skrz Broviactiv katétr, ktery maji
trvale zavedeny v oblasti hrudniku. Rychlost pfijmu zivin je regulovdna pomoci stacionarni ¢i
mobilni pumpy. Doba podani AIO vakii se pohybovala okolo 12 hod. Pacienti na DPV jsou
pravidelné¢ klinicky i laboratorné kontrolovani pro zjisténi jejich celkového nutri¢niho stavu,
hodnot mineralti, pfipadné stopovych prvkl a vitamint. Z hlediska nitrozilniho podéni
aminokyselin je dalezitym parametrem jejich utilizace (pfechod z krevni plazmy do bunék,
kde se Ucastni proteosyntézy a slouzi jako zdroj energie). Metabolicky vyznamny je také
proces eliminace moci pfi narazovém vzestupu jejich koncentrace v krvi. Pfi laboratornim
vySeteni ovSem neni bézné dostupné stanoveni sérového profilu vSech aminokyselin, stejné
tak také stanoveni ztrat jednotlivych podanych aminokyselin v moci vylouc¢ené v dobé podéani
infuze. Nutri¢ni lékafi sice mohou pii tvorbé AIO vakli komercni roztoky aminokyselin
libovolné kombinovat, a tedy individualné regulovat mnozstvi podanych AMK, nedostava se
jim ale zpétné vazby o optimalni koncentraci jednotlivych AMK v séru, ani o mnozstvi
jednotlivych AMK vyloucenych moci pfi infuzi a jsou nuceni vytvaret vyzivu na zakladé
studii vyrobcti nebo vlastni praxe.
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Tabulka 3: Demografické idaje sledovaného souboru pacienti

Pocet pacientll zafazenych

do studie

pocet (%) 22 (61 %) 14 (39%)
Prumémy vék [roky] 43 (22-69) 39 (22-66)
(rozmezi)

Prumerlja hmotnost [kg] 77 (56-100) 60 (39-93)
(rozmeazi)

Prumerlja délka DPV [més.] 30 (3-75) 35 (8-60)
(rozmeazi)

Primérné podané mnoistvi

AMK za den [g/24 hod] 125 (51-200) 86 (50-159)

(rozmeazi)

Primérné podané mnoistvi
AMK na kg vahy [g/kg]
(rozmeazi)

1,7 (0,6-2,4)

1,6 (0,5-3,4)

SBS jako nasledek Crohnovy

SBS jako nasledek Crohnovy
NEMOCi..ccceriiniirrrerienerneesieeans 5

o L. NEMOCi..ccoverriruererrrerreereeneens 18
Pricina selhani streva . . Crohnova nemoc (bez
) SBS z jiného divodu............. 3
vedouci k DPV reSekCe)....covueeveereneeeiereeens 2
Crohnova nemoc (bez . .
SBS z jiného dlvodu............. 6
reSEKCE)..ccvieeeererverieeerreenen 1 o
ulcerdzni kolitida................. 1
Primérna denni délka
podani infuze [hod] 12,9 (10-16) 12,8 (9-16)
(rozmezi)
Pumpa stacionarni / kapaci | Pumpa stacionarni / kapaci
Aplikace infuze (Y <) o T Y < 5
Pumpa mobilni.................... 17 | Pumpa mobilni.........ccccu........ 9
Centrdlni Zilni katétr.......... 15 | Centralni Zilni katétr.......... 10
NitroZilni pFistup PICC..oiiiircee, 5 | PICC.iiiiccii 3
Intravendzni port.............. 2 Intravendzni port.............. 1
DPV: domaci parenteralni vyziva; AMK: aminokyseliny; SBS: syndrom kratkého stieva;

PICC: periferné zavedeny centralni katétr
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4.2 Klinicka cast

V této casti vyzkumu bylo nejprve nutné zjistit, jaké mmnozstvi jednotlivych AMK je
pacientim naseho souboru denn€ podavano, a poté provést sbér moce a odbéry krve.

Provedeni studie bylo schvaleno Etickou komisi FN Brno. Kazdy pacient byl obeznamen
s cilem studie formou informovaného souhlasu.

Pro vypocet individudlnich dennich davek AMK bylo nejprve nutné zjistit, které¢ komercni
roztoky aminokyselin byly pro ptipravu AIO vakl pouzity a v jakém objemu. V pouzitych
infuznich roztocich bylo nasledn¢ z piibalovych letdkll zjiSténo piesné mnozstvi 21
aminokyselin (ve dvou ptipadech také taurin a vjednom také ornitin). V ptipadé¢, kdy se
nékteré AMK v roztoku nachdzely ve formé hydrati nebo esterti a v piibalovych letacich
nebyl uveden pfepocet na jejich nederivované formy, byl prepocet proveden.

Pacienti zafazeni do tohoto vyzkumu sbirali mo¢ vyloucenou za 24 hod do dvou
graduovanych nadob. Do jedné béhem aplikace infuze, do druhé po zbytek dne. Z obou nadob
byl odebran vzorek do oznacené zkumavky, dale byl zaznamenan celkovy objem vyloucené
moce (ml) a doba sbéru (hod). Nasledné byla pacientim odebrana krev z loketni Zily pomoci
odbérové nadobky Lithium-Heparin Sarstedt (jesté pied podanim dal$i parenterdlni vyzivy).

Tabulka 4: Infuzni roztoky aminokyselin pouZité pii tvorbé AIO vaku podavanych pacientim
na DPYV a jejich vyrobci

Vyrobce Nazev pripravku Obsah aminokyselin [g/L]

Neonutrin 10% 99,3

] ) Nutramin VLI 30,0

Fresenius Kabi s.r.o. (CZ) SmofKabiven 510

Neonutrin 15% 148,7

Aminoplasmal Hepa 10% 100,0

B. Braun Melsungen AG (GE) | Nutriflex peri 40,0

Nutriflex Omega special 56,0

ACEAITBLEL] Z;Fi):cr)cr)r:iexc; Novum 15000'00
Deutschland GmbH (GE -

ULEUERLIEULI(ES, Aminovenoes N Paed 10% 100,0

Fresenius Kabi AB (SWE) Dipeptiven 134,6

DPV: domaci parenteralni vyziva; AlO: all-in-one
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Tabulka 5: MnoZstvi jednotlivych aminokyselin v roztocich, pouzitych pii tvorbé AIO vaki pro
pacienty na DPV, vyjadiené jako g/L

X X X 15 X € o < ® = c
z S| B 8] ¢| 8|3 2] 8] 5| & ¢
N = © c c o © o £ 2 =3 x F-
S S o = = £ ] 2 £ S n 9 )
€ g i s s s S ~ @ = 80 = =
2 2 = c c > > X b g ) =1 [a)
€ o P 8 8 7] € = wv) £ 2
c + € o < o
o 2 ) c = 5
a 2 2 € =
£ s | < £
: : 2
AMK [g/L] <
taurin 1,0 0,5
threonin 4,6 6,6 4,4 8,2 5,2 4,4 2,2 2,5 1,8
serin 3,7 6,0 4,0 7,6 9,0 6,5 3,3 4,2 3,0
asparagin 0,5 5,3 3,5
k. glutam. 5,7 | 15,0 | 10,0 4,9 3,5
glutamin 13,5
glycin 6,3 9,5 6,3 6,2 4,1 |11,0 5,6 2,3 1,7
alanin 8,3 9,0 6,0 6,2 7,2 |14,0 7,1 6,8 4,9 8,2
valin 10,6 | 10,5 | 7,0 8,7 7,1 6,2 | 10,0 | 3,1 3,6 2,6
cystin 0,6 1,7 1,3 0,4 0,4
methionin 1,2 5,3 3,5 2,0 4,6 4,3 2,2 2,7 2,0
isoleucin 8,8 7,5 5,0 5,8 6,4 50 | 7,2 2,5 3,3 2,3
leucin 13,6 | 12,0 | 80 | 12,8 | 10,8 | 74 | 12,8 | 3,8 4,4 3,1
tyrosin 0,7 3,3 2,3 2,7 5,5 0,4 0,2
fenylalanin 1,6 9,8 6,5 3,5 4,6 5,1 2,6 4,9 3,5
histidin 4,7 5,3 3,5 9,8 4,1 3,0 1,5 1,8 1,3
ornitin 1,3
lysin 75 (108 | 7,2 | 120 | 7,1 6,6 3,4 3,2 2,3
arginin 88 | 13,5 | 9,0 8,2 | 0,006 | 12,0 6,1 3,8 2,7
k. asparag. 2,5 5,3 3,5 2,1 1,5
prolin 7,1 9,0 6,0 3,0 16,2 | 11,2 5,7 4,8 3,4
tryptofan 1,5 3,3 2,2 3,0 1,8 2,0 1,0 0,8 0,6

DPV: domaci parenteralni vyziva; AlO: all-in-one

Vzorky krve a moce byly odebrany také dvaceti zdravym osobam. Dobrovolnici sbirali mo¢
po dobu 24 hod a jejich vorky byly nasledné stejnym zpiisobem jako vzorky pacientd
laboratorn¢ analyzovany.
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4.3 Laboratorni ¢ast

V této fazi vyzkumu bylo nutné zjistit koncentrace jednotlivych AMK v odebranych vzorcich
moce a krve.

Stanoveni aminokyselin ze vzorki moce a krve bylo provedeno na Oddéleni klinické
biochemie v Détské nemocnici FN Brno.

4.3.1 Priprava vzorki

Aby bylo mozné pii kvantifikaci jednotlivych vzorkli pouzit metodu vnitiniho standardu a aby
v ptipad¢ krevnich vzorka doslo k deproteinaci, bylo tfeba provést nékolik tprav.

Vzorek krve je nejprve nutné vlozit na 15 minut do centrifugy, kde pfi 12,8 tis. ot./min. a
20°C dojde k urychlené sedimentaci. Poté se do druhé eppendorf zkumavky napipetuji dva
objemové dily’ krevniho séra (vSechny vzorky obsahovaly srazlivou krev), a nésledng je
pfidan jeden objemovy dil roztoku obsahujictho 10 % kyselinu sulfosalicylovou
(deproteinacni ¢inidlo) a methionin-sulfon o koncentraci 1000 pmol/l (vnitini standard), ktery
je zasadni pro presnou kvantifikaci jednotlivych AMK ve vzorku. Tato smés se pomoci
Vortexu dikladné promicha a nechd nékolik minut stat, nejlépe pii 2—8°C. Nasledné je do
této smesi s vysrazenymi proteiny piidan opé€t jeden objemovy dil lithio-citratového pufru Al
s hodnotou pH 2,9. Takto obohacenda smés je znovu promichana a po dobu 15 min.
centrifugovdna. Vysledny supernatant se ziskd opatrnym oddé€lenim cirého roztoku volnych
aminokyselin od sedimentovanych proteini pomoci pipety a v ptipadé, ze neni ihned vlozen
ve vialce do analyzatoru, je ulozen v Epp. zkumavce do mrazdku. Je tieba si uvédomit, ze
jsme fedénim zmenSily koncentraci AMK v pivodnim séru na polovinu, a tedy na konci
analyzy budeme muset vysledné mnozstvi vynasobit dvéma.

Pifi rozboru moci je proces jednodussi.
Jelikoz se vmoc¢i nevyskytuji zadné
proteiny, které¢ by bylo nutné denaturovat,
do vzorku je pouze v poméru 1:1 ptidén pufr
Al obsahujici tedy také interni standard
methionin-sulfon. Smés je poté promichana
a po dobu 10 minut centrifugovana.
Nakonec je supernatant stejnym zplisobem
jako u séra odd€len od ptipadného
sedimentu krystali a vlozen bud do
analyzatoru, nebo do mrazaku. Opét bude

tteba konecné mnozstvi jednotlivych AMK

vynasobit dvéma. Obréizek 26: Eppendorf mikrozkumavka, Vialka (2 ml) +
vicko a septum

7 jeden objemovy dil obvykle odpovida objemu 200 pl.
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4.3.2 Analyzator aminokyselin

Pro stanoveni aminokyselin ze séra a moci se pouziva analyzator aminokyselin. Jedna se o
separacné-analytické automatické zafizeni, pouzivajici techniku vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). Staciondrni fazi je vtomto piipad¢ kolona, separujici AMK na
principu iontoménic¢ové chromatografie, konkrétné kationtoméni¢ové (na katexu). I

Ptistroj, na kterém byly vzorky analyzovany, nese nazev SYKAM S-433 a sklada se z téchto
modull:

Chlazeny organizér reagencii S7130 — piipojen k tlakové lahvi s dusikem, slouzi
tedy 1 jako chladici zafizeni pro stabilitu pufrii a ninhydrinového ¢inidla; obsahuje
specialni ventily pro aplikovani ¢istého N> bez kysliku a také barometr pro kontrolu
tlaku N> v organizéru; lahve sreagenciemi jsou opatfeny Sroubovacimi uzavéry
s uzaviratelnymi konektory 2%

Autosampler S5200 — automaticky davkuje vzorek z vialky na kolony v objemu max.
250 ul; sklada se z davkovaci jehly, Sesticestného davkovaciho kohoutu se smyckou,
nasavaciho pistu, motoru pro pohyb pistu, spojovaci kapilary, ldhve s promyvacim
roztokem, stojanku pro 120 vzork( ve 2 ml vialkach, porti pro komunikaci a
teploméru kontrolujiciho teplotu vzorku; ovladani umoziuje display a klavesnice (%

Gradientové ¢erpadlo (Solvent Delivery System) S2100 — obsahuje dvé dvoupistné
vysokotlaké pumpy, které zajistuji téméf bezpulzni priatok (mén€ nez 1 %) mobilni
faze systémem; sméSovaci komoru, kterd smésuje az 4 pufry; rychlost pratoku od 0,01
do 10,00 ml/min; maximalni tlak do 400 bar; soucasti modulu je také Ctyt-kanalové
odvzdusiiovaci zatizeni se vzduchovou pumpou a graficky displej ukazujici profil
michanych pufit 2!

Reakéni modul S4300 — umozituje kvalifikaci a kvantifikaci oddélenych AMK, které
prochézi vyhtatou reakéni smyckou (do 180°C), aby reagovaly s ninhydrinem, ktery je
do systému pfidan pomoci reakéni dvoupistné davkovaci pumpy s nastavitelnou
rychlosti pratoku (0,01 az 2,0 ml/min); také reguluje teplotu kolony (20-99°C); dalsi
soucasti je dudlni fotometr kontinudlné¢ métici vinové délky 570 a 440 nm, display
ukazujici tlak v systému, automaticky ventil pro vyplachnuti spirdly a kontrolni
zafizeni (napf. vysoky tlak, prosakovani kolony); modul je napojen na pocitac, ktery
zaznamenava retenéni ¢asy a plochy adsorpénich peaki jednotlivych AMK 32!

PC + Aminoacid Clarity Software — fidi vSechny vySe uvedené¢ moduly, sbira a
vyhodnocuje data 2!

Vsechna mista v analyzatoru, ktera ptfichadzi do kontaktu s reagenciemi a vzorky jsou
vyrobeny s inertnich materialti, neni proto tfeba pouzivat specidlni nekorodujici reagencie.
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tlakova lahev s

dusikem PC s vyhodnocovacim programem chlazeny organizér reagencii

Obrazek 27: Fotografie analyzatoru SYKAM S-433

Autosampler gradientové Cerpadlo reakéni modul
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Obrazek 28: Schéma toku reagencii a analytu v analyzatoru SYKAM S-433 [32]
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Lense Flowcell Lense

Working principle of photometer

570 nm Sensor
Obrazek 29: Schéma fotometru v reakénim modulu %

Spoti'ebni material:

e Kolona: CationSeparationColumn LCA KO7/LiforPhysiological Fluid (PEEK -
Column 4,6 x 150 mm, katex na bazi polystyrolu, velikost ¢astic 7um v Li" cyklu),
meénéna cca kazdy pul rok, dle vytizenosti

i It LT
A T R Y e
e s - . il { S i

Obrazek 30: Separacni katexova kolona LCA K19/Li 4,6 x 210 mm

¢ Reagencie — pufry a ninhydrinové ¢inidlo

Tabulka 6: pouZité reagencie

Vyrobce ‘ Nazev Molarita pH Mnozstvi
Buffer A-1 (Lithium-citrat) 0,12 2,9 1000 ml
SYKAM Buffer B-1 (Lithium-citrat) 0,30 4,2 1000 ml
GmbH Buffer C-4 (Lithium-citrat/borat) 0,30 8,0 1000 ml
RegenerationSolution (LiOH) 0,45 - 1000 ml
Ninhydrine Reagent + reducing agent - - 1000 ml + 1 ml

e Vialky (nadobky do podadvace): 2 ml Vials — Amber WideOpeningScrew Top,
Agilent

e Vicka k vialkam: Red Open Top Screw Caps, Agilent
e Septa: Screw Cap Septa, Agilent

e Laboratorni material: Spicky k automatickym pipetam, parafilm, bunicita vata, Epp
zkumavky

35



4.3.3 Popis procesu analyzy

Nejprve je pomoci gradientového ¢erpadla upravena mobilni faze. Jednotlivé pufry prochazeji
odvzdusnovacim zafizenim, vzduchové vacky by totiz mohly narusit rychlost pritoku
kolonou, jsou tedy pomoci vzduchové pumpy odstranény. Poté mobilni faze pokracuje do
sméSovaci komory, kde jsou pufry namichdny tak, aby mobilni faze méla optimalni hodnotu
pH (s ¢asem roste i pH). Tento roztok je pohanén dvéma dvoupistnymi pumpami, které
reguluji tlak (obvykle 50 bar) a rychlost pritoku (0,45 ml/min). Pfed tim, nez mobilni faze
postoupi do injektoru, je v predkoloné zbavena piipadnych nezddoucich latek (predevsim
amoniaku). 3233

Dalsim krokem je ptidani vzorku k mobilni fazi. Pfipraveny vzorek se v tzv. vialce vlozi do
pristroje, poté je pomoci Autosampleru pln¢ automaticky davkovan z vialky na kolonu
v objemu max. 250 ul. Zde se vzorek v ddvkovacim kohoutu smisi s mobilni fazi, poté je
tlacen dale do kolony. [*!]

Délici proces nastava v katexové kolon¢. Jde o 15 cm dlouho trubici s primérem 4,6 mm a
velikosti ¢astic 7 pm ulozenou v termostatu (teplota pii d€leni je fizena pomoci pocitacového
programu, dle potieby se méni v rozmezi 37-74°C). 3]

Jakmile eluéat projde kolonou, je k nému pomoci reakéni pumpy (0,25 ml/min) pfimichano
barvici ninhydrinové ¢inidlo. Smés nasledné putuje do vyhiaté reakéni smycky (130°C), kde
reaguje s ninhidrinem a jednotlivé AMK jsou riizn€ intenzivné obarveny — primarni do modra,
sekundarni do zluta (pouze prolin). Obarveny eluat pokracuje do priutokové kyvety duédlniho
spektrofotometru, kde jsou kontinudlné¢ meéteny vinové délky 570 nm a 440 nm. Modfe
obarvené AMK dosahuji absorpéniho maxima pii vinové délce 570 nm, zluté obarvené pfi
440 nm. Fotometr je napojen na PC s vyhodnocovacim programem, ktery zaznamendva na
chromatogram (aminogram) reten¢ni ¢asy a peaky AMK dle odezvy fotometru v zavislosti na
propustnosti dané vinové délky (intenzit¢ zbarveni), a ndsledn¢ vypocitavd mnozstvi
separované AMK ve zkoumaném vzorku. Koncentrace jednotlivych AMK je pfimo umérna
jejich absorbanci. 20321
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Obrazek 31: Chromatogram vzorku séra vytvoieny programem Aminoacid Calrity
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Na konci analyza¢niho procesu je nutné nechat kolonou protéct regeneracni roztok (0,45M
LiOH), aby byly odstranény vSechny zbytky separované¢ho vzorku a také ptipadné necistoty
z pufrt. Poté je tieba kolonu stabilizovat pufrem Al, ktery kolonou musi protékat po dobu
25-30 min, aby na zac¢atku dalSiho separacniho cyklu byly v koloné vzdy totozné podminky.

Na aminogramu vidime odezvy fotometru jednotlivych AMK pf#i vinovych délkach 570 nm a
440 nm. Z grafu je patrné, ze peaky téméf vSech AMK maji vétsi plochu pii méfeni vinové
délky 570 nm, zcehoz vyplyva, ze vétSina AMK obarvenych ninhidrinem intenzivnéji
pohlcuje tuto vlnovou délku, coz vypovidd o jejich modrém zbarveni. Pouze prolin byl
obarven do Zluta, a proto ma jeho integracni jednotka vétsi hodnotu pii méteni vinové délky
440 nm. Cisla pod nazvem AMK vykazuji hodnotu retenéniho &asu, ktery se zvysuje od
kyselych k zasaditym AMK. Barevné plochy v pozadi znadzorfiuji postupné piimichavani
jednotlivych pufri, resp. na konci také LiOH. Znamkou toho, Ze je tfeba vymeénit kolonu, je
postupné rozSifovani peakul, které vede k splynuti dvou sousednich, coz znemozni ptesné
ohraniceni daného peaku, a kvantifikace se stava nepiesnou.

Ptedevsim u vzorkli moci, kde je koncentrace volnych AMK vétSi nez v séru, miize nastat
problém s kvantifikaci ur¢itych AMK. Je-li totiz koncentrace nékterych AMK ve vzorku pfili§
velkd, na aminogramu se zobrazi pouze ¢ast daného peaku. Tento problém se fesi zfedénim
daného vzorku a opakovanou analyzou.
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Obrazek 32: Chromatogram vzorku moci, kde byly nékteré AMK piili§ koncentrované + pfifazeni jednotlivych
pufri k barevnému schématu gradientové eluce v pozadi grafu
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Po zfedéni se koncentrace vSech AMK zmen$i a na aminogram se zobrazi celé peaky vSech
analyzovanych AMK:
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Obrazek 33: Chromatogram po ziedéni pfili§ koncentrovaného vzorku

Muizeme si v§imnout, Ze na vSech aminogramech se zobrazuji také dve latky o vysoké
koncentraci a integracni jednotka interniho standardu (IST). Prvni vysoce koncentrovanou
latkou je mocovina (za taurinem), v druhém piipade se jedna o amoniak (za lysinem). Interni
standart je dilezitym parametrem pro piesnou kvantifikaci.

4.3.4 Kvalifikace, kvantifikace (kalibrace, metoda vnitiniho standardu)

Pti ptipravé vzorku, kdy byl pomoci pipety odd€len c¢iry roztok volnych AMK od
sedimentovanych proteinti, mohlo dojit k nechténym =ztratim. Aby byla analyza co
nejpresnéjsi, je tieba pred samotnou analyzou provést kalibraci a tim ziskat pro kazdou AMK
jeji kalibraéni faktor (F). Poté miize byt pfi analyze AMK pouzita tzv. metoda vnitiniho
standardu. Kalibrace analyzatoru se pro zajisténi presnych vysledkid provadi kazdy mésic,
popiipadé po kazdé zmén€ v analytickém systému (vyména kolony a piedkolony, zména
programu analyzy, napf. teplotni zména).

Bezprostiedné pied kalibraci musi kolona projit regeneraci a stabilizaci. Poté je nastaven
definitivni program analytického cyklu a do analyzatoru je vlozen kalibra¢ni roztok, tj.
komer¢ni standard AMK (= externi standard, obsahujici vSechny AMK o znamé koncentraci)
s ptfidavkem urc¢itého mnozstvi vnitiniho standardu (methioninsulfon).

Piiprava kalibra¢ni smési:

V epp. zkumavce se smisi 500 pl externiho standardu A-9906 firmy SIGMA o koncentraci
AMK 500 pmol/l, 250 pl roztoku methioninsulfonu o koncentraci 1000 pmol/l v 10 % kys.
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sulfosalicylové (interni standard v deproteinacnim c¢inidle) a 250 ul pufru Al. Vysledna
koncentrace vSech AMK je 250 umol/l.

Z kalibracniho chromatogramu se zjisti retencni Casy a kalibra¢ni faktor (F) jednotlivych
AMK.

Integraéni jednotka (plocha peaku) vnitiniho standardu

Integracni jednotka aminokyseliny

Vnitini standard (methioninsulfon) se pridava také do analytu AMK. Pouzitim vnitiniho
standardu pii kalibraci i analyze AMK jsou eliminovany negativni vlivy (starnuti
ninhydrinového c¢inidla, ptipadné ztraty vzorku atd.), které totiz pisobi také na interni
standard. Pfi kvantifikaci vzorku je srovnan pomér integracni jednotky dané aminokyseliny
a vnitiniho standardu v kalibracni smési s pomérem integrac¢ni jednotky oné aminokyseliny
a vnitiniho standardu ve vzorku. Na zakladé téchto srovnani nam vyjde vysledna koncentrace
vSech AMK obsazenych v analytu v umol/l.

Integraéni jednotka AMK * C *2 * F
koncentrace AMK ve vzorku = [pmol/l]
Integracni jednotka vnitiniho standardu

C ... koncentrace AMK v kalibra¢nim standardu
2 ... korekce fedéni (pii priprave byl vzorek ziedén na polovi¢ni koncentraci AMK)
F ... kalibra¢ni faktor dané AMK

Vsechny vypocty provadi Aminoacid Clarity Software v pocitaci pfipojeném k analyzatoru.

4.4 Zpracovani vysledku

Obsah aminokyselin stanoveny ze séra jsme ponechali dle soustavy SI v jednotkach pmol/l.
Odpady AMK v mo¢i jsme v obou piipadech vztdhli na objem vyloucené moce. Z divodu
prehlednéjsiho srovnani s podanymi dédvkami (g) jsme je vyjadrili nejdiive v mg/l, nasledné
dle hodnot diurézy jako hodinovy odpad (mg/hod) a nakonec i jako procento z podané davky.
Abychom mohli srovnavat odpady AMK v mo¢i pacientii s odpady AMK v mo¢i zdravych
osob, byla vypocitana priimérna doba podani infuze (12 hod; tedy primérné po dobu 12 hod
byl obsah AMK v moc¢i podpoien podanim PV a zbylych 12 hod ze dne nikoli) a odpad AMK
v moci zdravych osob byl také vztazen na tuto dobu (mg/12 hod).

Pro statistické zpracovani vysledk byl pouzit software MedCalc, ktery ze zadanych dat
vypocetl primérné obsahy jednotlivych AMK, jejich smérodatné odchylky a na principu
Studentova T-testu urcil hodnotu signifikance mezi hypoteticky odliSnymi soubory. Za
signifikantni byla povazovéna hodnota p < 0,05.
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5 VYSLEDKY

Ukézalo se, ze vétSina zjiSténych primérnych hodnot aminokyselin v séru pacientli na
dlouhodobé¢ parenteralni vyzivé se signifikantné nelisila od hodnot aminokyselin stanovenych
ze séra zdravych osob kontrolniho souboru. Konkrétni stanovené hodnoty jsou uvedeny
v Grafu 1 (viz nasledujici strana).

Jak naznacuje graf 1, jedinou aminokyselinou o signifikantné vyssi koncentraci v séru oproti
zdravym osobam se ukazal byt glycin (v priiméru o 197 umol/L, tj. o 73 %). Signifikantné
nizsi koncentrace se objevila pouze u glutaminu (primémé o 91 umol/L, tj. o 17 %). Na
aminogramech se objevovaly také citrulin a kys. a-amino maselnd, které v AIO vacich nebyly
obsazeny vibec.
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Primérné mnozstvi jednotlivych AMK v séru
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Graf 1: Sloupcovy graf srovnavajici prumérné koncentrace aminokyselin v séru u pacientii na domaci parenteralni vyZivé a normalni
sérové hodnoty dvaceti zdravych osob
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Dale bylo prokédzano, ze odpady vSech jednotlivych aminokyselin v moc¢i vylou¢ené béhem
podani infuze jsou signifikantné vétsi nez jejich mnozstvi v moci vylou¢ené mimo dobu
podani infuze (pro vSechny AMK bylo p < 0,05). Ztraty v dobé podani PV ovSem ani u jedné
aminokyseliny neptekrocily 130 mg. Naopak mimo dobu podéni infuze se ztraty vSech AMK
pohybovaly vrozmezi =ztrat souboru zdravych osob. Primémé stanovené hodnoty
jednotlivych AMK v moci jsou uvedené v Grafu2 (viz ndasledujici strana). Opady
jednotlivych AMK v dobé¢ podani PV vyjadiené jako procentualni podil z podané davky jsou
shrnuty v Tabulce 7. Hromadné srovnani vSech AMK obsazenych v moc¢i v souvislosti
s podanim AIO vaki ukazuje Tabulka 8.

Z grafu 2 je patrné, ze ptfi podani PV se do moce nejvice ztracel glycin (primérmné o 92 mg
vice nez u zdravych osob) a histidin (primémé o 61 mg vice nez u zdravych osob), ztraty
téchto dvou aminokyselin byly nejvétsi také v dobé mimo podani PV i u souboru zdravych
osob. Za zminku stoji také pomérné vysoké ztraty taurinu, glutaminu a ornitinu, které byly
v infuznich roztocich zastoupeny minimalné, a dale pfitomnost citrulinu a kys. a-amino
maselné, které soucasti AIO vakl nebyly viibec.
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Primérny odpad jednotlivych AMK v moci
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Graf 2: Kombinovany graf srovnavajici odpady aminokyselin vyloucenych do moci v dobé podani parenteralni vyZivy a mimo tuto dobu
s mnoZstvim vylou¢enych aminokyselin kontrolniho souboru dvaceti zdravych osob. MnoZstvi AMK je vyjadireno v mg a je vztaZeno na objem

moce vyloucené za 12 hod "



Tabulka 7: Roztfidéni jednotlivych aminokyselin dle jejich procentualnich ztrat v moci
z podané davky do tii skupin: méné nez 0,5 %, mezi 0,5-1,0 % a vétsi nez 1 % z podané davky

<0,5% 0,5-1,0% >1,0%
isoleucin 0,02 | Treonin 0,57 | tyrosin 1,31
kys. glutamova 0,03 | serin 0,84 | glycin 1,49
valin 0,04 cystin 1,84
leucin 0,05 histidin 2,9
arginin 0,05
methionin 0,11
phenylalanin 0,14
alanin 0,26
asparagin 0,38
glutamin 0,49

V této tabulce neni zahrnuty taurin a ornitin, jejichz koncentrace v moc¢i byla vétsi nez jejich
mnozstvi v podaném roztoku, a také citrulinu a kys. a-amino maselna, které, jak jiz bylo
zminéno, nebyly soucasti infuznich roztokl viibec. K vysokym hodnotam glycinu a histidinu
se pfi tomto vyjadieni ztrat ptidaly také tyrosin a cystin. Odpady zadné esencidlni AMK
v pruméru nepiesahly 0.6 % z podané davky. Horni hranici predstavuje histidin, jehoZ ztraty
doséhly necelych 3 % z podaného mnozstvi.

Tabulka 8: Primérné odpady vSech AMK v mo¢i béhem podani PV a mimo dobu podani PV
vyjadiené v mg, v % z podané davky a v mg/hod. V tabulce je uvedena také SD a signifikance
rozdilu sledovanych parametri.

odpad AMK v moci odpad AMK v moci odpad AMK v moci
[mg] [%] z podané davky [mg/hod]
Béhem intravendzniho podani infuze AMK
Primér 393 0,37 27,8
SD 269 0,21 19,6

signifikance

P <0,001

P <0,001

Mimo intravendzniho podani AMK

P <0,001

Pramér

166

0,16

12,2

SD

175

0,15

8,4

AMK: aminokyseliny; PV: parenteralni vyziva; SD: smérodatna odchylka

Zde se mizeme presveédCit o vysoce signifikantné vétsich ztratach vsech AMK v dobé podéani
PV (p < 0,001). V tabulce jsou tfemi zpusoby vyjadieny primérné celkové ztraty vsech
AMK, piicemz pokazdé byla hodnota signifikance mezi odpady v moci vyloucené v dobé¢
podani infuze a odpady mimo dobu podani infuze mensi nez 0,05, ¢imz byla ve vSech
piipadech potvrzena.
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6 DISKUZE

V minulosti se vyzkumem parenteralni vyzivy z hlediska dostate¢ného obsahu jednotlivych
zivin zabyvala fada praci. Tii studie, z nichz dvé pomérné aktualni byly zaméteny piimo na
dostate¢ny obsah aminokyselin, byly provedeny v italské fakultni nemocnici v Naples. Prvni
znich (2014) se zabyvala slozenim komer¢nich a individudlné ptipravenych AIO vaka a
dosla k zavéru, Ze za pouziti komercnich roztoki neni ndhrada Zivin dostateCna a je tfeba
nahliZet na pacienty individualn¢. Druhy vyzkum (2018) byl zaméfen na dostate¢né mnoZzstvi
esencidlnich AMK v PV a prokazal jejich hodnoty odpovidajici teoretické denni potiebé u
vSech roztokl s obsahem AMK vétsim nez 1 g/kg. S ohledem na udrzeni svalové hmoty védci
navrhli pouze zvySeni obsahu BCAA podle vzoru syrovatkového proteinu. Tématem treti
italské prace (2020) bylo zastoupeni tentokrat uz vSech AMK v roztocich PV. Tato prace
znovu poukazala na nedostatky pii pouziti komer¢nich vyzivovych smési, u téch
individualnich se ukazal problém s nedostatecnym mnozstvim nékterych esencidlnich AMK,
cysteinu a tyrozinu. [#4:4346]

Pfi srovnani naSeho vyzkumu se zminénymi piedeSlymi mizeme konstatovat, ze jsou dnes
zcela bézné tvofeny AIO vaky pfimo na miru pacienta, coZz rozhodné zlepSuje kvalitu
substituce zivin. Dale mizeme vyzdvihnout optimalni individudlni ptipravu jednotlivych AIO
vakll nutricnimi odborniky v centru DPV pifi FN Brno, jelikoZ jsme neobjevili zadné
podstatnéjs$i nedostatky v mnozstvi podanych esencidlnich AMK. V ptipadé neesencidlnich
AMK se v séru ukazala lehce snizena koncentrace glutaminu a zvySena koncentrace glycinu.
Zjisténi ohledné glutaminu patrné souvisi s tim, Zze tato AMK v naprosté vétSiné pouzitych
infuznich roztoki chybéla. Fakt, ze glutamin casto nebyva soucdsti aminokyselinovych
roztokl, je vSeobecné znamy. Souvisi s jeho Spatnou stabilitou v téchto roztocich, mize byt
avSak nahrazen ve formé alanylglutaminu, ktery je v roztoky stabilni. U nékterych pacienti
naseho souboru tato latka byla soucasti AIO vakt. Co se glycinu tyce, ukazalo se, Ze jeho
podana déavka byla u vétSiny pacientii lehce vyssi, nez by bylo tieba (jeho koncentrace v séru
byla o 73 % vyssi nez u zdravych osob). 2]

Na rozdil od italskych studii, které optimalni slozeni AMK v infuznich roztocich zjistovali
podle mezinarodné uznavanych konvekcénich hodnot, jsme v nasem vyzkumu provétovali
utilizaci jednotlivych AMK u konkrétnich pacientli, na zakladé stanoveni jejich hodnot v séru

a moci, a nasledném porovnani s odpovidajicimi hodnotami souboru dvaceti zdravych osob.
[44,45,46]

Takto podlozeny vysledek nasi prace prokazujici optimalni zastoupeni vSech esencialnich a
témet vSech neesencialnich AMK v individualné tvotfenych AIO vacich pro pacienty na DPV
muzeme povazovat za velmi hodnotnou aktudlni informaci. Nalez upozornuje na vhodné
zafazeni infuzniho roztoku s obsahem alanylglutaminu (Dipeptiven) do AIO vakd, ve kterych

se tato latka neni obsazena, také informuje o mirné€ prebytecném mnozstvi podaného glycinu.
[12]
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V poslednich dvaceti letech je problematice mocovych ztrat aminokyselin v priitbéhu jejich
nitroZilniho podani vénovana jen mald pozornost. Prace vénujici se jejich ztratam pti DPV
v tomto obdobi zcela chybi. Srovnatelny vyzkum byl proveden v roce 1974 (Francois G,
Moisan G, Pedrant G. Study of the elimination of amino acids in the urine during parenteral
feeding with a komplete food, trvemil (EB51). Annales de {Anesthesiologie Francaise 15 (2),
pp. 123-127). V této studii byl pfi parenteralni vyzivé s obsahem 60 g AMK/den zjistén jejich
odpad v mo¢i v rozsahu 1-10 % (0,6—-6,0 g).

V nasi studii byl béhem podani parenteralni vyzivy s primérnou délkou podani 12hod a pfi
pramérné denni dévce 1,6g AMK/kg vahy zjistén primérny odpad vSech AMK v moci ve
vysi 393 mg, coz odpovida 0,4 % z celkové podané davky AMK. Ztraty v rozmezi 1-3 %
z podané davky AMK se objevily pouze u tyrozinu, glycinu, histidinu a cystinu, pfi¢emz
v pfipadé glycinu a histidinu je tento jev béZznou zalezitosti. Tyto dvé AMK jsou totiz vibec
nejvice filtrovany pies nefrony, a navic je jejich reabsorpce mensi nez u ostatnich AMK.
Vzhledem k tomuto zjiSténi miizeme konstatovat, ze kvalita substituce zivin pro pacienty na
doméci parenteralni vyzivé je podstatné vyssi, neZ tomu bylo v 80. letech minulého stoleti. [*]

Dalsi cenou informaci pro nutri¢ni specialisty ohledné optimalni rychlosti podani infize jsme
pfinesli objasnénim rozdilu ve ztratach jednotlivych AMK do moce v dobé podani PV a mimo
tuto dobu. V dobé mimo podani PV odpovidaly primérné odpady vSech jednotlivych AMK
hodnotdm kontrolniho souboru. Dale se ukéazalo, Ze odpad vSech jednotlivych AMK pfi
podani PV je signifikantné vétsi nez mimo dobu podéani vyzivy. AvSak jelikoz primérny
odpad vSech AMK (hromadn¢) v moci pfi podani PV byl jen o 227 mg vétsi nez jejich
pramérny odpad mimo dobu podani zivin, je patrné, Ze rychlost piivodu nutriéni smési do
krevniho feCiste je témeét optimalni. Nejvice se do moce ztracel glycin a histidin. Glycin se
ovSem oproti hodnoté souboru zdravych lidi svou koncentraci v priméru lisil o necelych 100
mg, histidin pouze o 61 mg. Jak jiz bylo zminéno, zvySené ztraty téchto dvou AMK souvisi
s jejich nadmérnou filtraci a mensi reabsorpci, v pfipadé glycinu také s jeho lehce zvySenou
sérovou koncentraci. Timto nalezem tedy poukazujeme na to, ze b€hem podani AIO vaki se
v moci objevuji zvySené ztraty predevsim glycinu a histidinu. Vzhledem k tomu, ze se jednd o
neesencidlni AMK a zZe jejich koncentrace v moc¢i nebyla ani o 100 mg vétsi nez u zdravych
osob, povazujeme toto zjiSténi za klinicky nevyznamné. Naopak by se dalo spekulovat o
mirném zkraceni doby podani Zzivin, které by nemélo zadné negativni dopady, pouze by
pacientim (zvlasté tém kteti maji k dispozici pouze stacionarni pumpu) usnadnilo kazdodenni
aplikaci nitrozilni vyzivy. (481

V obou analyzovanych vzorcich se objevily pomérné vysoké koncentrace taurinu, glutaminu a
ornitinu, jejichZz podané mnozstvi bylo minimélni. V séru a moci byly zastoupeny také kys. a-
amino maselna a citrulin, které nebyly soucasti infuznich roztoki vibec. Tento jev svéd¢i o
tom, ze v moci jsou zastoupeny také nc¢které metabolity AMK. V piipadé glutaminu je to
dukaz, Ze si télo dokaze neesencialni AMK samo syntetizovat.
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7 ZAVER

Cilem nasi studie bylo provéfit, zda je pro pacienty dlouhodobé zavislé na parenteralni vyzivé
denni davka a rychlost podani jednotlivych aminokyselin optimalni. Naseho cile jsme dosahli
stanovenim sérového profilu jednotlivych aminokyselin a jejich ztrat do moce u 36 pacientl a
naslednym srovnanim téchto hodnot s odpovidajicimi hodnotami 20 zdravych osob.

Vzhledem ktomu, Ze koncentrace vSech esencidlnich aminokyselin v séru pacientd
odpovidala hodnotdm kontrolniho souboru, miizeme konstatovat, Ze prostfednictvim AIO
vakl 1ze dnes téméf plnohodnotné nahradit pfirozeny piijem aminokyselin. Tento pozitivni
poznatek jisté souvisi s individualnim pohledem na potieby konkrétnich pacienti, jak tomu
bylo u vSech pacientii naseho souboru.

Z hlediska neesencialnich AMK se uz ale drobné odchylky ukézaly. Za nejvétsi objeveny
nedostatek povazujeme lehce sniZzenou sérovou koncentraci glutaminu (o 17 %) a navrhujeme
pridani jeho ve vod¢ rozpustného derivatu (alanylglutaminu) do AIO vakt, ve kterych tato
aminokyselina chybi. Druhou aminokyselinou, jejiz sérova koncentrace se také signifikantné
odliSovala od idealu, se ukazal byt glycin, ktery tuto hodnotu pievysSoval v priméru o 197
umol/L (o 73 %). Tuto nuanci Ize povazovat za klinicky nevyznamnou.

Rychlost aplikace PV se v naSem souboru pacientil jevila optimalni. Pfi nitroZilnim podéni
vyzivy byla totiz 1 v ptipad€ glycinu ztradta v moci jen o necelych 100 mg vétsi nez u zdravych
osob. V moci, vylou¢ené mimo dobu aplikace infize, odpovidaly ztraty vSiech AMK ztratam
osob kontrolniho souboru.

Jelikoz se ukazalo, Ze profil AMK v séru je téméi optimalni a v dob¢ aplikace PV se do moce
primérné ztraci jen 0,4 % z podanych AMK, dalo by se spekulovat o zkraceni doby podéani
parenteralni vyzivy, které by nemélo zaddné negativni dopady. Naopak by usnadnilo
kazdodenni podavani PV a zlepsilo kvalitu Zivota pacientt, zvlasté téch, ktefi maji k dispozici
pouze staciondrni pumpu.

Celkové naSe prace prfinesla dal$i poznatky ohledné slozeni a rychlosti podani parenteralni
vyzivy, kterd je pro pacienty se selhanim stfeva majoritnim zdrojem piijmu zivin. Provéfeni
optimalniho mnozstvi jednotlivych aminokyselin, jakozto dulezitych slozek vyzivy, je
obzvlast z dlouhodobého hlediska dulezitym kontrolnim parametrem a muze vést ke
zdokonalovani ndhrady Zzivin. Vyzkum v brnénské fakultni nemocnici bude pokracovat i
nadale.
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SEZNAM ZKRATEK

DPV
PV
AMK
pl

pKa
BCAA
CNS
NAD
NADP
ATP
acetyl-CoA
GABA
VLI
GIT

IF

SBS
CD
AIO

JIP
PICC

HPLC

Epp
LiOH
IST

domadci parenteralni vyziva

parenteralni vyziva

aminokyseliny

izoelektricky bod

zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty kyseliny
rozvétvend aminokyseliny (z angl. brand-chain amino acids)
centralni nervova soustava

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

adenosintrifosfat

acetylkoenzym A

kys. y-amino maselna (z angl. gamma amino butyric acid)
valin, leucin, izoleucin

gastrointestinalni trakt

selhani stfeva (z angl. intestinal failture)

syndrom kratkého stfeva (z angl. short bowel syndrome)
Crohnova nemoc (z angl. Crohn disease)

forma podéni parenteralni vyzivy, kdy jsou vSechny Ziviny obsazeny v jednom
vaku (z angl. all-in-one)

jednotka intenzivni péce

periferné zavedeny centralni katétr (z angl. peripherally inserted central
catheter)

vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. high performance liquid
chromatography)

Eppendorf
hydroxid lithny

interni standard (z angl. internal standard)
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