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ABSTRAKT

Teratogeny jsou faktory zevniho prostiedi schopné vyvolat u exponovanych
jedinctt vyvojovou ¢i vrozenou vadu. Metody pouzivané k odhaleni embryotoxického
ucinku latek jsou bud’ klasické, vyuzivajici laboratorni savce, nebo alternativni, vyuzivajici
systému in vitro ¢i in ovo. Alternativni metody testovani se od klasickych metod lisi
predevSim tim, ze jsou zbaveny metabolismu matetského organismu, ktery do systému
vnasi vysokou variabilitu vysledku.

V této diplomové praci byly pouzity dvé alternativni metody testovani vyuzivajici
kufeciho zarodku. Prvni byla in ovo metoda CHEST (Jelinek, 1977), kterou lze pouZit
k aplikaci testované latky od ED2 do ED6. Nevyhodou metody CHEST je vyrazné
nafedéni testované latky po jeji subgerminalni aplikaci na ED2. Proto jsme vyvinuli
in vitro metodu SANDWICH, pfi které k nafedéni testované latky nedochazi.

Cilem prace bylo vypracovat in vitro metodu SANDWICH za pouziti
prokazaného teratogenu (all-trans retinové kyseliny) a jeho rozpoustédla (dimethyl
sulfoxidu), dale stanovit odhadovany zaCatek pasma embryotoxicity obou testovanych
latek pomoci metody SANDWICH a CHEST a vysledky z obou metod porovnat.

V této praci jsme potvrdili embryotoxicky ucinek all-trans kyseliny retinové jak
pomoci metody CHEST, tak pomoci metody SANDWICH. Embryotoxicky efekt dimethyl
sulfoxidu jsme prokazali pouze pro nejvyssi testované koncentrace za vyuziti metody
CHEST. Ptekvapenim pro nas bylo teratogenni piisobeni nizkych koncentraci DMSO,
kterym byly zarodky vystaveny in vitro. Porovnanim odhadovaného zafatku pasma
embryotoxicity ziskaného pro ATRA 1 DMSO pomoci metody SANDWICH a CHEST na
ED2 bylo zjisténo, Ze metoda SANDWICH je senzitivngjsi a to o dva az tfi davkové fady.

Metoda SANDWICH je tedy pomérné rychlou a levnou metodou primarni
detekce zacatku pasma embryotoxicity testované latky na casnych stadiich embryonélniho
vyvoje zarodku. Zarodek je po delsi dobu vystaven plisobeni testované latky, a proto je tato

metoda vhodnym doplnénim metody CHEST na ED2.



KLICOVA SLOVA

teratogeny, vitamin A, DMSO, all-trans retinova kyselina, CHEST, SANDWICH,

in ovo, in vitro, zarodek kufete, testovani embryotoxicity



ABSTRACT

Teratogenes are external environmental factors that can cause a developmental or
a congenital defect in exposed individuals. The methods used for detecting the
embryotoxic effect of substances are the classic when laboratory mammals are used and
the alternative which use in vitro and in ovo systems. The main difference between these
two is that the alternative methods lack metabolism of maternal organism. The metabolism
of maternal organism brings a high variability of results to systems of the classic methods.

We used two alternative methods in this thesis, both using chicken embryo. The
first of them was in ovo method called CHEST (Jelinek, 1977). CHEST method can be
used for administration of tested substances from ED2 to ED6. The disadvantage of this
method is due to the dilution of the tested substance after subgerminal application at ED2.
Therefore we developed in vitro method called SANDWICH. No dilution occurs while
using the SANDWICH method.

The aim of this study was to develop in vitro method SANDWICH while using
proven teratogene (all-trans retinoic acid) and its solvent (dimethyl sulfoxide), to estimate
beginning of the embryotoxicity dose range for both substances using CHEST and
SANDWICH, and finally to compare obtained results.

We confirmed the embryotoxic effect of all-trans retinoic acid with method
CHEST and SANDWICH. The embryotoxic effect of dimethyl sulfoxide was proven only
for the highest concentration tested with CHEST. The teratogenic effect of low
concentrations of dimethyl sulfoxide obtained by SANDWICH was surprising. When the
results were compared, we found estimated beginning of the embryotoxicity dose range for
both substances using CHEST and SANDWICH method differing by two to three dose
ranges.

SANDWICH method is a relatively quick and cheap method for primary detection
of the beginning of the embryotoxicity dose range of tested substance at early
developmental stages of an embryo. The embryo is exposed to the tested substance for
longer period of time. This makes the SANDWICH great completion to the CHEST
method at ED2.



KEY WORDS

teratogenes, vitamin A, DMSO, all-trans retinoic acid, CHEST, SANDWICH,
in ovo, in vitro, chick embryo, testing of embryotoxicity
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1 Uvob

1.1 Zakladni principy teratologie

1.1.1 Historie teratologie

Jiz od nejstarSich dob byl ¢lovék fascinovan neobvyklymi ukazy, mezi které
patiilo napiiklad narozeni ditéte s nezvyklym vzhledem, tedy s vrozenou vadou. Zajem
Clovéka o tyto ukazy byl nejprve dokumentovan Vv podob¢ riznych kamennych sosek,
skalnich maleb ¢i baji, pozdé&ji, s rozvojem pisma, se objevily i zdznamy na hlinénych
tabulkach, detailn¢ popisujici rozmanité malformace (Peterka a Novotna, 2010).

Vzdy byl veliky zajem o jedince s abnormalnim zjevem, tedy o zrudy. Ty se
vyskytovaly jako dekorace na cisafskych ¢i knizecich dvorech, byly ukazovany
V panopticich nebo na poutich, a nékteré z nich se dokonce dostaly do vSeobecného
povédomi jako napf. siamska dvojcata: sestry Blazkovy (viz Obr. 1). Nékteré z nich
vstoupily dokonce do baji a pohadek jako napiiklad sirény ¢i kyklopsky obr Polyfém.
Laicka vetejnost vidéla pticinu jejich vzniku v uiknuti, vidéla v ni trest bozi nebo nasledek
souloze zeny s d’dblem nebo se zvifetem. Jen ncktefi ve zrtidach vidéli pouhou hticku

piirody (Jedlicka, 1954).

Obr. 1:  Sestry Rizena a Josefina Blazkovy (URL 1).

Vrozenymi vadami nebyla pfitahovana pouze laickad vefejnost, ale 1 myslitelé a
ptirodovédci. Ti vrozenym vadam vénovali velkou pozornost - studovali jejich morfologii,

popisovali je a dokonce se je i snazili systematicky tiidit (Jedlicka, 1954).
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Tak naptiklad Aristotelovy (384-322 p.n.l.) znalosti o vyvojovych vadach byly
piekvapujici a dokazovaly jeho hluboké védomosti v oblasti anatomie a patologie (Peterka
a Novotnd, 2010). Vyznamnym pro rozvoj pozdéjsi teratologie se stal William Harvey
(1578-1657), ktery pozoroval rozstép rtu u novorozenych déti, jenZz blizce piipominal
normalni stav béhem ¢asné embryogeneze (Moore a Persaud, 2002).

V 19. stoleti vySlo vyznamné tiisvazkové dilo Isidora Goeffroy Saint-Hilaira
nazvané ,,Histoire générale et particuliere des anomalies de [’organisation chez I’homme
et les animaux‘ (,,Obecna a konkrétni historie strukturnich monstrosit u ¢lovéka a zvifat®),
pojednavajici o vzniku vrozenych vad. Toto dilo se stalo vyznamnym zakladem pro
soucasnou védeckou teratologii predevsim proto, Ze Goeffroy Saint-Hilaire spolu se svym
synem uskutec¢nili studie abnormalniho vyvoje zvifat za Géelem vyvolani vrozenych vad
(Moore a Persaud, 2002). Vrozena vada tak prestala byt povazovana za nahodnou hiicku

vyvoje, ktera by nepodléhala zdkonim ptirody (Peterka a Novotna, 2010).

1.1.2 Teratologie a jeji vyznam

Pojem teratologie je odvozen z feckého tepatoroyia (teratologia), které ma
puvod ve slovech tepag (teras- zruda, stviira) a Adyoc (logos- nauka). Teratologii Ize tedy
doslova chapat jako ,,nauku o zradach®, ktera zkouma pfiiny, mechanismy a projevy
abnormalniho vyvoje. Pojem zrida byl dlouho pouzivan jako odborny termin. Dikazem
toho je napt. ,, Embryopathie a nékteré problémy pokusné teratologie (jejich vyznam pro
lékarskou praxi)* prof. MUDr. Véaclava Jedlicky z roku 1954, ve které se pouziva pojmu
zrada pro oznaceni postizeného jedince a pojem zrudnost pro vrozenou vadu (viz Jedlicka,
1954).

Moderni teratologie je interdisciplinarni védni obor, ktery v sobé snoubi poznatky
jak z embryologie ¢i patologie, tak z genetiky nebo farmacie. Vyuziva tfi pracovni
zpusoby. Prvni mozny zpusob je experimentalni, ktery vyuziva laboratornich zvifat a opira
se o celou fadu zndmych a méfitelnych prvkil, jako je genotyp, typ a davka aplikované
latky a jiné. Tento pfistup mizeme oznalit jako experimentdlni teratologii. Druhy pfistup
k teratologii je povahy klinické, resp. 1ékatské. Klinicka teratologie pracuje s lidmi, u
kterych se zamétfuje predevsim na jejich fenotyp, z néhoz usuzuje na moznou pficinu
teratogeneze. Posledni pfistup je epidemiologicky. Epidemiologicka teratologie hodnoti

soubory abnormalnich fenotypt vyskytujicich se v prostoru a case (Kucera, 1989).
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Vyznam teratologie spocivad v odhaleni faktorti ohrozujicich vyvoj organismil,
predevsim pak vyvoj lidského zarodku, a v prevenci vzniku vyvojovych vad. Abychom
mohli vyvojovym vaddm vzniklym pasobenim vnéjSich faktorti ptredchazet, budeme
potifebovat metody na detekci téchto teratogentl a zaroven budeme muset stanovit jejich
ucinek na ¢lovéka. Ke stanoveni rizik pro ¢lovéka je nutné brat v uvahu expozici danému
teratogenu, jeho povahu, zplsob jeho metabolizovani a jeho odstranéni z organismu jak

v modelovém systému, tak u ¢lovéka (Brown, 1997).

1.1.3 Vymezeni zakladnich pojmu

S teratologii, jakozto védnim oborem, souvisi nékteré zakladni pojmy. Pod
pojmem teratogeneze rozumime vznik a vyvoj vrozené vady. Vrozenou vadu lze definovat
jako trvalou odchylku struktury, funkce ¢i biochemismu, ktera vznikla prenatdlné, a to
narusenim vyvojovych procest. VétSina zarodkl s vyvojovou vadou prenatalné zanika, ale
pokud se nositelé vyvojové vady narodi, pak se tato vyvojova vada stava vadou vrozenou.
Vrozené vady délime podle jejich ptiCiny na strukturdlni, funkcni (véetné behavioralnich
defektt) a biochemické (Jelinek et al., 1996).

Teratogen je takovy faktor vnéjSiho prosttedi, ktery je schopny vyvolat vyvojovou
vadu a zvysit tak vyskyt vrozenych vad v populaci, avsak tato vrozena vada neni dédi¢na.
Teratogeny mohou byt povahy biologické, chemické nebo fyzikalni. Teratogeny
nemiizeme hodnotit pouze z hlediska kvalitativniho, tedy Ze faktor vnéjSiho prostiedi
vyvola vyvojovou vadu, ale je nutné brat v uvahu i hledisko kvantitativni, tj. vysi davky
pusobiciho faktoru (Peterka a Novotna, 2010). Plati, ze kterykoliv vné;si faktor chemickeé
povahy  je schopny  od  urcité davky  vyvolat ne¢ktery  z projevl
embryotoxicity - teratogenitu, letalitu ¢i rustovou retardaci. Vznik vyvojové vady je tedy
prahovym jevem, proto nelze latky délit na latky teratogenni a bezpecné bez uvedeni
expozi¢ni davky. Jakykoli vnéjsi faktor je totiz v malych, podprahovych davkach neSkodny
(Jelinek et al., 1996).

Obecnou  vlastnosti  vn&jsich  faktort, teratogenti, je embryotoxicita.
Embryotoxicita se na zarodku miZe projevit tfemi moznymi poskozenimi. K témto
poskozenim patii: teratogenita (vznik strukturni vady), letalita (smrt zarodku) a ristovd
retardace. Vsechna tato poskozeni se mohou u zarodku vyskytovat bud’ samostatné, nebo
vV kombinaci. Minimalni davka teratogenu, ktera je schopna se projevit embryotoxickym

efektem, ohraniCuje tzv. zacdtek pdasma embryotoxicity. Rozdil mezi zacatkem pasma
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embryotoxicity a terapeutickou/expozicni davkou urcité latky se nazyva tzv. pdsmo
bezpecnosti (Peterka a Novotnd, 2010). Cim §irsi je pasmo bezpeénosti pro danou latku,
tim bezpecnéjsi je jeji pouziti béhem tchotenstvi. Naopak pokud se piekryva pasmo
embryotoxicity s terapeutickym pasmem, pak hrozi nebezpe¢i teratogenniho ptisobeni této
latky na zarodek (viz Obr. 2).

terapeutické pdsmo P4 plsmo bezpenosti o embryotoxické pasmo
________ I 7

Vitamin £ | I i I I I I
0.1 1.0 10 100 1000 10 000 [mg/kq]
terapeutické pasmo embryotoxické pasmo
__________ |

Vitamin A | ! || | | |
0.1 1.0 10 100 1000 10 000 [mg/kg]

Obr. 2:  Pasmo bezpec¢nosti (upraveno podle Peterka a Fara, 1990).

1.1.4 Priciny vzniku vrozenych vad a jejich Cetnost

Pti¢iny vzniku vrozenych vad u ¢lovéka mohou byt bud’ povahy genetické, nebo
mohou byt zpiisobeny faktory vnéjSiho prostiedi. Velké mnozstvi vrozenych vad vSak
vznikd spoluptisobenim genetickych a zevnich faktord. V tomto pifipadé mluvime o
multifaktoridlni dédic¢nosti, ktera ma na svédomi pfiblizné 20 az 25 % vrozenych vad.
Samotné genetické faktory zpiisobuji pfiblizn€ 15 % vrozenych vad, faktory vnéjSiho
prostiedi, tedy teratogeny, odpovidaji za 7 az 10 % vad. U zbylych 50 az 60 % vrozenych

vad neni jejich pfi¢ina znama (Moore a Persaud, 2002).
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Bneznama etiologie: 50-60 %

DO multifaktorialni dédi¢nost: 20-25 %

Ogenetické faktory: 13-15 %

O faktory prostredi: 7-10 %

Obr. 3:  Grafické znazornéni kategorii pti¢in vzniku vrozenych vad u ¢lovéka

(upraveno podle Moore a Persaud, 2002).

I pies prenatalni diagnostiku se u nas podle Ustavu zdravotnickych informaci a
statistiky CR roéné rodi pies 3 % novorozencit s vrozenou vadou (UZIS CR, 2011), aviak
ne vSechny tyto vady jsou odhaleny hned po narozeni ditéte. DalSich asi 5 % vrozenych
vad je odhaleno pozdéji, v prubéhu postnatalniho vyvoje ditéte (Kucera, 1989). K témto
pozdé&ji odhalenym vaddm patii pfedevS§im poruchy metabolismu, vnitinich organt ¢i
chovani.

U spontannich abortd 1ze nalézt vyvojovou vadu v 19 % piipadi (Shepard et al.,
1989). Za prenatdlni ztraty béhem prvniho trimestru (hlavné pak béhem prvnich dvou
tydnd téhotenstvi) jsou z vice jak 50 % odpovédné chromozomalni aberace, které jsou
tvoteny z 50 % trisomiemi, z 20 % monosomii X, z 15 % triploidii a 5 % tvoii tetraplodie
(Verma a Thakur, 2007).

1.1.5 Podminky vzniku vyvejovych vad

Pribéh teratogeneze je ovlivnén znaénym mnoZstvim proménnych. S teratogenezi
uzce souvisi pojmy kritick4 perioda, senzitivni perioda, davka a genotyp zarodku (Moore
a Persaud, 2002). Jako kritickou periodu oznacujeme takovou fazi vyvoje, kdy lze vyvolat
vyvojovou vadu organu (viz Tab. 1). Dosahne-li kriticka perioda urcitého organu svého

prahu, tzv. terminacniho bodu, pak jiz nelze béhem dalsiho vyvoje vadu tohoto organu
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vyvolat. Fazi vyvoje, pfi které se diferencujici se bunky stavaji senzitivnimi vii¢i ptisobeni
urcitého agens, oznaujeme jako periodu senzitivni. Podminkou vzniku vyvojové vady je
ptekryv obou vySe zminénych period (Peterka a Novotna, 2010). Dalsi podminkou pro
vznik vyvojové vady je, aby teratogen pusobil v dostatecné vysoké ddavce, tedy za hranici
zacatku pasma embryotoxicity (Jelinek et al., 1996). V neposledni fadé se na celkovém

postizeni zarodku podili i jeho genotyp (Moore a Persaud, 2002).

Tab. 1:  Morfogenetické kritické periody lidského plodu (upraveno podle Jelinek

et al., 1996).

systém dny

CNS 16 - 37
KVS 20 -40
koncetiny 24 -36
oko 22 -40
oblicej 28 - 57
zevni Eeni‘ra’]ie 45 - 63

Vyvojové vady mohou byt disledkem mnohocetného téhotenstvi. Pro jednocetna
téhotenstvi je pravdépodobnost vzniku vyvojové vady asi 1.32 %, pro dvojcata 4.60 % a
pro trojcetna téhotenstvi je to 10.34 %. Plati tedy, ze ¢im Cetnéjsi t€hotenstvi, tim veétsi
pravdépodobnost mozného poskozeni zarodku (Onyskowova et al., 1970).

Vrozené¢ vady délime na izolované, nebo mnohocetné. Z hlediska klinické
zévaznosti mohou byt rozdéleny na vrozené vady vyznamné ¢i nepodstatné a na velké a
malé. Velké vrozené vady neboli monstrosity vznikaji béhem embryondlni a Casné fetdlni
faze vyvoje. Projevuji se na urovni organll, organovych soustav ¢i organismu. Velké
vrozené vady jsou strukturdlnimi defekty, které jsou zifejmé na prvni pohled. Malé vrozené
vady vznikaji pfiblizné od 9. tydne téhotenstvi, projevuji se na urovni tkanové, bunééné ¢i

subbunééné. Tyto vady nejsou na prvni pohled viditelné (Peterka a Novotna, 2010).

1.1.6 Principy teratogeneze

U savcil je expozice zarodku plné zavisld na farmakokinetice, hlavné pak na
biotransformaci (biologickd pfreména, metabolismus) dané latky matetskym organismem.

Farmakokinetika latky vykazuje zna¢né individualni, vnitrodruhové i mezidruhové rozdily,
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které jsou podminéné predevsim genotypem matefského organismu. Latka se tedy
K cilovému organu nemusi dostat jen ve své puvodni podobé¢, ale i jako specificky
metabolit této latky, ktery vznikl v matefském organismu, v placenté nebo v samotném
zarodku (Jelinek et al., 1996).

Incidence a stupen poskozeni zarodku v zavislosti na zvySujici se davce nejprve
stoupaji, avSak po dosazeni urc¢itého limitu (maxima) jejich absolutni pocet klesa. Znamena
to, ze embrya s vyvojovou vadou men$iho stupné¢ jsou nahrazovana embryi s téz$im
stupném poskozeni a Ze malformovana embrya jsou postupné nahrazena embryi mrtvymi.
Tedy, s davkou pfibyva téZzce malformovanych zarodkt na ukor lehce malformovanych a
po dosazeni maxima za¢ina vyskyt malformovanych zarodkt klesat v souvislosti s jejich
vymirdnim. Z tohoto plyne, ze pocet jedincl s vrozenou vadou pfi narozeni neni vhodnym
ukazatelem embryotoxicity dané latky. Tam, kde plsobi teratogenni agens ve vysoké
davce, se nemusi narodit Zadni malformovani jedinci, protoZe prenatalné zaniknou (Jelinek

et al., 1996).

1.1.7 Teratogeny

Jak jiz bylo popsdno vyse, teratogeny jsou faktory vnéjSiho prosttedi, které jsou
schopné vyvolat vyvojovou vadu a zvysit tak vyskyt vrozenych vad v populaci. Teratogeny
mohou byt povahy biologické, chemické ¢i fyzikalni.

K nejdéle znamym teratogenlim biologické povahy patii virus zardének. Tento
virus prostupuje placentou a postihuje plod. Typické pro jedince postizené prenatalné
virem rubeoly jsou srde¢ni vady a Sedy zakal (Gregg, 1941).

Mezi vyznamné chemické teratogeny lze pocitat thalidomid postihujici predevSim
vyvoj koncetin (Lenz, 1961; McBride 1961) nebo vitamin A zplsobujici hlavné
kraniofacialni anomalie (Cohlan, 1953; Lammer et al., 1985).

Znamym teratogenem fyzikalni povahy je naptiklad ionizujici zafeni, které ma na
svédomi zvySené mnozstvi spontannich abortt (Fucic et al., 2008) ¢i zvySeny vyskyt

rakoviny u déti, které byly in utero tomuto zafeni vystaveny (Stewart et al., 1956).

1.1.8 Prevence vrozenych vad

Preventivni metody byvaji casto klasifikovany jako primdrni (aktivni) a
sekundarni (pasivni). Cilem primarnich preventivnich metod je zabranit vzniku vyvojové

vady. Jejich dulezitou soucasti je planované téhotenstvi, jehoz smyslem je snaha o snizeni

18



rizika narozeni jedince s vrozenou vadou na minimum. Sekundarni preventivni metody
slouzi k casné detekci vyvojovych vad. Po tom, co byla vyvojova odhalena, je snaha
navrhnout léc¢bu, ktera by kompenzovala efekt vyvojové vady na organismus. Neni-li
mozné vyuzit lécebnych postupi, muize dojit v indikovanych ptipadech k zabranéni
narozeni téchto plodi. Je dulezité si uvédomit, ze devét z deseti zarodkd, které jsou
postizeny vyvojovou vadou, jsou spontanné potraceny. Ptirozena selekce je tedy prozatim
nejucinnéj$im piirodnim nastrojem prevence vzniku vrozenych vad (Czeizel et al., 1993;
Jelinek et al., 1996).

Metody prenatalni diagnostiky (sekundarni prevence) mohou byt neinvazivni, kam
patii naptiklad vySetteni ultrazvukem, jehoz cilem je odhalit strukturalni vady, a invazivni,
kam zahrnujeme napf. injekéni techniky. Cilem injek¢énich metod je ziskat vzorek amnioveé
tekutiny (amniocentéza), placenty (odbér choriovych klku, tzv. CVS) ¢i fetalni krve
(kordocentéza, tzv. CC). Soucasné invazivni metody ptedstavuji nizké riziko pro plod,
ptesto nékdy muize dojit k jeho poSkozeni nebo dokonce k potratu. Prenatalni diagnostika
slouzi k informovani a ptipraveni rodi¢l na to, Ze se jim muize narodit postizené dité. Dale
umoziuje i 1é¢bu in utero (Bewley, 2003), napi. vrozené brani¢ni kyly (Harrison et al.,
1998) ¢i vrozeného srde¢niho bloku (Copel et al., 1995), a nakonec umoziiuje ukonceni

téhotenstvi s ohledem na postizeni plodu (Bewley, 2003) a ptani rodict.

1.2 Testovani embryotoxicity a detekce teratogent

V soucasné dob¢é musi kazdy novy 1€k projit sérii preklinickych i klinickych testi.
Soucasti preklinickych testi jsou i testy toxikologické, které zahrnuji tzv. specialni
toxikologické zkousky, ty zkoumaji u¢inky nového preparatu na reprodukci, karcinogenitu
a mutagenitu. Pod testy na reproduké¢ni toxicitu spada i1 testovani embryotoxicity 1éku

(Jelinek et al., 1996).

1.2.1 Pohled do historie

Historie teratologickych testti neni ptili§ dlouhd a lze ji v podstaté rozdélit na dvé
obdobi, a to na obdobi pted a po zkuSenostech s thalidomidem. Sledovani plsobeni
vnéjSich faktord na bfezi samice, Scilem zjistit embryotoxicky ucinek, zacalo jiZ na
pocatku minulého stoleti, kdy byl zjistén negativni vliv radiace ¢i malnutrice na vyvijejici
se zarodek. Tyto testy predstavovaly prvni teratologické zkuSenosti v experimentu na

laboratornich savcich. V roce 1949 ve Spojenych statech americkych vydalo oddéleni
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farmakologie Food and Drug Administration (FDA) piedpis 0 testovani embryotoxicity.
Tykal se predevsim detekce vlivu latek na fertilitu a reprodukéni organy po tfi nasledujici
generace zvirat. Tomuto testovani po tii nasledujici generace se dodnes tika ,tfigeneracni
reprodukéni studie® (Jelinek et al., 1996).

V roce 1962, opét ve Spojenych statech americkych, byla zalozena Commission
on Drug Safety, ktera ustanovila teratologickou komisi. Jejim zamérem bylo zajisténi
rychlého a spolehlivého testu na zvifeti, schopného odhalit teratogenni efekt latek (Jelinek
et al., 1996). Jako reakci na thalidomidovou aféru uspotadala Commission on Drug Safety
v roce 1963 konferenci v USA, jejimz ucelem bylo diskutovat prenatalni efekt I¢ku.
Neustaly dialog mezi Commission on Drug Safety a experty v oblasti reprodukéni biologie
a teratologie vyvrcholil v roce 1966 ve vydani tzv. FDA Guidelines, resp. Guidelines for
Reproduction Studies for Safety Evaluation of Drugs for Human Use, které obsahovaly
oficialni navod na testovani (Schardein, 1985). Tyto piedpisy se sice do soucasnosti zna¢né
pozmenily, avsak stale slouzi jako prototyp oficidlnich testi (Jelinek et al., 1996).

Doporuc¢eni WHO (World Health Organization) z roku 1967 uvadi, Ze teratogenni
efekt latek je vhodné testovat na mysich, kryséach, kralicich, ale i prasatech, psech, koc¢kach
a opicich, nedoporucuje vsak testovani na kufecich zarodcich, protoze zarodky kufete jsou
piili§ senzitivni vuci velkému mnozstvi latek a nenabizi ani anatomickou, ani
fyziologickou paralelu s vyvijejicim se savéim zarodkem. Testovana latka by méla byt
pokud mozno aplikovana stejnou cestou, jakd je uvazovana pro klinickou praxi, a to ve
vysoké, stiedni a nizké davce, zhruba odpovidajici zamyslené terapeutické davce. Hodnoti
se pocCty resorpci, mrtvych 1 zivych plodl, dale jejich hmotnost, abnormality zevné
viditelné 1 ty zjistitelné z histologickych fezl. K detekci teratogennich latek a k ovéfovani
testl na laboratornich savcich se vyuzivaji i data z epidemiologickych studii lidské

populace. Vysledky téchto dvou pfistupt se navzajem konfrontuji (WHO, 1967).

1.2.2 Doporucéeni OECD

Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD) piijala roku 2001
smérnice tykajici se prenatdlnich toxikologickych studii. Testovani by mélo probihat na
jednom hlodavci (nejlépe na kryse) a jednom ne-hlodavci (nejlépe kralikovi). Latka by
meéla byt testovana nejméné ve tiech davkach. Nejvyssi dadvka by méla mit za nasledek bud’

vyvojovou toxicitu, nebo by méla mit toxicky efekt na matetsky organismus, ale neméla by

v
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neméla mit ani toxicky efekt na matku, ani by neméla zpisobit vyvojovou toxicitu.
Testovana latka by méla byt podavana oralné v davce, ktera je pfizpuisobena aktudlni

télesné hmotnosti testovaného zvitete (OECD, 2001).

1.2.3 Nedostatky souc¢asnych oficialnich testi

Hlavni nedostatky soucasnych oficidlnich testli na laboratornich savcich jsou
V podstaté dva. Prvnim nedostatkem je, Ze tyto testy neuvazuji teratogenezi jako prahovy
jev a tim popiraji existenci neucinného davkového pasma. Ve vysledku to znamena, Ze za
teratogen muize byt povazovana jakdkoli latka, u niz byl pii pokusech na laboratornich
zvitatech prokdzan teratogenni efekt, prestoZze ucinné davky dalece piesahly maximalni
moznou expozici u ¢lovéka. Druhym nedostatkem je, Ze vysledky ziskané z testovani na
laboratornich savcich nelze spolehlivé pienaset na Cloveéka, coz je zplsobeno tim, Ze
farmakokinetika i biotransformace latky vykazuje zna¢né individudlni, vnitrodruhové i
mezidruhové rozdily. Latka se tedy k zarodku nemusi dostat jen ve své ptivodni podobg,
ale 1 jako specificky metabolit této latky, ktery je charakteristicky pro dany zivoc¢isny druh,
1996). Kvili tomu, ze je matefsky organismus prokdzanym zdrojem mezidruhové
variability pfi testovani potencidlnich teratogenli, zaCaly byt vyuzivany alternativni

metody.

1.2.4 Alternativni pristup

K témto alternativnim metodam patfi rtizné in vitro testy nebo metody aplikace
testované latky in ovo (Peterka a Novotna, 2010). Systémy in vitro Ize délit do nékolika
kategorii podle pouzitého modelu, a to na: (1) bun&né linie, (2) kultury primarnich bunék,
(3) kultivace neplacentalnich embryi obratlovcti i bezobratlych a (4) kultivace sav¢ich
embryi a primordii. Podle European Center for the Validation of Alternative Methods
(ECVAM) a European Teratology Society (ETS) jsou dobfe zavedenymi alternativnimi
metodami schopnymi detekovat efekt mnohych latek s moZnosti aplikace poznatkii na
télesny vyvoj embrya Ctyii systémy. Mezi tyto systémy patii metoda FETAX vyuzivajici
embryi drapatek (Xenopus), kultivace bunécnych mikromas, kultivace celych savcich

embryi a také metoda CHEST (Chick Embryotoxicity Screening Test) (Brown et al., 1995).
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1.2.5 Metody vyuzivajici zarodkii kutete

Metody vyuzivajici testovani na zarodcich kufete mizeme obecné rozdélit do
dvou skupin, a to na metody in vitro a in ovo.

In vitro metody vyuzivajici kuteciho zarodku maji vice jak stoletou historii. (Stern
a Bachvarova, 1997). Nejjednodussi metody kultivace kufecich zarodkd in vitro vychazely
z toho, Ze byl cely obsah vejce vylit do vhodné nadoby, ktera byla zajiSténa proti
prilisSnému odpafovani jejiho obsahu a proti pruniku patogennich agens vickem (napf.
minulého stoleti byla metoda podle Waddingtona (1932), ktera vychazi z metody kultivace
tkdni vyvinuté Fellem a Robinsonem (1929). Waddington (1932) ptenesl kufeci
blastoderm s ¢asti vitelinni membrany na hodinové skli¢ko a zarodek inkuboval. Da se fici,
ze revoluci v kultivaci kutecich zarodka in vitro pfinesla metoda podle New (1955), ktera
se pak stala inspiraci pro fadu dalsich metod (napf. Kucera a Burnand, 1987; Chapman et
al., 2001). Rozdily mezi jednotlivymi in vitro metodami souvisi nejvice se tfemi faktory.
Mezi tyto faktory patii zptusob pifenosu zarodku na hodinové sklicko ¢i Petriho misku,
sloZzeni kultiva¢niho prostiedi (srazenina krevni plazmy, bilek, zcela syntetickd zivna
média, atd.) a také délka inkubace zarodku. Vétsina in vitro metod zahrnuje pouze inkubaci
Casnych stadii vyvoje zarodku (napi. New, 1955), ale byla snaha vyvinout i metody, které
by pokryly delsi Gisek inkubace zarodku (napt. Auerbach et al., 1974), nebo dokonce cely
jeji rozsah (Perry, 1988).

V ramci teratologickych in vitro metod se nejéastéji vyuziva nékolika zptsobi
vystaveni zarodku kufete testované latce. Ta mulze byt soucasti zivného média (napf.
Kuéera a Burnand, 1987) nebo ,soaked bead*. Uginek latky mize byt také testovan za
vyuziti transplantace tkani (grafting) (napt. Chapman et al., 2001).

Vedle in vitro metod existuje i cela fada metod in ovo, které vyuZivaji kultivace
kutecich zarodkl ve svém piirozeném prostiedi. In ovo metody se li§i zpisobem aplikace
testované latky. Testovana latka je aplikovana napt. do zloutku (napi. McLaughlin, 1963),
do bilku (napf. Phelps a Gildersleeve, 1995), do vzduchové bubliny (napt. Henshel et al.,
2002), na skofapku vejce nebo skrze okénko ve vejci. V ptipadé okénkovych metod muize
byt testovand latka aplikovana celou fadou zplsobl, a to pfimo na povrch vitelinni
(zloutkové) membrany ¢i na vitelinni cévy, alantois (napt. Caujolle et al., 1967) nebo na

chorioalantoidni membranu (napt. Ringway a Karnofsky, 1952), do subblastodermalniho
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(subgerminalnalniho) prostoru (napt. Van Dongen, 1964; Jelinek, 1977; Griffith a Wiley,
1991) a také do prostoru amnia (napi. Jelinek, 1977).

V této diplomové praci byly pouzity dve alternativni metody, obé vyuzivajici
kuteciho zarodku. Prvni z nich byla jiz zminéna a bézn¢ pouzivana in ovo metoda CHEST
a druhou byla nova, nami vyvinuta in vitro metoda SANDWICH, ktera umoziuje vyvoj
zarodku na zZivném médiu v ptitomnosti testované latky. Obé tyto alternativni metody

budou blize popsany v kapitole ,,Metody*.

1.2.6 Vyhody vyuziti kuieciho zarodku jako modelového organismu

Vyuziti zarodku kufete jako modelového organismu pro testovani embryotoxicity
latek ma nékolik vyhod: (1) kufeci zarodky jsou snadno dostupné; (2) pomérné levné
V porovnani s jinymi obratlovci (savci); (3) zarodky kufete se snadno vystavuji pusobeni
potencialniho teratogenu, snadno se inkubuji a jednoduse se s nimi manipuluje; (4) kazdy
kutfeci zarodek reprezentuje jednu testovanou jednotku; (5) kazdému zarodku je latka
aplikovana individualné a nakonec (6) zarodky jsou izolovany od mateiského organismu

(Henshel et al., 2002).

1.2.7 Tradiéni vs. alternativni pristup

Jsou tedy lepsi tradi¢ni metody, vyuzivajici laboratorni savce, nebo alternativni
metody, které eliminuji vliv matetského organismu pii piisobeni potencidlniho teratogenu?
Kazda metoda, vyuZzivajici aplikace latky cestou matefského organismu, vnasi do systému
neznamy faktor, jenz ovliviiuje vysledek rozhodujicim zpiisobem. Pokud vSak vyuZzijeme
testovaciho postupu, ktery vyuziva ptimé aplikace latky do bezprostiedniho okoli zarodku,
pak zanedbavame moZnost modifikace tohoto teratogenniho faktoru (Rychter a Jelinek,
1978).

A¢ maji metody testovani embryotoxicity na laboratornich zvifatech své
nedostatky, je dulezité si uvédomit, Ze vétSina prokazanych lidskych teratogenti méla
teratogenni efekt alesponl na jednom laboratornim zvifeti. Tim padem lze fici, Ze na
zakladé pozitivnich vysledkl ziskanych ze studii na zvifatech, lze usuzovat na jeho
potencidlni efekt u ¢loveka. Jak jiz bylo zminéno vySe, je nutné, pii vyhodnocovani rizik
pro clovéka, brat v ivahu nejen genetickou heterogenitu, variabilitu v pfijmu potravy a
velikost daného organismu, ale i minuld nebo soufasnd onemocnéni ¢i variabilitu

V transportu pies placentu (Schardein, 1985).
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1.3 Vitaminy

Vitaminy jsou latky, které jsou v nizkych davkach nezbytné pro spravny rust,
vyvoj a ¢innost celého organismu. Vitaminy jsou latky chemicky velmi rozdilné, jimz je
spole¢né, ze bud nejsou organismem syntetizovany vibec, nebo jen Vv nedostacujicim
mnozstvi. Proto je lidsky organismus musi piijimat jako soucast potravy nebo jako
dopliky stravy. Vitaminy muizeme rozdé€lit do dvou skupin, na vitaminy V tucich
rozpustné, kam patii vitaminy A, D, E, K, a na vitaminy rozpustné ve vode. Mezi ve vodé
rozpustné vitaminy pocitdme vitamin B a C. Funkce vitaminl je riznd, ale nejcastéji se
ucastni katalyckych reakci jako koenzymy, ale maji vyznam napf. i V procesu vidéni ¢i
srazeni krve. Nedostatek vitaminu je oznacovan jako hypovitaminoza, Uplné chybéni
vitaminu jako avitaminéza. Je-li vitaminu v téle jedince nadbytek, hovofime o tzv.
hypervitaminoze (Wilhelm, 1988; Vokurka et al., 2004).

1.4 Terminologie: retinoidy a vitamin A

Existuje cela fada pomérné odlisnych definic toho, co jsou retinoidy a vitamin A.
V této diplomové praci budeme pod pojmem retinoidy rozumét skupinu latek, ktera
zahrnuje piirozené se vyskytujici derivaty vitaminu A, jako jsou retinol, retinal ¢i kyselina
retinova, ale také celou fadu syntetickych analogti bez ohledu na to, zda vykazuji
biologickou aktivitu (Sporn a Roberts, 1985).

Pod terminem vitamin A se v této diplomové praci rozumi vSechny B-jonové
derivaty (krom¢ karotenoidd), které vykazuji biologickou aktivitu retinolu, tedy retinol,

retinal a estery retinolu (Bendlich a Langseth, 1989).

1.5 Vitamin A

Jak bylo uvedeno vyse, vitamin A zahrnuje vSechny B-jonové derivaty (kromé
karotenoida), které vykazuji biologickou aktivitu retinolu, tedy retinol, retinal a estery
retinolu (Bendlich a Langseth, 1989).

Zéakladni molekulou nejen retinoidi, ale i vitaminu A je all-trans retinol neboli
vitamin Al, coz je primarni alkohol, jehoz sumarni vzorec je C2oH3oO a molarni hmotnost
je 286.45 g/mol. Retinol je pfitomny v potraveé i ve tkanich predevsim jako ester. Ester je
tvofen retinolem a mastnou kyselinou, hlavné pak kyselinou palmitovou (Bates, 1995).

Retinol je témef bezbarvy, v tucich rozpustny, nenasyceny alkohol s péti dvojnymi
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vazbami. Diky ptitomnosti dvojnych vazeb miize retinol existovat v riznych izomernich
formach (cis a trans). Biologicky nejaktivnéj$§im izomerem je all-trans retinol. Strukturni
zmény v molekule jsou diisledkem ptsobeni vlhkosti, tepla, svétla a katalyzatorti. Jako
vitamin A2 se oznacuje 3-dehydroretinol, ktery byl izolovan z ryb. Oproti vitaminu A1 ma
0 jednu dvojnou vazbu v B-jonovém kruhu navic a pouze 40 % jeho biologické ucinnosti
(McDowell, 2000).

Nahrazenim alkoholové skupiny retinolu za aldehydovou skupinou vznikne
retinal, nahrazenim za karboxylovou skupinu vznikne kyselina retinovd. Retinol spolu
s mastnymi kyselinami vytvaii estery, tzv. estery retinolu, které se typicky nachazi
V zivoCi§né straveé. V rostlinné stravé se vitamin A sam o sob¢é nenachazi, ale je zde
ptitomny jako jeho prekurzor, provitamin A (McDowell, 2000).

Je dulezité si uvédomit, ze retinol, retinal a dalSi metabolity, které z nich lze
vratné ziskat, maji vyznamnou funkci pfedevSim pii vidéni, reprodukei, ale 1 pfi ristu. Zato
kyselina retinova, vznikajici nevratné¢ z retinalu, se vidéni, a u vétSiny druhii ani
reprodukce netcastni (Olson, 1996), je vSak zodpovédna hlavné za rist a diferenciaci
vétsiny bun¢k (Obr. 4). Fakt, Ze se kyselina retinova neucastni procest jako je vidéni ¢i
reprodukce, miize byt vysvétlen tim, Ze vznik kyseliny retinové z retinalu je nevranym
déjem (Ross, 1993).

Vitamin A je dalezitou latkou pro vSechny Zzivoé¢isné druhy, protoze ma
v organismu podstatnou roli. VSechny funkce vitaminu A jsou kritické pfedev§im b&hem
proliferace, ristu a vyvoje tkani, tedy v obdobi prenatalnim a v obdobi détstvi. V ¢asném
embryondlnim vyvoji musi byt mnozstvi vitaminu A pfisné¢ regulovano tak, aby nebyl
vyvijejici se zdrodek vystaven ani pfili§ nizkym, ani pfili§ vysokym davkdm vitaminu,
protoze oba tyto stavy mohou mit teratogenni G¢inek (Underwood, 1994). Spravné
mnozstvi vitaminu A je dulezité také v postnatdlnim obdobi, protoZze jeho nedostatek 1
nadbytek zplisobuje vazné zdravotni potize. Deficit vitaminu A je typicky predevS§im pro
rozvojové zemé, kde je také nejCastéjsi pri¢inou détské slepoty (McDowell, 2000).

Vitamin A je pro ¢lovéka esencialni a musi ho tedy pfijimat v potravé bud’ jako
vitamin, nebo jako prekurzor vitaminu - provitamin, protoze jej neumi sam syntetizovat.
Vitamin A, ktery je pfijiman ve vyS$i mife, neZ je denni potfeba organismu, je ukladan
V jatrech. Vitamin A takto uloZeny umoZiuje clovéku uspokojit svou denni potiebu i

vV dob¢, kdy neptijima z potravy jeho dostate¢né mnozstvi. Zasoba vitaminu A v jatrech
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miiZze organismu, za nedostatku jeho pfijimani z potravy, poslouzit na dobu i nékolika
mésict (Bauernfeind, 1980).

Béznymi zdroji vitaminu A jsou mlé¢né vyrobky jako mléko, syr ¢i maslo, dale
pak vejce a vnitinosti, pfedev§im pak jatra. Dulezity zdroj vitaminu A nalezneme i v
rybach (sled’, tunak, atd.) (Olson, 2001).

Hlavnimi reakcemi metabolismu vitaminu A jsou esterifikace, oxidace,

konjugace, izomerace a odstépeni uhlovodikového tetézce (McDowell, 2000).

/IVOCISNA STRAVA ROSTLINNA STRAVA

Estery retinolu f — Karoten
N 02
hydroljza esterifikace stEpent
karotenu
. o I . . -
Retinol Retinal  ——— Kyselina retinova
: ﬁ
N J N J
zrak -
reprodukce -
rost +

-+

bunéénda diferenciace
genova exprese

Obr. 4.  Biochemické vztahy mezi retinoidy pfijimanymi v Zivo¢isné a rostlinné
potravé a mezi retinoidy pasobicimi uvnit buiiky (upraveno podle Ross,
1993)

1.6 Kyselina retinova

Kyselina retinova (retinoic acid, RA) je latka patiici mezi retinoidy, jejiz sumarni
vzorec je CyoH2s02 a molarni hmotnost 300.4 g/mol. Kyselina retinova je tvofena
nazloutlym praSkem, ktery je rozpustny v tucich.

Kyselina retinovd ma schopnost pilisobit jako morfogen. Morfogen je lokaIné
produkovana signdlni molekula, ktera uc¢inkuje na dalku tak, Ze urc¢uje uspofadani okolnich
bunek v zavislosti na své koncentraci. Morfogen musi byt schopny difize z mista, ve

kterém je produkovan, aby tak mohl vytvofit koncentracni gradient (Blomhoff a Blomhoff,
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2006). Kyselina retinova je tedy velmi diilezity modulator bunééného preziti, proliferace,
diferenciace, regionalizace a organogeneze ve vyvijejicim se embryu (Campo-Paysaa et
al., 2008).

Kyselina retinova se vyskytuje v n¢kolika stereoizomernich formach. Nejbézné;jsi
formou je all-trans retinova kyselina (tretinoin, ATRA), ale existuji i méné stabilni
isomery, jako je 13-cis (isotretinoin) a 9-cis (alitretinoin) retinova kyselina. VSechny tyto
formy kyseliny retinové ochotné podléhaji oxidaci nebo izomeraci v piitomnosti svétla
nebo nadmérného tepla (Armstrong et al., 2005).

Vznik kyseliny retinové probiha ve dvou krocich. V prvnim kroku vznikne
Z transkripéné inaktivniho prekurzor kyseliny retinové, retinolu, oxidaci retinal
(retinaldehyd). Enzym, ktery katalyzuje tuto reakci, se nazyva dehydrogendza. Ve druhém
kroku dochazi k oxidaci retinalu na kyselinu retinovou. Tato oxidace je zajiSténa dvéma
typy enzymu, bud’ aldehyd dehydrogendzou (ADH ¢i RALDH) nebo aldehyd ¢i xantin
oxidazou. Katabolismus kyseliny retinové je zajistovan jednim c¢lenem z rodiny
cytochromt P450, a to konkrétné CYP26 (viz Obr. 5). Funkci tohoto enzymu je utlumeni
signalizace kyseliny retinové v buiikach poté, co tyto buniky obdrzely signal a nalezité na

n¢j odpoveédely (McCaffery a Dréger, 2000).

all-trans RETINOL e

all-trans RETINCL

retinol CYTOPLAZMA
dehydrogendza

all-trans RETINAL

f aldehyd JADRO \I
||I dehydrogendza RAR '|,|
all=trans RETINOVA KYSELINA Q—h all—trans 1ETINC‘.'A KYSELINA " REHE ‘
|
'|II trqnc;krlpro | |
| /
9-cis RETINOVA KYSELINA 9-cis RETINC\nf\ KYSELINA Tx > /

— RARE e—

cyt P450

4—oxo RETINOVA KYSELINA

MIMOBUNECNY PROSTOR

Obr. 5:  Shrnuti procesu vzniku a pisobeni kyseliny retinové (upraveno podle
McCaffery a Driger, 2000).
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Uvnitf bunky se kyselina retinova vaze na cRABP (cellular retinoic acid binding
protein). V prvnim piipadé putuje komplex RA-CRABP Kk jadru, v jeho blizkosti se
kyselina retinovd piesune z cRABP na jeden ze dvou typii jadernych receptorii
(RA receptory) oznacovanych jako RAR nebo RXR. Vazba kyseliny retinové na jaderny
receptor ovlivni genovou expresi a nakonec vede i ke zméné proteinové produkce. Ve
druhém ptipadé se komplex RA-cRABP pohybuje smérem k mikrozomu, kde je z kyseliny
retinové vytvofen retinoyl-CoA, ktery je nasledné¢ pienesen na protein. Tento proces
preneseni kyseliny retinové na protein se nazyva retinoylace (retinoylation), jedna se o
acylaci proteinu kyselinou retinovou. Tento acylovany protein se poté piesune do jadra,
kde, stejn¢ jako v prvnim ptipad¢, ovliviiuje expresi gent (Takahashi, 2010).

cRABPs jsou bunétné vazbené protiny, jejichz obecnou funkci je zptistupnit
retinoidy bunéénym enzymum/proteinim, které zajisti jejich specifickou metabolickou
transformaci a nakonec odpovidaji i za regulaci koncentrace volné se vyskytujicich
retinoidtit (Fiorella et al.,, 1993). Specifickou funkci cRABP-1 je, ze ovliviiuje
vnitrobunéénou koncentraci kyseliny retinové usnadnénim jejitho metabolismu, a zaroven
ma také schopnost ménit jak typ, tak mnozstvi jejich metabolitii pfitomnych v bunce
(Boylan a Gudas, 1992). Naopak funkce CRABP-II se zda byt takova, Ze interaguje s RARS
a podili se na tvorbé RANC (retionic acid nucler complex), ktery zprostfedkovava aktivaci
vybranych genti. cRAPB-II je tedy regulator transkripce, ktery se ucastni signalizace
vyuzivajici kyseliny retinové (Delva et al., 1999).

Velké mnozstvi biologické aktivity vitaminu A je zprostfedkovdno pomoci
all-trans nebo 9-cis retinové kyseliny. Aktivita kyseliny retinové je zajiStovana diky
dvéma tfidam jadernych receptorti (Desvergne, 2007). Ob¢ tfidy receptorti patii do
steroid/thyroidni rodiny a receptory obou téchto tiid se vyskytuji ve tiech subtypech, tedy
jako a, B ay (Mey a McCaffery, 2004). RAR (retinoic acid receptors) vazou jak all-trans,
tak 9-cis retinovou kyselinu. Funkce RAR je dominantni pfedev§im v obdobi
embryogeneze a organogeneze. Druha tiida receptord, tzv. RXR (rexinoid receptores),
vaze vyhradné 9-cis kyselinu retinovou. RAR i RXR patii do rodiny jadernych receptort,
kterd pfedstavuje nejvétsi skupinu transkripénich faktorti. Pro jaderné receptory slouzici
jako transkripéni faktory je typické, Ze jsou aktivovany vazbou specifického ligandu
(v tomto ptipadé kyselinou retinovu) a Zze se vazou na specifické vazebné misto (specific

response elements), které je lokalizovano pievazné v promotorech cilovych gent.
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V piipad¢ kyseliny retinové a jejich receptort se specifickd vazebna mista nazyvaji RAREs

(retinoic acid response elements) (Desvergne, 2007).

1.7 Toxicita vitaminu A

RozliSujeme dva, resp. tii typy toxicity vitaminu A, a to toxicitu akutni a
chronickou u déti a dospélych, a toxicitu teratogenni u té€hotnych Zen, ktera negativné
ovliviluje vyvoj zarodku. Akutni toxicita je diusledkem jedné nebo né¢kolika vysokych
davek vitaminu béhem kratkého casového obdobi. Chronicka toxicita je naopak disledkem
sttedn€¢ vysokych davek, které jsou brany pravidelng, vétSinou denné, po dobu nékolika
mesicll Ci let. Teratogenni uCinek je disledkem konzumace stfednich az vysokych davek
vitaminu A (v dasledku akutniho i chronického pfijmu) béhem prvniho trimestru
téhotenstvi (Olson, 2001).

1.8 Teratogenni u€inek retinoidi, hlavné pak vitaminu A

Teratogenni G¢inek retinoidt, hlavné pak vitaminu A, mize byt dusledkem jejich
nepiiméien¢ho (nadmérného) uzivani béhem prvniho trimestru téhotenstvi (Olson, 2001).
Negativné vSak muze v dob¢ te€hotenstvi na zarodek pusobit i deficit vitaminu A (napf.
Smets et al.,, 2006). Teratogenni U¢inek nadbytku i1 nedostatku retinoidd, ptfedevSim
vitaminu A, v dob¢ gravidity byl prokazan nejen na laboratornich zvifatech, ale i na

¢loveéku.

1.8.1 Teratogenni ucinek hypovitaminozy A u ¢lovéka

Teratogenni G¢inek nedostatku vitaminu A béhem téhotenstvi byl popsan u Zeny,
u které se v dusledku deficitu vitaminu A rozvinula slepota. Tato Zena porodila dité pied
terminem. Dité se narodilo s mikrocefalii a anoftalmii a zemielo 24 hodin po porodu
(Sarma, 1959). Dalsi zaznamenany piipad se tykal Zeny, ktera porodila dit€¢ s o¢nimi
defekty, konkrétné s mikroftalmii a kolobomem. Tyto vady byly disledkem nedostatku
vitaminu A béhem téhotenstvi (Lamba a Sood, 1968).

V soucasné¢ dobé, ve vyspélych zemich, souvisi deficit vitaminu A béhem
téhotenstvi predevsim s lé¢bou morbidni obezity pomoci biliopankreatické diverze (BPD),
ktera vede k intestinalni malabsorpci. V souvislosti s intestinalni malabsorpci dochazi casto

K rozvoji deficitu mikronutrient, jako jsou pravé vitaminy. Smets et al. (2006) zaznamenali

29



ptipad Zeny trpici nedostatkem vitaminu A v dusledku provedeni BPD osm let ptfed
ot¢hotnénim. Tato Zena porodila dité, které vykazovalo bilaterdlni mikroftalmii
s cystickym kolobomem (Smets et al., 2006). Nejen bilateralni mikroftalmie, ale i
mikrokornea, jizvy ve spodni ¢asti rohovky, malformované o¢ni duhovky a hypoplazie
optického nervu byly identifikovany u ditéte, jehoz matka méla nedostatek vitamint
V tucich rozpustnych, protoze podstoupila BPD. Nejvyznamngjsi deficit se tykal vitaminu
A, jehoz hladina v séru byla navzdory jeho suplementaci béhem t¢hotenstvi kriticky nizka
(Gilchrist et al., 2010). Hypovitamindza A nezpusobuje jen strukturalni vady, ale souvisi
také s vys$si pravdépodobnosti pied¢asného porodu déti (Radhika et al., 2002).

1.8.2 Teratogenni u¢inek hypovitaminézy A u zvirat

Historie zkoumani dusledkd ptsobeni nedostatku vitaminu A na vyvijejici se
zviteci zarodek saha az do 30. let minulého stoleti. Hale publikoval v roce 1933 vysledky
ziskané studiem potomkii prasnice, kterd byla krmena potravou neobsahujici vitamin A.
Samice vrhla 11 mlad’at, z nichz vSechna byla slepa. Deset z jedenacti mlad’at se narodilo
zivych, avSak vétSina znich zemicla do nékolika minut po porodu (Hale, 1933).
Teratogenni vliv hypovitamindzy A na vyvijejici se zviieci zarodky se zjistoval i u kraliki.
U mlad’at kralikii, jejichz matky byly krmeny potravou neobsahujici vitamin A, se
vyskytoval hydrocefalus a ¢asto, spolu s nim, také stendza Sylviova kanalku, déale pak
kieCe, paralyza a retrakce hlavy (Lamming et al., 1954). Publikace, ktera byla vydana o
dva roky pozdé¢ji, dokazuje, Ze procento hydrocefalickych mlad’at, jejichz matky byly
krmeny potravou neobsahujici vitamin A po dobu delsi dobu (24 az 28 tydnl), je vySsi nez
v piipadé¢ mlad’at matek, které byly na této stravé po kratsi dobu (12 az 15 tydna) (Millen a
Woollam, 1956). V dalsi praci tykajici se hypovitamindzy A a jejiho teratogenniho G¢inku
na kraliky se ukazalo, ze jedinci s hydrocefalii maji zvySeny tlak cerebrospinalni tekutiny
(Millen a Dickson, 1957). Efekt nedostatku vitaminu A na plod se studoval také na
krysach. Analyza vlivu mirné¢ho deficitu vitaminu A ukézala, Ze pfisun vitaminu A pro
plod je kritickym faktorem urcujicim pocet nefrond v ledviné. Pocet nefronti plodu je tedy
piimo zavisly na vitaminovém stavu matky (Lelieévre-Pégorier et al., 1998). Dalsi
publikace tykajici se krys, ukdzala, Ze chronicky mirny nedostatek vitaminu A béhem
bfezosti ma za nésledek poskozeni riistu plic a vyvoje celého organismu béhem poslednich
nékolika dnii gestace a také snizeny pocet potomkil zijicich pti porodu (Antipatis et al.,
2000).
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1.8.3 Teratogenni ucinek nadbytku vitaminu A, Kkyseliny retinové a jinych
retinoidi u ¢lovéka

Isotretinoin  (13-cis kyselina retinova, Accutane, Roaccutane®) je latkou

S vyraznym teratogennim ucinkem, ktery se u cClovéka projevuje pii terapeutickych
davkach od 0.5 az 1.5 mg/kg/den (Adams a Lammer, 1993). Asi nejobsahlejsi publikace
obsahuje analyzu 154 téhotenstvi, pii kterych byl plod vystaven isotretinoinu. Dusledkem
jeho plisobeni v prvnim trimestru doslo ke zvySenému poctu spontannich aborta (12/154)
a malformaci plodu (21/154), mezi néZ pocitame malformace lebky a obliceje, brzliku,
srdce a centralni nervové soustavy. Typickymi kraniofacidlnimi malformacemi byly malé,
nizko posazené usi s malym nebo zcela chybé&jicim boltcem, ageneze nebo stendza
vnéjsiho zvukovodu, mikrognacie, plochy vpaceny kotfen nosu, rozstép sekundarniho patra
a nenormalné vyvinuté kosti obliceje a kalvy. Mezi nejéastéjsi vady srdce pattily
konotrunkalni defekty (Fallotova tetralogie, truncus arteriosus persistens, transpozice
velkych cév, atd.). Predev§im hydrocefalie, ale i mikrocefalic reprezentovaly
nejfrekventovanéj$i postizeni centralntho nervového systému. Ne vSem matkam
vystavenym béhem téhotenstvi isotretinoinu se vSak narodilo postizené dité. Ze 154
analyzovanych téhotenstvi bylo 36 téhotenstvi sledovano prospektivné. Z téchto 36
téhotenstvi skoncilo 0sSm spontannim abortem, jedno mrtvé rozenym malformovanym
ditétem, Ctyfi narozenim malformovaného ditéte a ve 23 pripadech se narodilo dit¢ zdravé.
Zdravé déti tedy tvorily 64 procent piipada (Lammer et al., 1985). V dalsi publikaci se
uvadi, Ze procento malformovanych jedincu, kteti byli vystaveni pusobeni 13-cis Kyseliny
retinové v prvnim trimestru téhotenstvi, se pohybuje okolo 40 % (Koren et al., 2004).
Podle ADRRS (The Adverse Drug Reaction Reporting System) bylo mezi lety 1982 az
1985 zaznamendno 11 Zen, které braly isotretinoin béhem t&hotenstvi. Z téchto 11
téhotenstvi doslo k Sesti spontannim abortim (jeden byl dusledkem fetoskopie), v jednom
ptipadé se narodilo dité bez usnich boltcii, se srdecnim Selestem a se syndromem dechové
tisné. U jednoho dalsiho téhotenstvi dosSlo k terapeutickému potratu a tii téhotenstvi
skoncila narozenim zdravého ditéte (Bigby a Stern, 1988). Vysledky této studie, tykajici se
spontannich potratd, jsou v souladu s publikovanymi vysledky Lammera et al. z roku 1985.
V souladu stouto publikaci zroku 1985 jsou i malformace popsané Fernhoffem a
Lammerem (1984) nebo také Sternem et al. (1984). Ti uvadéji, Ze nejcastéjs§imi zdvaznymi
malformacemi centrdlntho nervového systému jsou mikrocefalie a hydrocefalus,

nejcastéj$imi kardiovaskularnimi vadami jsou anomalie velkych cév a v neposledni fad¢ se
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velmi Casto vyskytuji také vrozené vady usi, a to predev§im mikrocie nebo absence
vnéjsiho ucha (Stern et al., 1984). Vyse zminéné spektrum anomalii popsal také Lott et al.
(1984). Zeng, ktera brala 40 mg isotretinoinu po dobu prvnich 130 dni téhotenstvi, se
narodilo dit¢ s hydrocefalii a s malformacemi usi (Lott et al., 1984). K dalsim popsanym
patii ptipad Zeny, kterd potratila ve 32. tydnu téhotenstvi. Plod vykazoval malformace
souvisejici s teratogennim pusobenim isotretinoinu (hydrocefalie, anotie, ageneze vermis
cerebelli, rozstép patra, aplazie brzliku, transpozice velkych cév a dextrokardie). Protoze
plod trpél isotretinoinovym syndromem, byla matka tazana ohledné uzivani 1éki béhem
téhotenstvi. Matka potvrdila, Ze ji byl piedepsan isotretinoin na 1é¢bu akné. Zena brala
denn¢ 10 mg isotretinoinu od prvniho do Sedesatého dne téhotenstvi (Ayme et al., 1988).
7Zda se, Ze isotretinoin mize zpusobit i malformace koncetin. McBride (1985) popsal
ptipad zeny, ktera uzivala 40 mg isotretinoinu kazdy den, a to od 26. do 40. dne
téhotenstvi. Dité se narodilo s redukénimi deformitami vSech ¢tyt koncetin, jejich postizeni
vSak bylo rtizného rozsahu. Oproti thalidomidovému syndromu se tento ptipad lisil tim, ze
nebyly postizeny palce u rukou, které jsou v pfipadé thalidomidového syndromu postizené
vzdy (McBride, 1985). Co se isotretinoinu tyce, tak ten nezpisobuje pouze vady
strukturalni, ale i behavioralni. Podle vysledki Adamse a Lammera (1993) se snizeny
intelekt vyskytoval u 47 % déti, které byly vystaveny in utero pusobeni isotretinoinu
béhem prvnich Sedesati dnti téhotenstvi (Adams a Lammer, 1993).

V piibalové informaci k Roaccutane® (10 mg tobolka obsahuje 10 mg
isotretinoinu) se pise, ze zena musi pouzivat efektivni antikoncepci nejméné jeden meésic
pied zahajenim 1écby, po celou dobu 1é¢by a jeden mésic po jejim skonceni. Pokud zena
oté¢hotni, méla by okamzité piestat 1ék uzivat a neprodlené tuto situaci oznamit doktorovi,
protoZe Roaccutane® mitiZze zplsobit vyvojové vady. V piibalové informaci se také uvadi,
ze neni znamo zadné riziko pro muze uzivajici Roaccutane®, ktefi si pieji mit déti (Roche,
2010).

Vysoky teratogenni potencidl isotretinoinu je dan jeho pomérné pomalou
eliminaci z téla, jeho biologicky polocas je u cElovéka zhruba 10 az 20 hodin, jeho
izomeraci na all-trans retinovou kyselinu, ktera snadno prochazi pies placentu a ktera
vyznamné ovliviiuje fadu tkani (Nau, 2001).

Instrukce Kk uzivani isotretinoinu uvadéji, ze by mélo dojit k pteruseni uzivani
tohoto léku nejméné 4 tydny pied oté¢hotnénim, 1 kdyz se télo této latky zbavi do deseti dnil

od posledni davky (Obican a Scialli, 2011). Oproti isotretinoinu ma etretinat, coz je derivat
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vitaminu A urceny napt. k 1é¢bé psoriazy, mnohem vyssi ndroky na svou eliminaci z téla.
Katalogovy list (data sheet) pro etretinat z roku 1987 pro Spojené kralovstvi doporucuje,
aby byla pouzivana antikoncepce jesté¢ nejméné dva roky po ukonceni entretinatové 1éCby
(Greaves, 1988). Toto doporuceni neni dobré brat na lehkou vahu, protoze Grote et al.
(1985) popsali pripad matky, kterda méla posledni davku etretinatu 4 mésice pied
oté¢hotnénim. Toto téhotenstvi bylo ukonceno 10. gestacni tyden. Plod vykazoval skeletalni
deformity. Leva dolni koncetina byla o polovinu krat§i nez pravd dolni koncetina. Leva
noha byla rudimentarni, pouze s jednim prstem, tibie a fibula zcela chybély a femur byl
hypoplasticky (Grote et al., 1985). Lammer (1988) zase zdokumentoval ptipad zeny, které
se narodilo dité s defekty pfipominajicimi postizeni zplsobena retinoidy (Fallotova
tetralogie, mikrocefalie, mala mandibula, abnormalni usi, atd.), i kdyz tato Zena ptestala
uzivat etretinat piiblizn€ jeden rok pied otchotnénim (Lammer, 1988). Teratogenni
potencial etretinatu je zhruba sedmkrat vy$$i nez v piipadé isotretinoinu (Howard a
Willhite, 1986) a 99 % etretinatu je z téla eliminovano az po zhruba 700 dnech (Geiger et
al., 1994).

1.8.4 Teratogenni u¢inek nadbytku vitaminu A a Kyseliny retinové u zvirat

Teratogenni uCinky vitaminu A byly studovany na celé fad¢ laboratornich zvirat,
jako jsou napft. kiecci, mysi, krysy, kocky, drapatky, opice a fada dalSich.

Teratogenni vliv vysokych davek vitaminu A je znam jiz od roku 1953, kdy
Cohlan prokazal, Ze jeho vysoké davky jsou nebezpecné pro vyvijejici se krysi zarodek.
35 000 IU vitaminu A (vztahy mezi IU a [mg] viz Piiloha 1) bylo denn¢ podavano pomoci
zalude¢ni sondy 100 experimentalnim zvifatim, a to od 2., 3. nebo 4. dne do 16. dne od
kopulace. 50 kontrolnich zvitat denn¢ dostavalo pouze rozpoustédlo. Nadbytek vitaminu A
vyvolal sniZzené pocty mlad’at ve vrzich. Oproti kontrolni skupiné, jejiZz uspéSnost
zabteznuti (pregnancy rate) dosahla 88 %, byla uspeésnost u testované skupiny pouze 10 %.
Typickymi malformacemi mezi potomky vystavenymi vysokym davkam vitaminu A byly
anomalie ve vyvoji lebky a mozku, k dalSim postiZenim lze pocitat postizeni oka, patra
(CP), rtu (CL), jazyka (makroglosie) a pyska (Cohlan, 1953). Rozstép patra, jakoZzto
typicky disledek administrace vitaminu A bfezim krysdm, byl popsédn i Kochlarem a
Johnsonem (1965). Bfezi samice dostavaly 60 000 [U vitamin A acetdtu denné, pocinaje
9., resp. 10. dnem a konce 11., resp. 12. dnem gestace. Zvitata byla zabita bud’ 15., 16.,
17., nebo 20. den gravidity. Minimaln¢ 80 % vSech potomkil samic, které byly krmeny
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vitaminem A, vykazovalo rozstép patra. DalSimi projevy teratogenniho ucinku vitaminu A
byly defekty oka, jako mikroftalmie, anoftalmie ¢i exoftalmie. Exencefalie se vyskytovala
pouze u potomkl samic, které obdrzely prvni davku vitaminu A jiz 9. den gestace.
Intrauterinni mortalita byla vys$si mezi potomky samic, ktefi byli vystaveni vitaminu A jiz
9. gravidity (Kochhar a Johnson, 1965). Vysokou frekvenci rozstépt patra potvrzuji i dalsi
studie. Vice jak 90 % zastoupeni rozstépli patra, zptisobené tfemi naslednymi davkami
kyseliny retinové (18.9 mg/den) podavanymi od ED13 do EDI1S5, bylo popsano v praci
Lorenteho a Millera (1978). Postizeni mozku vitaminem A potvrzuji i vysledky Geelena
(1973), ktery zdmérné¢ podaval samicim krys 50 000 IU vitamin A palmitatu denné od 7.
do 9. dne nebo od 7. az do 10. dne biezosti, aby vyvolal vznik exencefalie u jejich
potomkt. Autor u téchto exencefalickych potomkl nasledné sledoval utvéareni baze lebni
(Geelen, 1973). Opét, stejné jako u lidi, nema vitamin A efekt jen na vyvoj struktur, ale
ovliviiuje 1 kognitivni schopnosti. Studie publikovand v roce 1978 ukazuje, Ze potomci
samic, které dostavaly 8 000 I1U vitaminu A/kg od 8. do 10. dne gestace byli oproti
kontrolnim jedincim hyperaktivni, ale pomalejsi pti priichodu vodnim bludistém (water
maze). Ti jedinci, ktefi byli vystaveni pusobni vitaminu A in utero od 11. do 13 dne, byli
leh¢i nez kontroly, a byli také pomalejsi jak pii piekonavani vodniho bludisté, tak v T-
bludisti (T-maze). Tato studie prokazuje, ze v obdobi stifedni gestace (mid-gestation), je
centralni nervova soustava nejnachyInéjsi ke vzniku dysfunkce (Vorhees et al., 1978).
K velmi zajimavym patii prace Leea et al. (1991), ktefi na zarodcich krys ukazali, Ze
all-trans retinova kyselina, 13-Cis retinova kyselina a retinol vyvolavaji stejny
koncentracich. Zato 13-cis retinova kyselina potiebuje k dosaZeni stejného efektu 6 az
7krat vyssi koncentraci a retinol dokonce 16krat vyssi koncentraci nez all-trans retinova
kyselina. Autofi uvadéji, Ze vyS$i koncentrace isotretinoinu nebo retinolu potiebna
K vyvolani stejného efektu mize byt dusledkem toho, ze jejich teratogenni efekt je zajistén
ptes jejich konverzi na all-trans kyselinu retinovou (Lee et al., 1991).

DalSim vyznamnym savcem, na kterém byl testovan teratogenni efekt vitaminu A
nebo jeho metabolitu, je mys. Kyselina retinova byla podana biezim mySim v jedné davce
(80 mg/kg) a Vv jednom z nasledujicich dni od 10. do 16. dne od oplozeni. Zadné
malformace koncetin se neobjevily u jedinct, kteti byli vystaveni kyseliné retinové bud’
10., nebo 11. den in utero. Nejvice malformaci koncetin jako je fokomélie ¢i mikromélie

bylo u potomkui vystavenych kyselin¢ retinové 12. den v ptipad¢ hornich koncetin. Situace
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byla opaéna v piipadé dolnich konéetin, kdy bylo postizeno nejvice jedincti 13. den. Zadné
malformace koncetin se nevyskytovaly u mlad’at, kterd byla vystavena vitaminu A 14. az
16. den gestace. Koncetinové vady nebyly doprovazeny ristovou retardaci ani dalsimi
skeletdlnimi vadami, krom¢ rozstépu patra. Ten byl disledkem administrace kyseliny
retinové bez ohledu na dobu podani (Kochhar, 1973). Dalsi studie popisuje vliv 10 000 1U
vitaminu A administrovaného 8.3 den nebo 9.3 den gestace mySim samicim. Jejich
potomci vykazovali rozlicné malformace ust a obliceje. K nejcastéjSim vadam patfila
mikrostomie, mikrognacie, rozstép patra nebo rtu, popf. sttedni rozst€p mandibuly. Vzacné
nebyly ani anomalie zubt (Kalter, 1960). Malformace obliceje a Ust, ale 1 usi jsou popsany
také Frenzem et al. (1996). Ti podali my$im vitamin A bud’ 7., 8., 9. nebo 10. den gestace.
Pro jedince vystavené 20 mg vitaminu A/kg béhem EDS8 byly typické vady jako mikrocie,
mikroftalmie, rozstép patra a redukce druhého Zaberniho oblouku. Pro jedince, ktefi byli
vystaveni pusobeni dvojit¢ davky (2krat 25 mg/kg) vitaminu A 9. gestaéni den, byla
typickd spina bifida, chybéni ocasu, absence prvniho ¢i druhého Zaberniho oblouku,
absence koncetinovych pupend, exencefalie, zmenseny boltec a rozstép maxily. Vitamin A
podany 7., 8. nebo 10. den biezosti nevyvolal zadné poskozeni uSni morfogeneze.
Malformace vnitiniho ucha byly typické pouze pro 9. embryonalni den (Frenz et al., 1996).
Vyskyt spina bifida, jako duasledku administrace 80 mg/kg kyseliny retinové 9. gestaéni
den, byl popsan i Tibblesem a Wileym (1988). Je prokazano, ze vitamin A ovliviiuje také
vyvoj temporomandibularniho kloubu u mysi (Kay, 1987). Kyselina retinovd podana
samicim mysi ve tfech davkach (78 mg/kg) béhem ED9, ED9.5 a ED 10 narusila vyvoj
jejich srdce. U mlad’at byly casté transpozice velkych cév (TGA), defekty komorového
septa (VSD) ¢i dvojvytokova prava komora (DORV) (Davis a Sadler, 1981).

K dal$im savcium, na nichZz byly testovany teratogenni ucinky vitaminu A nebo
kyseliny retinové, pocitame napi. kiecky (napi. Shenefelt, 1972; Taylor et al., 1980; Wiley,
1983), kocky (napt. Freytag et al., 2003) nebo opice (napf. Fantel et al., 1977; Newell-
Morris et al., 1980; Yip et al., 1980).

Teratogenni ucinek kyseliny retinové byl kromé laboratornich savci testovan i na
ptacich, ptedevs§im na kufecich zarodcich. Vliv Kyseliny retinové na zarodky kufete byl
popsan napi. Larsenem a Jannersem (1987). Ti zaznamenali defekty koncetin po jeji
lokalni aplikaci na pravy horni kon€etinovy pupen zarodkl stadia 17 az 23 HH. Vice jak
polovina ptezivsich embryi (ED10), kterym byla aplikovana kyselina retinova ve stadiu

17 HH vykazovala kostni defekty pravého kiidla. Procento malformaci pravého kiidla
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klesalo az do stadia 20 HH. Zadné malformace kiidla nebyly pozorovany od stadia 21 HH
do stadia 23 HH (Larsen a Janners, 1987). Dalsi studie prokazala, ze subblastodermalni
injekce kyseliny retinové v riznych davkach zarodkiim kufete ve vyvojovém stadiu 13 HH
a Casného 14 HH ma velky efekt na vyvoj kaudalni oblasti téla. Spektrum malformaci
zahrnovalo jak pouhé zkraceni ocasu, tak kompletni kaudalni regresi. Kromé postizeni
kaudy bylo viditelné i postizeni patete (skolidza), dolnich konéetin (malpozice) a zadniho
neuroporu (neuzavieni). Efekt kyseliny retinové byl zavisly na davce (Griffith a Wiley,
1991). Vliv kyseliny retinové na srdce byl prokazan napt. Dickmanem a Smithem (1996),
ti umistili na levy Hensenlv uzel embryi ve stadiu 10 HH ,,soaked bead* nasakly rtzné
koncentrovanou kyselinou retinovou a embrya nechali vyvinout do stadia 11 az 12 HH.
Dusledkem aplikace kyseliny retinové byla nejen smrt, ale i specifické srdecni malformace
v zavislosti na davce. K typickym abnormalitim srdce patfila abnormalni klicka, situs
invertus, shlukla srdec¢ni tkan a cardia bifida (Dickman a Smith, 1996). V souladu
s vysledky ptedeslych studii jsou i vysledky popsané Peterkou et al. (1997), ktefi
k testovani efektu kyseliny retinové vyuzili metodu CHEST. Autofi této studie uvadéji, ze
embryotoxicky efekt kyseliny retinové je zavisly nejen na davce, ktera je zarodku
aplikovana, ale 1 na vyvojovém stadiu zarodku. Kyselina retinova méla u zarodkt kufete
obecné za nasledek nejen smrt, ale 1 vyvojové vady srdce, centradlni nervové soustavy,
koncetin, o¢i, zobaku, bfi$ni stény (gastroschisis) a kostrée/ocasu (rumplessness) (Peterka
et al., 1997). Na =zarodcich kufete byl studovan i teratogenni 0Uc¢inek isotretinoinu.
Isotretinoin byl aplikovan kufecim zarodkiim injekci skrze zloutkovy vak v rtiznych
koncentracich a na riznych stadiich vyvoje (ED2 az ED6). Zarodky byly odebrany 14. den
inkubace. Efekt isotretinoinu byl zavisly jak na davce, tak na vyvojovém stadiu zarodku.
Kraniofacidlni a kardiovaskularni malformace, viditelné na zéarodcich kufete, byly
analogické s malformacemi viditelnymi u lidskych zarodkd vystavenych pilisobeni

isotretinoinu in utero (Hart et al., 1990).

1.9 Dimethyl sulfoxid (DMSO)

Prvni, kdo uméle ptipravil sulfoxidy, byl Aleksandr M. Zaitsev (1841-1910),
rusky chemik, ktery tyto slouceniny objevil pfi studiu oxidace thioetherd (Lewis, 1995).
Molekulovy vzorec sulfoxidt se da obecné vyjadrit jako R,S-O (Vokurka et al., 2004).

Dimethyl sulfoxid (DMSO) je organosirovou slouc¢eninou o molarni hmotnosti

78.13 g/mol a molekulovém vzorci (CH3),SO. DMSO je bezbarvou, vysoce polarni,
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hydroskopickou, aprotickou kapalinou, ktera ma vysoky bod varu a je Vv podstaté bez
zapachu.

DMSO je misitelné s vodou, ale také s vétSinou organickych rozpoustédel, jako
jsou napt. alkoholy, estery, ketony, niz§i ethery, chlorovana rozpoustédla a aromaty
(Gaylord Chemical Company, 2005).

DMSO se vyskytuje vSude kolem nas na hladindch okolo 3 ppm nebo méné.
Najdeme ho tedy bézn¢ ve vodé (dest'ové i motské), v 0zonu, v zeleniné i ovoci (kukufice,
cibule, rajCata, okurka, maliny), ale také v kaveé, Caji, mléce a pivu (Gaylord Chemical
Company, 2005). V soucasné dob¢ se DMSO bézné¢ uméle syntetizuje, protoze ma Siroké
laboratorni 1 klinické vyuZiti.

Mezi uZitecné vlastnosti DMSO patii jeho schopnost prochazet pfes membrany
v riznych koncentracich. Tento proces je vratny a integrita vétSiny membran zlistava
nedotcend, az na ptipady, kdy je pouzito velmi koncentrované DMSO (90-100 %), které se
dostane do pfimého kontaktu s membranou. DMSO je schopné rychlého piechodu pies
vétsinu membran, vyjimku vsak tvoii nehty a zuby (Wood a Wood, 1975). Dalsi vlastnosti
organismus od volnych vnitrobunéénych radikali, jako je napt. OH’, které je primarnim
spoustéCem zanétlivého procesu. Dimethyl sulfoxid mé& déale schopnost chranit
mitochondrie, ale 1 jiné bunééné komponenty proti letdlnim zménam, které jsou disledkem
hypoxie (Jacob a Herschler, 1983). DMSO také dokaze spolu se sebou samym
transportovat i jiné latky, resp. ma schopnost usnadiiovat jejich transport (Sulzberger et al.,

1967). Téchto vlastnosti a schopnosti DMSO se hojné vyuziva v Iékafstvi.

1.9.1 Vyuziti DMSO

DMSO je vSestranné a velmi u¢inné rozpoustédlo, které je schopné rozpustit
vétSinu aromatickych a nenasycenych uhlovodikii, dale pak organické slouceniny dusiku
nebo siry a v neposledni fad¢ také mnohé anorganické soli. VSestrannost vyuziti DMSO
jako rozpoustédla plyne z jeho vlastnosti, jako jsou napf. vysoka polarita, aproticky
charakter a jeho schopnost solvatace kationt (Gaylord Chemical Company, 2005).

Kryobiologie je disciplinou, ktera by bez dimethyl sulfoxidu nemohla existovat.
Biologicka bezpecnost, schopnost prostupovat skrze tkané€ a cytoplazmu a také vyjimecna
schopnost asociovat se s vodou, to vSechno jsou charakteristiky DMSO, které meéni

mrznouci vlastnosti biologickych systémi, a umoziuji tak uspéSné uchovani jak
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subbunécnych jednotek, tak celych embryi (Jacob a Herschler, 1983). DMSO je tedy Siroce
uzivano jak k uchovani organt, které jsou urceny k transplantaci (Shlafer, 1983), tak
K uchovani pupecnikové krve (Stanworth et al., 2001; Skoric et al., 2007) ¢i krevnich
desticek (Valeri et al., 2005).

Dimethyl sulfoxid ma dalsi klinické vyuziti, a to tteba v dermatologii, kde je
vyuzivan bud jako Ik sam o sobé, nebo jako prostiedek pro aplikaci jinych léciv
(Goldman et al., 1967). DMSO bylo uspésné pouzito napt. pii 1éCeni lipoidni proteindzy
(lipoid proteinosis) (Wong a Lin, 1988), také pti 1écbe ztraty a Sedivéni vlast v disledku
kozni amyloidézy (lichen amyloidosis) (Hsieh et al., 1987) a v neposledni tadé
v kombinaci s a-interferonem pii 1é¢bé genitalniho oparu (Shupack et al., 1992).
Protizanétlivé ucinky byly prokdzany napf. v piipadé¢ zanétlivych onemocnéni
mocopohlavniho traktu (Shirley et al., 1978). Tim, ze je DMSO schopné prochazet pies
hematoencefalickou bariéru, bylo uspé$né vyuzito i u mentalnich onemocnéni jako jsou
schizofrenie a maniodepresivni psych6za (Ramirez a Luza, 1967). Dimethyl sulfoxid ma
také schopnost ulevit od bolesti hlavy, krku a kranialni neuralgie, stejn¢ jako od bolesti
svalt zad, ale také od bolesti v disledku vymknutych ¢i zlomenych kosti (Blumenthal a
Fuchs, 1967). Zda se, Ze dimethyl sulfoxid je ucinny i v pfipadé revmatoidnich
a kolagennich onemocnéni (Alyabyeva a Muravyev, 1983) a mozna najde své vyuziti i u

pacientt se sklerodermii (Scherbel et al., 1967).

1.9.2 Vedlejsi ucinky pri uzivani DMSO

Lécba pomoci dimethyl sulfoxidu se v nékterych piipadech neobejde bez
vedlejsich t¢inkd. Castymi vedlej§imi u¢inky ptisobeni DMSO jsou vyrazka (Scherbel et
al., 1967), paleni (Scherbel et al., 1967), bolest (Ramirez a Luza, 1967), pocit pichdni
(Scherbel et al., 1967) ¢i tepla v misté aplikace DMSO (Ramirez a Luza, 1967), ale také
nechutenstvi, nevolnost a ztrata na vaze (Scherbel et al., 1967). U nckterych jedincii se
objevila 1 nespavost (Ramirez a Luza, 1967), bolest svalli (Scherbel et al., 1967,
Blumenthal a Fuchs, 1967) a hlavy (Blumenthal a Fuchs, 1967) a angioneuroticky edém
(Scherbel et al., 1967). Velmi Casty je také po Cesneku zapachajici dech (Scherbel et al.,
1967).
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1.9.3 Toxicky efekt DMSO u ¢lovéka

Toxicky efekt dermalni aplikace 80 % DMSO v mnozstvi 1 g/kg/den byl studovan
Vv experimentu trvajicim 14 dni a ve druhém, trvajicim tii mésice. V ptipad¢ 14denni studie
byla u jedinct uzivajicich DMSO casta eosinofilie, to ale nebylo neocekavané, protoze
jednou z vlastnosti DMSO je schopnost uvoliiovat histamin. U téchto jedincti nebyly
odhaleny zadné zmény na ocich. Typické bylo podrazdéni pokozky. Pokozka byla Casto
sucha, az Supinovitd a zarudlad. Podrazdéni pokozky vétSinou do tfi tydnd od ukoncéeni
experimentu odeznélo. DalSimi dasledky uzivani DMSO byly piedevsim bolesti hlavy,
nevolnost a zavraté, ale i pocit klidu. Jedinci podrobeni 90denni studii dostavali stejné
davky dimethyl sulfoxidu, jako jedinci z pfedeslého experimentu. Stejn€ jako u 14denni
studie byla typickym disledkem uZivani DMSO eosinofilie, podrazdéni pokoZzky a pocit
klidu, ale také zapach z ust, nespavost, nevolnost, zavraté, a jiné. Autor této toxikologické
studie, kde byly uzivany davky 3 az 30krat vysSi, nez které se u Clovéka normalné
pouzivaji, se domniva, ze DMSO se zda byt velmi bezpecnou latkou a také tvrdi, ze zmény
c¢ocky v dasledku pouzivani DMSO, které byly popsany u nékterych savca (napi. Rubin a

Barnett, 1967), u ¢lovéka ani pii dlouhém uzivani nenastavaji (Brobyn, 1975).

1.9.4 Toxicky efekt DMSO u zvirat

Akutni toxicky efekt riznych zplsobii podani DMSO byl studovan na mysich,
krysach, kralicich a psech. Jedincim bylo podévano 50 % DMSO natedéné fyziologickym
roztokem, a to bud’ intravendzné, intraperitonealné, podkozné ¢i oralné. V piipadé mysi a
krys uc¢inkoval dimethyl sulfoxid vyrazné rychleji v ptipadech, kdy nebyl podan oralné.
Toxicky efekt v ptipadé 50 % DMSO byl okamzity, ale mirny. Typickymi symptomy byla
katatonie ocasu, hypotermie a vyrazna produkce slinnych Zlaz. AvSak tyto projevy se
objevily az pfi subletalnich davkach. V ptipadé mysi a krys byl zaznamenan i diureticky
efekt DMSO. V piipadé kralikd, kterym bylo podavano 40 % DMSO intravendzné
v mnozstvi 90 ml/hod, byla primérnd doba pieZiti 92 minut a celkova davka zhruba 19.2
g/kg. Béhem pokusu byla pozorovana zvySend srde¢ni aktivita a pomaly, ale za to vyrazny
vzestup tlaku. Nasledné se aktivita srdce zklidnila, ale tlak stale stoupal. A nakonec, asi tak
5 az 10 minut pred smrti, zacal tlak pomalu klesat, az nakonec doslo ke kompletnimu
kolapsu. DalSim testovanym zvifetem byl pes. Intravendézni aplikace 50 % DMSO
zpusobila smrt psiim pouze tehdy, pokud jim byly podévany vysoké davka v rozmezi mezi

30 az 40 g/kg. Ve stejné studii byly zkoumany i1 disledky chronického uzivani DMSO.
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Ubytek na vaze byl pozorovan pouze u téch mysi, které denné dostavaly 100 % DMSO
v mnozstvi 5 g/kg oralni cestou. Tento efekt byl patrny po 20 dnech trvani experimentu.
Pokud bylo DMSO opakované podavano intraperitonealné¢ v davkach 2.5 g/kg, doslo
v misté aplikace k nekroze intraperitonedlnich organti. U krys byl patrny ubytek na vaze
udavek 5 g/kg podavanych ordlné az po 45 dnech pokusu. Mikroskopické vysetieni
odhalilo nekrozu jaternich bunék a zanét v portdlnim systému. Autofi této studie shrnuli
své vysledky tak, ze akutni toxicita u testovych jedinct neni velkd, a i pomérné¢ vysoké
davky DMSO jsou dobie tolerovany, ale to nic neméni na tom, ze2 DMSO ma toxicky
potencial (Caujolle et al., 1967). Dalsi studie publikovana ve stejném roce se zabyvala tim,
jaké ma ordlni a dermalni podani DMSO vliv na o¢i u pst, kralikli a svini. Oralni podéani
DMSO mladym pstim a dermalni aplikace DMSO svinim a kralikim méla za nasledek
zmény ocni coCky souvisejici s postizenim jejiho kortexu. Zmény Cocky byly viditelné po
9 tydnech u pst, ktefi denné dostavali 5 mg 50 % DMSO/kg. U nizSich davek se tyto
zmény projevily az po delsi dobé. U kralikii byly zmény o¢ni ¢ocky pozorovatelné po
90 dnech dermalni aplikace 8 ml 50 % DMSO/kg/den nebo 4 a vice ml
100 % DMSO/kg/den. Zmény na ¢occe se u svini, které dostavaly 4.5 ml 90 % DMSO/kg
dvakrat denné¢, taktéz projevily az po devadesati dnech trvani experimentu. U psi
S postizenymi ¢oCkami, kterym se DMSO prestalo podavat, doSlo k viditelnému, ale ne
kompletnimu vymizeni zmén (Rubin a Barnett, 1967). Smith et al. (1967) ve svém review
shrnuli toxické pisobeni DMSO tak, ze DMSO ma vysokou lokalni toxicitu, ale zato
nizkou systémovou toxicitu, protoze davky, které zptsobuji LDsp se pohybuji v gramech
na kilogram télesné vahy. Dale, DMSO je dobie absorbovano béhem vsSech cest podani a
V neposledni fadé, DMSO zplsobuje stejné toxické projevy u vSech druhti zkoumanych
zivoc€icht (jedinou moznou vyjimkou by snad mohla byt lokalni dermalni aplikace DMSO)

(Smith et al., 1967).

1.9.5 Teratogenni uc¢inek DMSO u zvirat

Teratogenni t€¢inek DMSO byl studovan napt. na kieccich. Samicim kiecka bylo
osmy den gravidity injekéné aplikovano DMSO v rozmezi od 50 do 8 250 mg/kg. Samice
dostaly DMSO v objemu 0.5 ml (v ptipadé 5 500 mg/kg v 1 ml) na 100 g télesné vahy.
Aplikace vrozmezi 50 az 5500 mg/kg probihala intravenézné, u vysSich davek pak
intraperitonealné. Tti dny po aplikaci DMSO byly samice usmrceny a embrya byla

odebréna. Nizké davky DMSO nevyvolaly zZadnou vyznamnou odezvu. Avsak od davek

40



2 500 mg/kg se embryotoxicky efekt stal statisticky vyznamnym. Typické pro postizend
embrya bylo neuzavieni anteriorniho neuroporu, mikroftalmie, rozs$tép rtu a patra,
abnormality koncetin a Zeber a v neposledni fadé také exencefalie, kterd byla nejcastéjsi
malformaci (Ferm, 1966).

Dalsimi testovanymi savci byla mys a krysa. Testovani jedinci dostavali denné od
6. do 12. dne gestace 50 % DMSO bud’ oraln¢, nebo intraperitonealné. Pouze DMSO
podané mySim intraperitonealné zpisobilo u 7 % exponovanych jedinci malformace.
Postizeny byly koncetiny, CNS (anencefalie) a btiSni sténa (celosomie). V piipadé krys
nebyly shledany Zadné rozdily v procentu potracenych zarodkii mezi jedinci, ktefi dostali
8 az 10 g/kg, a mezi kontrolni skupinou. Ze 729 mladat, ktera byla in utero vystavena
DMSO, bylo malformovano pouze 11 jedinci. Postizena byla hlavné CNS, koncetiny a
btisni sténa (Caujolle et al., 1967).

Negativni vliv DMSO byl testovan i na krélicich. Samice dostavaly denn¢ od 6.
do 14. dne gestace roztok 50 % DMSO v davce 5 g/kg (oraln€), nebo 4 g/kg (podkozng).
Avsak v tomto piipad¢ byla odhalena u 83 zarodkd pouze jedna jedind malformace, a to
btisni stény (celosomie) (Caujolle et al., 1967).

Utinky DMSO byly studovany i na kufecich zarodcich. 50 % DMSO natedéné ve
fyziologickém roztoku bylo aplikovano kutfecim zarodkiim na ED3 (17 az 18 HH) a ED4
(22 az 24 HH). Maximalni davka, ktera nebyla nikdy letalni, byla 1 mg na embryo u ED3 a
2.5 mg u ED4. LDsj byla pro ED3 10.3 mg a pro ED4 12.2 mg na embryo. Minimalni
davka, ktera smrtila vzdy, byla vice jak 32.5 mg v ptipad¢ aplikace jak na ED3, tak ED4.
Z téchto pozorovani se zda, ze toxicita DMSO viici kufecim zarodkiim je nizkd. Nejvetsi
mnozstvi malformovanych jedincii se nachazelo v ptipad¢ davek, které odpovidaly LDsp.
Nejéastéjsimi malformacemi v piipad¢ aplikace na ED3 byly anoftalmie levého oka a
levostrannd torze zobdku spojend s redukci horniho zobdku a vyjimecné i malformace
koncetin. Pro zarodky aplikované na ED4 bylo typické poskozeni koncetin souvisejici
s naruSenim vyvoje cévniho systému koncetinového pupenu, protoze jiz 4 hodiny po
aplikaci se na koncetinach objevila krvaciva mista, puchyfe. Kromé koncetin byl postiZen 1

zobak, o¢i, ocas a sténa télni (celosomie) (Caujolle et al., 1967).
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1.10 Modelovy organismus

1.10.1 Kufteci zarodek

Pta¢i vejce je nejvétSim jednobunéénym zivoliSnym utvarem, je to dano
predevsim tim, ze béhem pobytu vaji¢ka (ovum) v ovariu, dochazi k depozitu zivin, které
budou pozdé&ji vyuzity vyvijejicim se zdrodkem, do cytoplasmy.Velké mnozstvi zasobnich
zivin umoziuje pomérné rychly vyvoj zarodku. Depozit Zivin je znam jako Zzloutek
(deutoplasma), obsahuje vazkou tekutinu s rizné velkymi suspendovanymi granuly a
kapénkami. Se zvétSujici se zasobou Zivin dochazi k posunu jadra a cytoplasmy smérem na
povrch a Zloutek zacind zaujimat vétSinu vajicka. Oblast vajicka tvotfena jadrem a aktivni
cytoplasmou je zndma jako tzv. animalni pol vajicka. Oblast nachdzejici se na protéjsi
stran¢ vajicka se nazyva vegetetativni pol, je pomérn¢ inaktivni, jsou z néj pouze Cerpany
ziviny zarodkem (Pateen, 1920).

Zloutek ma v priméru asi 2 az 3 cm, obsahuje predevsim lipidy a proteiny a na
svém povrchu ma tenkou transparentni blanku, ktera ho obklopuje. Tato blanka se nazyva
membrana vitellina a je tvofena dvéma vrstvami. Dal$i obal, ktery obklopuje Zloutek se
nazyva bilek (albumen). Zloutek je s bilkem propojen dvéma tzv. chalazami (chalazae),
coZ jsou Sroubovité sto¢ené struktury, které umoziuji zloutku v tekutém bilku plavat. Na
povrchu bilku lezi dal§i dvé vrstvy, tzv. vnitfni a vnéjSi papirova blana, které jsou
navzajem propojeny az na jedno misto, kde jsou tyto blany oddéleny a prostor mezi nimi je
vyplnén vzduchem. Tento prostor se nazyva vzduchova komurka a je dilezity pti lihnuti.

Na povrchu se nachazi vapenata skotapka (Bellairs a Osmond, 2005).
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Obr. 6:  Sagitalni fez ptacim vejcem (Bellairs a Osmond, 2005).

Ovaria slepice obsahuji mnoho folikulii, které se liSi velikosti, coz je dano
piitomnosti Zloutku a jeho velikosti. Nejvétsi oocyty maji v pruméru kolem 3 cm a jsou
piipraveny k ovulaci. V ovariu je vytvofena vnéjsi vrstva vitelinni membrany, jeji vnitini
vrstva je pak vytvoiena az ve vejcovodu. Po ovulaci dojde k oplozeni vajicka v nalevce
vejcovodu, kde jiz dochdzi k pocatecni tvorb¢ bilku, hlavni ¢ast bilku je vSak sekretovana
az z bilkotvornych kli¢ek vejcovodu (pars albuminifera magnum). V uziné¢ délozni
(isthmus) dochazi k tvorbé vaje¢nych blan. Skofapka se vytvaii v déloze, diky ¢innosti
drobnych zlazek. Skotapka je tvoiena prevazné uhliCitanem vapenatym, v mensi mife pak
uhli¢itanem hotfec¢natym, forfore€nanem vépenatym, bilkovinami a vodou. Z d€lohy putuje
vejce do vaginy a z ni do kloaky (Bellairs a Osmond, 2005). Celkovy cas, ktery uplyne od
ovulace do chvile, kdy je vejce pfipravené ke sneseni, je piiblizné 22 hodin (Pateen, 1920).

Normalni ikubaéni teplota vejce je zajistovana télem slepice. Pokud jsou vejce
umisténa do inkubatoru, vyuziva se teploty kolem 37 °C. Pfi této teploté je kufe pfipraveno
k lihnuti po 21 dnech. Vyvoj miize probihat i pti nizsi teploté, ale jeho rychlost je zna¢né
zpomalena. Pti teploté 21 °C se vyvoj zcela zastavuje (Pateen, 1920).

Normalni vyvoj zarodku kufete od inkubace k lihnuti byl popsan a ilustrovan
Hamburgerem a Hamiltonem jiz v roce 1951. Hamburger a Hamilton (1951) ve své studii

upozoriiuji na fadu faktordi, které mohou mit na svédomi nedostatek korelace mezi
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chronologickym v€kem a v€kem strukturdlnim. K témto faktorim patii napi. genetické
odlisnosti v rychlosti vyvoje riznych plemen slepic, dale pak sezénni rozdily
Vv zivotaschopnosti embryi ¢i ¢as, ktery uplyne od sneseni vejce k jeho inkubaci. Na
nedostate¢nou zavislost mezi chronologickym a strukturdlnim vékem ma dale vliv nejen
velikost kazdého vejce, teplota, pii které jsou vejce inkubovéana, ale i typ a velikost
inkubatoru. Proto cilem studie Hamburgera a Hamiltona bylo vytvofit systém pro
identifikovani kufecich embryi na zakladé vnéjsich morfologickych charakteristik, nikoli
na zakladé chronologického véku ¢i velikosti embrya. Béhem rtznych fazi vyvoje jsou
napadné odlisné struktury. Pro druhy a tteti inkubacni den je typicky pocet somitl, od
poctu 22 somitli, tedy od stadia 14 HH, je typicky vyrazny rist koncetin. Mezi ¢tvrtym a
devatym inkubacnim dnem jsou pro zarodek charakteristické zmény koncetin, kiidel a
zabernich obloukii. Nejuzite¢néjSimi ukazateli mezi osmym a dvanactym dnem jsou ocni
vicka a vyvijejici se pefi. Pro zbytek vyvoje kufeciho zarodku jsou pro ureni vyvojovych
stadii vyuzivany pfedevsim délka zobaku a prsti, protoze se uz v tomto obdobi neobjevuji

v podstaté Zadné nové struktury a zarodek ,,jen* roste (Hamburger a Hamilton, 1951).
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1.11 Zamér diplomové prace

Pfredmétem této prace bude vyuziti dvou alternativnich metod testovani
embryotoxicity latek na zarodku kufete. Prvni z nich bude dlouhodobé pouzivana in ovo
metoda CHEST, ktera se vyuziva k aplikaci testovanych latek od ED2 do ED6. Druhy den
je latka injikovana subgerminalné, od tfetiho do Sestého dne pak intraamnialné.
Nevyhodou subgermindlni aplikace testované latky na ED2 je jeji vyrazné nafedéni
zloutkem. Proto se pokusime vyvinout metodu SANDWICH, ktera by tuto nevyhodu
eliminovala. Kufeci zarodek bude pfenesen ze systému in ovo do systému in vitro, kde se
bude po celou dobu kultivace vyvijet na Zivném médiu v pfitomnosti testované latky.

Budeme testovat hypotézu, kde ocekavame zvySenou senzitivitu in vitro systému
vuci pasobeni testované latky. Piedpokladame totiz, Ze v tomto in vitro systému zajistime
pusobeni testované latky po celou dobu kultivace zarodku, a to ve vyssi koncentraci, nez je
tomu pii testovani na ED2 v systému in ovo, protoZe nebude dochazet k jejimu natfedéni.
K vypracovani metody SANDWICH zamérné pouzijeme vitamin A, resp. jeho metabolit
all-trans retinovou kyselinu, jehoz teratogenita byla prokazana snad na vSech laboratornich
zvifatech 1 na c¢lovéku, a jeho béZné pouzivané rozpoustédlo — dimethyl sulfoxid.
Ocekavame, ze all-trans retinova kyselina bude ptsobit embryotoxicky jak na zarodky
in ovo, tak in vitro. Teratogenni ucinek dimethyl sulfoxidu neoéekavame, letalni efekt by

vSak mohl byt zpiisoben jeho nejvyssimi testovanymi koncentracemi.
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2 CILE PRACE

1. Vypracovani in vitro metody SANDWICH za vyuziti kufeciho zarodku
zbaveného zloutku a kultivovaného na zivném médiu, za pouziti prokdzaného
teratogenu (all-trans retinové kyseliny) a jeho rozpoustédla (dimethyl
sulfoxidu).

2. Stanoveni odhadu zacatku pasma embryotoxicity prokazaného teratogenu
(all-trans kyseliny retinové) a bézného rozpoustédla (dimethyl sulfoxidu)
pomoci invitro metody SANDWICH a in ovo metody CHEST za pouziti

kuteciho zarodku.

3. Porovnani vysledki testovani all-trans kyseliny retinové a dimethyl sulfoxidu

ziskanych pomoci metody SANDWICH a CHEST na ED2.
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3 MATERIAL

Zakladnim materialem pro vSechny experimenty byly zarodky kuiete (Gallus
gallus domesticus) plemene COBB 500. Tyto zarodky byly ziskany ve formé
tzv. nasadovych vajec, tedy oplozenych vajec, zchovii firmy Xavergen a.s., z lihni
v Habrech. Nasadova vejce byla az do zahajeni inkubace udrzovana pii teploté okolo 15 °C
(Romanoff, 1960) proto, aby byl znemoznén jak vyvoj zarodkd, tak aby nebyla ohroZena
kvalita t&chto zarodki.

Celkem bylo pouzito vice jak 900 nasadovych vajec, ktera byla inkubovana. Pred
experimentem dochazelo k selekci mrtvych, spontanné malformovanych, nedostate¢né
vyvinutych ¢i ndmi poskozenych zarodkd. Po selekci vstoupilo do pokusu 440 zarodkd,
které byly testovany na embryotoxicky uc¢inek all-trans retinové kyseliny a dimethyl
sulfoxidu pomoci metody CHEST, a 225 zarodku, které byly testovany na embryotoxicitu
stejnych latek pomoci metody SANDWICH.
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4 METODY

4.1 Inkubace

Inkubace nasadovych vajec se provadéla v inkubatoru Gallekamp Plus II
Incubator. Jeho vyhodou je, Ze dokaze udrzet stalou teplotu S moznosti jejiho nastaveni na
jednu desetinu stupné. Inkubator bylo nutné vzdy zapnout zhruba o jednu hodinu diive
pied planovanym zacatkem inkubace, aby se dostatecné vytemperoval na nasi
pozadovanou teplotu, tedy na 37.5 °C, protozZe rust kufecich zarodkd probiha optimalné
pravé pii teploté¢ 37 az 38 °C (Peterka et al., 1996). Teplota v inkubatoru mohla mirn¢
kolisat, a dokonce se 1 nepatrné liSit v rdmci jeho celého objemu, ale pro nase ucely toto
kolisani tepletoty nepiedstavovalo zadnou komplikaci. Vlhost v inkubatoru byla
zajistovana pomoci nddob s vodou, které¢ se dle potieby dolévaly. Relativni vlkost se
pohybovala mezi 60 aZ 80 procenty.

Vejce se nasazovala do nosnych kovovych miizek. Kazdé vejce bylo
V horizontalni poloze umisténo do piislusného ¢tverce (rozmér 4.5 X 4.5 c¢cm) v ramci
kovové miizky tak, aby ve Ctverci lezelo diagonalné a v idealnim piipadé Spickou mirné
vzhiiru. VSechna vejce byla kladena do miizky ve stejném sméru, tim jsme zajistili lepsi
manipulaci s vejci. Vejce bylo tieba béhem inkubace otacet kolem dlouhé osy, vzdy cca o
ctvrt obratky (45°), a to idedln¢ kazdy den inkubace (az do vytvoieni okénka u metody
CHEST). Otaceni vajec imituje pfirozené podminky inkubace pod nosnou slepici a

zajistuje tak rovnomérné Cerpani vapniku z riznych oblasti skotapky.

4.2 Selekce zarodku - vstup do experimentu

Zarodky, které byly zahrnuty do jednotlivych experiment, byly peclivé
selektovany s ohledem na jejich vyvojové stddium a na vyskyt spontdnnich malformaci.
Mezi spontanni malformace, které jsme odhalili, patfila rumplessness, defekty neuralni
trubice (exencefalie, spina bifida), nevyvinuta alantois a vzacny nebyl ani vyskyt

siamskych dvojéat (viz Obr. 7).
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Obr. 7:

Spontanni malformace kufeciho zarodku: (A) exencefalie,

(B, C) spina bifida, (D) spina bifida a rozstép kaudalniho
konce zarodku,(E) hypoplazie alantois, (F) siamska dvojcata,

(G) rumplessness.
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4.3 CHEST (Chick Embryotoxicity Screening Test)

Metoda CHEST je vhodnou volbou pro testovani teratogenicity ruznych latek
predev§im proto, ze umoziuje selekci spontdnné malformovanych, mrtvych nebo pfi
manipulaci poskozenych zarodkl jesté pred samotnou aplikaci zndmého mnoZzstvi
testované latky subgermindlné nebo do amniového vaku zarodku kuiete. Tato metoda byla
vyvinuta béhem 70. let minulého stoleti (Jelinek, 1977).

V nasem piipadé byl metodou CHEST testovan embryotoxicky ucinek all-trans
retinové kyseliny (Sigma) a dimethyl sulfoxidu (Sigma). All-trans retinova kyselina
(ATRA) byla aplikovana kufecim zarodktim od ED2 do ED6 vcetné, a to v koncentracich
102 az 10° (davka od 30 pg do 0.003 pg ATRA ve 3 pl objemu). Zasobnim roztokem byl
roztok kyseliny o koncentraci 102, ktery obsahoval 10 % DMSO s kuiecim fyziologickym
roztokem (0.9 % chlorid sodny od firmy Hoechst-Biotika namichany v poméru 10 jednotek
fyziologického roztoku: 3 jednotkdm injekéni vody). Nasledujici koncentrace byly
ptipraveny dekadickym fed&nim (napf. koncentrace 10 se ziskala smichanim 100 pl 107
ATRA s 900 ul kufeciho fyziologického roztoku). Zasobni roztok byl vzdy michan v den
experimentu, aby se tak zajistila jeho lepsi kvalita a zabranilo se jeho rozkladu na svétle.
Dimethyl sulfoxid byl aplikovan kufecim zarodkium taktéZz od ED2 do ED6 vcetné, a to
v objemu 3 pl obsahujicich 100 %, 10 %, 1 % a 0.1 % DMSO. Vychozim roztokem bylo
100 % DMSO, ze kterého se ziskaly nasledujici koncentrace dekadickym fedénim pomoci
kuteciho fyziologického roztoku. Stejné jako v piipadé ATRA byly roztoky vzdy
piipravovany v den experimentu.

ATRA je latkou, ktera je rozpustna ve 100 % DMSO, ale pii nizSich
koncentracich DMSO se uz nerozpousti tak ochotng. Protoze na§ 10 vychozi roztok
kyseliny retinové byl ziskdn pfidanim ptislusSného mnozstvi ATRA do kufeciho
fyziologického roztoku obsahujiciho deset procent DMSO, ATRA se v roztoku rozpustila
jen Castecné, proto bylo nutné vytvofit suspenzi molekul pomoci ultrazvuku.

Jako kontrolni skupina slouZila vejce, ktera byla sice oteviena a méla okénko, ale

kterd nebyla naaplikovdna. Zaroven jako kontrola poslouzil i klesajici embryotoxicky

Cwwr

koncentrace jak DMSO, tak ATRA.
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Postup metody CHEST obsahoval tyto kroky:

1. Otevirani vajec - vytvotreni okének:

a.

Vejce se v piipadé¢ aplikace na ED2, resp. ED3 otevirala na ED2, resp. ED3,
v ptipad¢ aplikace na ED4 az ED6 se vejce otevirala na ED3, protoze
poskozeni pfi vytvareni okénka.

Vejce se naposledy otocila o Y4 obratky nejméné jednu hodinu pied
zaCatkem pileni okének.

Kazdé vejce bylo prosviceno a obycejnou tuzkou byla vyznacena
vzduchova bublina a okénko o rozméru zhruba 1.0 x 1.5 cm v misté
zarodku (na ED2 neni vétSinou umisténi zarodku vidét).

Skotapka byla lehce napilena pomoci elektrického brusného kotouce
Vv misté okénka tak, aby nedoslo k poruSeni papirové membrany.

Nasledné¢ bylo za sterilnich podminek provedeno probodnuti skofapky
bodylkem v mist¢ vzduchové bubliny pro poklesnuti zarodku a rucni
dobrouseni napileného okénka kovovym pilnikem az na uroven papirové
membrany, kterd by se neméla propilit.

Poté¢ jsme naplocho piilozili skalpel ostrou hranou ke zvolené strané
okénka, zasunuli ho pod jeho okraj a opatrné odklopili skotfapku tak, aby
papirova membrana zlstala neporuSena.

V misté okénka jsme zakapli papirovou membranu kuiecim fyziologickym
roztokem a pozorovali jsme, zda se objevi vzduchova bublina. Pokud se
bublina objevila, tak jsme se V jejim misté snazili opatrné membranu
probodnout pinzetou. Pokud se bublina neobjevila, tak jsme prodéravéli
papirovou membréanu v misté, kde jsme nevidéli ani cévy, ani zarodek.
Nasledné¢ jsme od wvnitiniho okraje skotfapky sterilni pinzetou zacali
odstrafiovat papirovou membranu po celém obvodu okénka a nakonec jsme
okénko pinzetou zacistili tak, aby po jeho obvodu nevy¢nivaly zadné zbytky

papirové membrany.
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2. Zavirani okénka:

a.

e.

Do sklenéné pasteurky byl nabran tekuty parafin. Nejprve byl zalepen otvor
po propichnuti vzduchové bubliny a nasledné¢ byl vytvofen parafinovy
ramecek okolo okénka.

Do pinzety jsme uchopili sklicko odpovidajici velikosti a nahtali ho nad
kahanem. Poté jsme ho pfilozili na parafinovy ramecek okénka a jemné
jsme ho pfitlacili proti skofapce.

Pokud ztstaly mezi parafinovym rameckem a sklickem néjaké Stérbiny, tak
jsme je opét pomoci parafinu peclivé utésnili. Je totiz nutné, aby nezistal
otvor mezi sklickem a parafinovym ramecCkem z divodu ochrany pted
moznym prunikem infekce.

Poté, co jsme vejce fadné zavieli, byla vracena zpct do inkubatoru,
okénkem smérem vzhiiru a vodorovné.

Od této chvile se jiz vejce nesmi otacet!

3. Aplikace testované latky:

a.

b.

Subgerminalni aplikace (ED2):

I. Aplikace testované latky se provadéla subgerminalné pod
stereomikroskopem Leica MZ 6 pomoci sklené¢ mikropipety
nakalibrované na objem 3 pl do oblasti kaudalni ¢asti zarodku.

il. Nasledn¢ bylo vejce zavieno (viz bod 2).

iii. Dalsi manipulace s vejci probihala podle bodu 4 a 5.

Intraamnialni aplikace (ED3 az ED6):

i. Pomoci kovového pilniku nahiatého nad plamenem se vejce opét
oteviela (diky nahfdtému pilniku, ktery se pfilozil na sklicko, se
rozehtal 1 parafinovy rdmecek pod nim a sklicko tak z parafinového
ramecku snadno sklouzlo).

ii. Nasledné se pod stereomikroskopem Leica MZ 6 pomoci sklené
mikropipety nakalibrované na objem 3 pl naaplikovala testovana
latka do amniového vaku zarodku.

iii. Po aplikaci se okénko opét zavielo tak, Ze se nad kahanem nahtélo
nove sklicko a pfiloZilo se na parafinovy ramecek. Dle potfeby byly
parafinem utésnény i Stérbiny mezi sklickem a parafinovym

rameckem.
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Iv. Zaviena naaplikovana vejce se vratila do inkubatoru.
v. Pozn. v ptipadé aplikace na ED3 byla vejce oteviena (viz bod 1),
nasledné naaplikovana (viz bod 3-b-ii) a zaviena (viz bod 2)

a vracena do inkubatoru.

4. Prubézna kontrola vajec:

a.

b.

Vv

Ode dne aplikace az do dne odbéru (ED9) se vejce priubézné kontrolovala
a mrtvé zarodky se vytazovaly.
Mrtvé zarodky se prohlédly pod stereomikroskopem a do protokolu se

zaznamenalo jejich vyvojové stadium, den umrti a ptipadné vyvojové vady.

5. Odbér zarodki (ED9):

a.

Devaty embryonalni den se pomoci skalpelu odstranilo sklicko a Siroce se
oteviel prostor okénka tak, aby byl zarodek dobfte ptistupny.

Pomoci pinzety a nlizek se zarodek vystiihal ze zarodecnych obali, poté se
v oblasti krku uchopil ha¢kem a piendal do kovové misky (10 x 3 x 2 cm).
Odebrané¢ zarodky se zvazily a jejich hmotnost se zaznamenala do
protokolu.

Nakonec byl kazdy zéarodek prohlizen pod stereomikroskopem s cilem
odhalit vyvojové vady. VSimali jsme si piedev§im hlavy (exencefalie,
mikroftalmie, anoftalmie, rozsté€p zobaku, cross-beak, hypoplazie maxily ¢i
mandibuly), koncetin (polydaktilic, syndaktilie, reduk¢ni deformity),
kaudalni oblasti (rumplessness, spina bifida, syndrom kaudalni regrese) a
trupu (eventrace). Po vnéjsi examinaci zarodku byla rozstiizena télni sténa
na bfiSni stran¢ a provedena kontrola srdce (defekt mezikomorové
ptepazky, redukce poctu velkych cév, transpozice velkych cév).

Vsechny odhalené vyvojové vady byly zaznamenany do protokolu.
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4.4 SANDWICH

SANDWICH je nami vyvinutda metoda pro kultivaci kufecich embryi in vitro
Vv pritomnosti testované latky. Oproti metodé¢ CHEST je tento systém zbaven Zloutku a
zarodek se vyviji na zivném médiu v Petriho misce v inkubatoru pii 37.5 °C. Slozeni
zivného média je modifikaci zivného média pouzivaného Hu et al. (2005) pro kultivaci
mysich bunék zubniho mezenchymu a epitelu in vitro.

Stejné jako u metody CHEST jsme testovali teratogenni ucinek all-trans retinové
kyseliny a DMSO. Testované koncetrace ATRA v Zivném médiu byly v rozsahu od 10° do
107, v ptipadé DMSO byla experimentu podrobena Zivna média obsahujici 10 %, 5 %,
1 %, 0.5 %, 0.1 %, 0.03 %, 0.04 %, 0.003 % nebo 0.004 % DMSO.

ATRA byla vzdy rozpusténa ve 100 % DMSO a piislusné mnozstvi tohoto
roztoku bylo pfiddno do Zivného média tak, abychom ziskali poZadovanou koncentraci
kyseliny retinové v médiu. Pii té€chto pokusech slouzila jako kontrola Zivna média
obsahujici DMSO, které bylo pfidano do Zivného meédia ve stejném mnozstvi jako
v ptipadé¢ ATRA rozpusténé v DMSO. Jak v ptipadé pokusi s DMSO, tak s ATRA byla
také Casto jako kontrola pouzivéana ,Cista* zivna média, tedy média bez testované latky.

Postup metody SANDWICH obsahoval n¢kolik nasledujicich kroki:

Priprava pomiicek - den pred experimentem (na 10 testovanych zarodkait):
1. Den ptfed zahajenim experimentu jsme si ptipravili potfebné pomiicky:

a. 10x Petriho miska s vickem (pramér 5.5 cm) - pro inkubaci zarodkua
in vitro

b. 2x Petriho miska (primér 15 ¢cm) - na rozklepavani vajec

c. 1x Petriho miska (pramér 12 cm) - na oplachnuti ,,sandwiche*

d. 1x Erlenmeyerova bafika (pramér hrdla 2.7 c¢m) - pro umisténi krouzku
Z filtracniho papiru

e. 1x kadinka - pro sterilizaci nastroji pfi pokusu

f. minimalné 30x papirovy krouzek z filtracniho papiru (vnéjsi primeér 4 cm a
vnitini pramér 2.5 cm)

g. 2x pinzeta nerezovd lomena se SpiCatymi Celistmi - na zachdzeni
S papirovymi krouzky a se ,,sandwichem

h. 1x ntzky nerezové - pro vystfizeni zarodku na zloutkové membrané

I.  1x kopist - pro jednodussi navazeni ptislusného mnozstvi ATRA
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2. Vsechny vySe zminéné pomucky (az na pinzety a nizky) jsme zabalili do alobalu a
dali na 2 hodiny do sterilizatoru (MEMMERT UM 400 oven), ktery byl nastaven
na 180 °C.

Priprava pomiicek pro preneseni zarodku kurete na zZivné médium v den experimentu:

1. V den pokusu jsme si nejprve vodou a poté alkoholem omyly pracovni plochu.

2. Na omytou pracovni plochu jsme umistili ¢isté filtracni papiry.

3. Ptipravili jsme stereomikroskop a vSechny pomtcky, které jsme si dali den pred
experimentem vysterilizovat.

4. Do kadinky jsme nalili 80 % ethanol, abychom mohli mezi kaZzdou aplikaci nastroje
(pinzety, niizky) sterilizovat.

5. Zapnuli jsme vyhtivaci desku typu VD-I a na ni dali ohtat cca 30 ml BGJb média
urceného pro oplach ,,sandwiche®.

6. VSechny Petriho misky uréené pro kultivaci kufecich zarodkii jsme si fadné
oznacili, tak abychom méli piehled, v jaké misce je jaky zarodek a jaka
koncentrace testované latky.

Priprava Zivného média (v lamindrnim boxu, Jouan MSC 12):
1. Piipravili jsme si zivné médium potiebné na inkubaci 10 kufecich zarodka
(tedy 50 ml).
a. Do falkonky jsme ptidali nasledujici latky (celkovy objem 51.5 ml):
i. 40 ml BGJb medium (Fitton-Jackson Modification) (1X) liquid
(Gibco), nebo DMEM/F-12+GlutaMAX™-1 (DMEM/F-12 (Ham)
(1:1) 1X (Gibco)
ii. 10 ml FBS (Fetal Bovine Serum, Sigma)
iii. 500 pl vitaminu C - z 18 mg L-ascorbic acid (Sigma) na 1 ml
DMEM/F-12+GlutaMAX™-1 (DMEM/F-12 (Ham) (1:1) 1X
(Gibco)
iv. 500 pl L-glutamine 200 nm (100X) (Gibco)
V. 500 pl gentamicin 50 mg/ml (Gibco)
b. Obsah falkonky jsme promichali.
C. Zivné médium jsme sterilng piefiltrovali pomoci 0.22um filtru do nové
falkonky.
i. Zivného média jsme vzdy pfipravovali o néco vice, protoze pfi

filtrovani dochdzelo k jeho ztratam.
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4.

d. Zivné médium ve falkonce jsme vloZili do inkubétoru (=37 °C), aby se
prohiélo.

e. B&hem doby, kdy se Zzivné médium zahiivalo v inkubdtoru, jsme si
ptipravili agar:

i. 350 mg agarosa, Type VII (Sigma) se smichalo s 10 ml injek¢éni
vody v Erlenmeyerové baice, ktera se z vrchu piekryla alobalem.

ii. Obsah Erlenmeyerovy bainky se pomalu zahtival nad propan-
butanovym hotdkem azZ do chvile, kdy byl cely ¢iry a viel.

f. 50 ml zivného média se ve falkonce smichalo s5 ml agaru (na 10 ml
zivného média se ptidal 1 ml agaru). Obsah se promichal a falkonka se
vratila zpét do inkubatoru.

Do zivného média smichaného s agarem byla ptfidana testovana latka (ATRA,
DMSO), popt. zivné médium ziistalo bez testované latky s cilem ziskat kontrolni
skupinu. Obsah falkonky se promichal.

Na kazdou Petriho misku (o priiméru 5.5 cm) se napipetovalo 5 ml zivného média
S agarem a testovanou latkou. Misky se ptikryly sklenénymi vicky.

Obsah Petriho misek se nechal zatuhnout (nejlépe pii 6 °C).

Preneseni zarodkii kurete na Zivné médium (za semisterilnich podminek)

(fotodokumentace zptisobu pienosu zarodku na zivné médium Vviz Ptiloha 2):

1.
2.

Kufeci zarodky byly inkubovany ve vejci az do ED2 (viz kapitola ,,Inkubace®).
Kazdé vejce bylo nasledné rozklepnuto o dno velké Petriho misky tak, aby byl
zarodek na povrchu zloutkového vaku umistén co nejvice centraln¢.

Kazdy zarodek byl prohlédnut pod stereomikroskopem Leica MZ 6 s cilem urcit,
zda je zarodek zivy a jaké je jeho vyvojové stadium vzhledem k hodnoceni podle
Hamburgera a Hamiltona (1951).

Pokud byl zarodek stadia 12 HH az 13+ HH, pak byl vyuzit v experimentu.
Krouzek z filtraéniho papiru byl pomoci pinzety poloZen na Zloutkovy vak tak, aby
byl zarodek uprostted krouzku. Papirovy krouzek byl nasledné¢ pomoci pinzety
jemné pritisknut k zloutkovému vaku.

Poté byl tento papirovy krouzek pomoci nlizek obstfizen dokola tak, aby po
nasledném uchopeni krouzku do pinzety byl na tomto krouZku uchycen zarodek na

zloutkové (vitelinni) membrané€.
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7. Prvni papirovy krouzek spolu se zarodkem na zloutkové membrané byl posléze
pfenesen na druhy krouzek z filtraéniho papiru o stejné velikosti tak, aby vznikl
jakysi ,sandwich®“ (prvni papirovy krouzek - zarodek na vitelinni
membrané - druhy papirovy krouzek).

a. Druhy krouzek byl umistén horizontalné na hrdle Erlenmeyerovy baiiky.

8. Oba krouzky k sobé byly potom pomoci pinzety ,,secvaknuty* na n¢kolika mistech,
tento ukon zajistil, ze se zarodek na zloutkové membrané nemél tendenci shrnout.

9. Tento ,sandwich® byl uchopen do pinzety a jemné oplachnut v Petriho misce
s BGJb médiem proto, aby se zarodek ocistil od zbytki zloutku.

a. Médium v misce bylo vyhtaté alesponn na 30 °C, aby nebyl zarodek
vystaven nahlé zmeéné teploty.

10. Takto oplachnuty ,.sandwich* se ihned ptenesl na Petriho misku obsahujici Zivné
médium.

a. Zivné médium v Petrino misce, na které se umistoval ,sandwich®, bylo
zahtaté na vyhiivaci desce alespont na 30 °C ze stejnych divodu, jako
Vv piipadé média, ve kterém byl ,,sandwich* oplachovan.

b. Mezi zarodkem a zivnym médiem nesméla vzniknout vzduchova bublina.

11. Petriho miska se opét priklopila vickem a umistila se do inkubatoru
SANYO MCO-5M (UV); O,/CO; incubator vytemperovaného na 37.5 °C.

Hodnoceni efektu testovane latky:

1. Zéarodky vyvijejici se na zivném médiu Vv Petriho misce byly kontrolovany pod
stereomikroskopem Leica MZ 6 zhruba kazdych 24 hodin (tedy po 24 hod, 48 hod,
72 hod a prilezitostné i po 96 hod od aplikace).

2. U kazdého zarodku byla pofizena obrazovd dokumentace diky propojeni
stereomikroskopu Leica MZ 6 se softwarem LAS EZ.

3. Smrt a jiné viditelné zmény na zarodku se zaznamenavaly do protokolu.

4. Utinek testované latky byl hodnocen po 24 hodinich od preneseni zarodku na
zivné médium (ED3), v pfipad€ u¢inku DMSO (naméstnana krev v oblasti dolnich

koncetinovych pupenti zarodku) i po 48 hodinach (ED4).
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4.5 Histologické zpracovani tkané

Histologicka analyza dolnich koncetinovych pupent byla provedena u zarodka
vystavenych pusobeni 1 % DMSO in vitro v porovnani s pupeny dolnich koncetin
kontrolnich jedinct. Postup histologického zpracovani tkani obsahoval nékolik
nasledujicich kroki:

1. Zérodek byl odebran na EDA4.
2. Fixace zarodku probihala v Bouin Holland (Penta) po dobu nejméné 7 dni.
3. Nasledné doslo k zaliti zarodku:

a. 80 % ethanolum: min 24 hod

b. 96 % ethanolum (v/v) (Penta): 60 min

c. 96 % ethanolum (v/v) (Penta): 60 min

d. 96 % ethanolum (v/v) (Penta): do druhého dne
e. ethylalkohol absolutni p.a. (Penta): 30 min

f. ethylalkohol absolutni p.a. (Penta): 30 min

g. ethylalkohol absolutni p.a. (Penta): 60 min

h. toluen Cisty (Penta): 10 min

toluen Cisty (Penta): 10 min
J. parafin Paraplast® X-TRA (Sigma): 60 min
K. parafin Paraplast® X-TRA (Sigma): 60 min
|.  parafin Paraplast Plus® (Sigma): 90 min
m. parafin Paraplast Plus® (Sigma): 90 min
n. parafin Paraplast Plus® (Sigma): pies noc
4. Poté jsme vytvotili parafinovy blocek.
5. Krajeli jsme parafinové fezy pomoci Mikrotom Leitz na 10 pum.

6. Nasledné¢ jsme parafinové fezy barvili:

a. xylen Cisty, smés izomeril (Penta): 10 min
b. xylen Cisty, smés izomert (Penta): 10 min
c. ethylalkohol absolutni p.a. (Penta):5 min
d. ethylalkohol absolutni p.a. (Penta):5 min
e. 96 % ethanolum (v/v) (Penta):5 min

f. 96 % ethanolum (v/v) (Penta): 5 min

g. alcianové modf: 10 min
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h. tekouci voda: 10 min
I. destilovana voda: 5 min
J-  hematoxylin: 30-35 s
K. tekouci voda: 10 min
I.  destilovana voda: 5 min
m. eosin: 25s
n. destilovana voda: 5 min
0. 96 % ethanolum (v/v) (Penta):5 min
p. 96 % ethanolum (v/v) (Penta): 5 min
g. ethylalkohol absolutni p.a. (Penta):5 min
r. ethylalkohol absolutni p.a. (Penta):5 min
S. xylen ¢isty, smés izomerd (Penta): 5 min
t. xylen ¢isty, smés izomerd (Penta): 5 min
7. Po barveni jsme parafinové fezy montovali pomoci bezvodného montovaciho
média Neo-Mount® (Merck).
8. Vzorky jsme prohlizeli pod mikroskopem ZEISS Primo Star a pofizovali
fotodokumentaci pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Leica DMI6000 B a

piidruzeného softwaru.

Pozn. pouzitd barviva:
1. Alcianova modr-
0.2 g Alcian blau 8 GX (Merck)
458 ml 70 % ethanolum

15 ml ledové kyseliny octové - acetic acid 100 % puriss (glacial) (Sigma)

2. Hemytoxylin:
1 000 ml destilované vody
1 g hematoxylin krystalicky (BDH)
0.2 g jodi¢nanu sodného p.a. (Penta)
91.9 g siranu draselno-hlinitého dodekahydrétu (Penta)
50 g chloralhydratu c¢istého (Penta)

1 g kyseliny citronové monohydratu p.a. (Lachema Brno)
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3. Eosin:

0.5 g eosinu (Merck)
500 ml injekéni vody
5 kapek ledové kyseliny octové - acetic acid 100 % puriss (glacial) (Sigma)
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5 VYSLEDKY

5.1 SANDWICH, zivna média

Nejprve byly otestovany rozdily mezi zivnym médiem obsahujicim BGJb médium
a zivnym médiem obsahujicim DMEM/F-12+GlutaMAX™-I (dile jen DMEM/F)
médium. Otestovana byla jak zivnd média bez testované latky (kontrolni médium), tak
S testovanou latkou (1 % DMSO). Mezi Zivnymi médii obsahujicimi BGJb nebo DMEM/F
médium nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil ve sledovaném znaku, tedy
V tvorbé vitelinnich cév ani v ptipadé¢ médii neobsahujicich testovanou latku, ani u médii
obsahujicich 1 % DMSO.

Pro dose-response ucinek (G¢inek v zavislosti na davce, popf. koncentraci)
dimethyl sulfoxidu (DMSO) bylo pouzito jen BGJb médium. Ale v piipad¢ all-trans
retinové kyseliny bylo pro dvé nejvyssi testované koncentrace (10 a 10™) pouzito médium

DMEMV/F, pro ostatni koncentrace pak vyzivnéjsi médium BGJb.

5.2 SANDWICH, DMSO

5.2.1 DMSO dose-response

Utinky rtiznych koncentraci dimethyl sulfoxidu (DMSO) na kufeci zarodek
invitro byly zkoumany pomoci metody SANDWICH. Testované koncentrace DMSO
byly: 10 %, 5%, 1 %, 0.5 %, 0.1 %, 0.03 %, 0.04 %, 0.003 % a 0.004 %. DMSO bylo
fedéno zivnym médiem (BGJb). Uginek DMSO na dvoudenni zarodek byl hodnocen po 24
a 48 hodinach od aplikace, tedy na ED3 a ED4. Hodnocenymi parametry byla smrt, tvorba
vitelinnich cév, resp. napojeni a nenapojeni zarodku K area vasculosa, piitomnost krve
vV kaudalni oblasti embrya, predev§im pak v oblasti dolnich koncetinovych pupent a

nakonec normalni fenotyp zarodku.

5.2.2 Kontrolni skupina

Jako kontrolni skupina byly pouZity zarodky, které se vyvijely na kontrolnim
zivném médiu (BGJb médium), tedy na médiu bez ptidaného DMSO. VSechny tyto
zarodky vykazovaly normalni fenotyp. Normalni fenotyp jednoho ze zarodkd je vidét na
obrazku (viz Obr. 8).
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Obr. 8:  Zivy zarodek z kontrolni skupiny.

5.2.3 Efekt jednotlivych testovanych koncentraci DMSO
Efekt 10 % a 5 % DMSO

Jak 10 % DMSO, tak 5% DMSO zpusobilo smrt u sta procent zarodkd do
24 hodin od aplikace. Vzhled typicky pro mrtvé zarodky je vidét na obrazku (viz Obr. 9).

Obr.9:  Mrtvy zarodek vystaveny pusobeni 10 % DMSO (vlevo) a 5 % DMSO

(vpravo).

Efekt 1 % DMSO

1 % DMSO nezptisobilo smrt zddnému ze zarodki. U vSech testovanych zarodkl
doslo k tvorbé vitelinnich cév, a tedy k jejich napojeni k area vasculosa. Piekvapivym
ucinkem 1 % DMSO vsak bylo nashromdzdéni krve v oblasti pupenli dolnich koncetin.

Z dvaceti testovanych jedincti se krev v dolnich koncetinovych pupenech objevila u tii z
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nich jiz u ED3 a u Sestnacti zarodkd az na ED4. Pouze jeden zarodek vykazoval normalni
fenotyp. Celkovy vzhled, ale i detail kaudalni oblasti jednoho ze zarodku vystavenych
pusobeni 1 % DMSO je vidét na obrazku (viz Obr. 10).

Obr. 10: Zivy zarodek vystaveny ptisobeni 1 % DMSO s naméstnanou krvi

V pupenech dolnich koncetin (vlevo) a detail kaudalni oblasti zarodku

(vpravo).

Efekt 0.5 % DMSO

0.5 % DMSO nebylo pro kufeci zarodky letalni. VSechny zéarodky vytvoftily
vitelinni cévy. Avsak, stejné jako v pfipadé 1 % DMSO, se celkem u osmi zarodkl z
dvaceti objevila naméstnand krev v oblasti dolnich koncetinovych pupenii. U sedmi
zarodki byla krev patrna jiz po 24 hodinach od aplikace a pouze u jednoho zarodku az po

48 hodinach. Vzhled zarodku vystaveného 0.5 % DMSO je vidét na obrazku (viz Obr. 11).
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Obr. 11: Zivy zarodek vystaveny ptisobeni 0.5 % DMSO s naméstnanou krvi

Vv pupenech dolnich koncetin.

Histologické iezy - krev v oblasti dolnich konéetinovych pupent

Analyza transversalnich histologickych fezii zérodkii vystavenych ptlisobeni
1 % DMSO odhalila zvyseny vyskyt ¢ervenych krvinek (erytrocytti) ve vacich vystlanych
endotelem v dolnich koncetinovych pupenech zarodku na tkor vyskytu mesenchymu

V porovnani s kontrolnimi zarodky (viz Obr. 12 a Obr. 13).
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Obr. 12: Transversalni histologické fezy kufecim zarodkem, ktery byl
vystaven pusobeni 1 % DMSO (A-aorta, AER-apical ectodermal ridge,
Ek-ektoderm, En-endotel, Er-erytrocyty, Ch-chorda, NT- neuralni

trubice).
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Obr. 13: Transversalni histologické fezy kuiecim zarodkem, ktery se vyvijel na
kontrolnim médiu (A-aorta, AER-apical ectodermal ridge,
Ek-ektoderm, Ch-chorda, M-mesenchym, NT-neuralni trubice,
SK-sit’ kapilar).
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Efekt 0.1 % DMSO a DMSO o niZsich koncentracich

0.1 % DMSO bylo testovano na osmi zarodcich. Tato koncentrace neméla letalni
efekt, vSechny zarodky vytvofily vitelinni cévy, napojily se k area vasculosa a u zadného
jedince se jiz neobjevila naméstnana krev v oblasti dolnich koncetinovych pupend.
Normalni vzhled zarodku vystaveného 0.1 % DMSO je vidét na obrazku (viz Obr. 14).

Dalsi niz$i testované koncentrace DMSO (0.03 %, 0.04 %, 0.003 % a 0.004 %)

byly pochopitelné neucinné a zarodky vykazovaly normalni fenotyp.

Obr. 14: Zivy zarodek vystaveny ptisobeni 0.1 % DMSO.

5.2.4 Embryotoxicky efekt DMSO na zarodek kuiete

Mezi testovanymi koncentracemi DMSO byl shledan vyznamny rozdil
V hodnocenych parametrech na zaklad¢ Pearsonova chi-kvadratu (hodnota Pearsonova chi-
kvadratu: 231.858; sv=27, p< 0.001). Hodnocenymi parametry byla smrt zarodku,
ptritomnost naméstnané krve v oblasti dolnich koncetinovych pupent, a normalni fenotyp
zarodku. Smrt do 24 hodin od aplikace nastala pouze v ptipadé 5 % a 10 % DMSO. Krev
v oblasti dolnich konc¢etinovych pupent se vyskytovala pouze tehdy, pokud byly zarodky
vystaveny pusobeni 1 % nebo 0.5 % DMSO. Ostatni koncentrace DMSO zéarodky kurat
nijak neposkozovaly, a tyto zarodky vykazovaly normalni fenotyp, aZ na dva zarodky
z koncentrace DMSO 0.03 %, kde nedoslo k vytvofeni vitelinnich cév. Procentualni
zastoupeni mrtvych zarodkt, zarodki, u kterych se vyskytla krev v dolnich konc¢etinovych
pupenech, a procento normalnich zarodkd je vidét v nasledujicich grafech (viz Obr. 15,
Obr. 16, Obr. 17).
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Odhadovany zacatek pasma embryotoxicity byl stanoven mezi takovymi dvéma
testovanymi koncentracemi, kde suma mrtvych a malformovanych zarodka ptesdhla 30 %
hranici. Tato hranice pfedstavuje miru spontdnniho thynu a malformaci zarodka (Jelinek et
al., 1985). Odhadovany zacatek pasma embryotoxicity DMSO se tedy nachazel mezi 0.1 %
a 0.5 %.
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Obr. 15: Procentualni zastoupeni mrtvych zarodki u jednotlivych testovanych

koncentraci DMSO a u kontroly.
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Obr. 16: Procentualni zastoupeni naméstnané krve v oblasti dolnich
koncetinovych pupenti zarodkt u jednotlivych testovanych

koncentraci DMSO a u kontroly.
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Obr. 17:  Procentualni zastoupeni vyskytu normalniho fenotypu zarodku

u jednotlivych testovanych koncentraci DMSO a u kontroly.
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53 CHEST, DMSO

5.3.1 DMSO dose-response

Embryotoxicky uc¢inek dimethyl sulfoxidu na zarodek kufete byl testovan pomoci
in ovo metody CHEST. Na jedincich riizného stati, od ED2 do ED6, bylo testovano 0.1 %.
1 %, 10 % a 100 % DMSO v objemu 3 pl.

5.3.2 Efekt DMSO v zavislosti na dni aplikace
Efekt DMSO na zarodek kuiete (ED2)

Zarodky vystavené piisobeni riznych koncentraci DMSO druhy embryonélni den
nevykazovaly ani zvySenou umrtnost, ani vy$§i miru vyskytu vrozenych vad. Jedina
malformace, ktera byla odhalena v den odbéru u zarodku vystaveného pusobeni 10 %
DMSO, byla rumplessness. Ostatni piezivsi zarodky vykazovaly normalni fenotyp. Pocty

mrtvych, malformovanych a normalnich zarodku jsou uvedeny v tabulce (viz Tab. 2).

Tab. 2:  Pocty normalnich, malformovanych (v¢etné¢ malformacniho spektra)

a mrtvych zarodki po aplikaci DMSO na ED2 metodou CHEST".

ED2
ufinek / koncentrace 100% 10% 1% 0.1%

Inorma'lni 8 9 9 10
Imalformovani 0 1 0 0

malformace kandy 1 /

malformace obliceje

malformace kondcetin

malformace srdce / /

malformace brisni siény
Jmrtvi 4 0 1 0

celkem 10 10 10 10

* pozn. malformace neodhalena = /
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Efekt DMSO na zarodek kurete (ED3)

Z jedinct, kterym bylo 100 % DMSO aplikovano 3. embryondlni den, jich osm
uhynulo do 24 hodin od aplikace a jeden uhynul az 7. embryonalni den. Jediny zarodek,
ktery se dozil 9. dne, byl silné¢ malformovany. Postizena byla biiSni sténa (eventrace),
koncetiny (reduk¢ni deformity), kaudalni oblast zarodku (rumplessness) a srdce

(Kettlerova transpozice piredsini - viz Obr. 18).

Obr. 18: Kettlerova transpozice piedsini (prava i leva ptedsin se nachazi vlevo,

viz zluta Sipka).

U nizsich koncentraci se nevyskytovala zvySend letalita, ani zvySeny vyskyt
vyvojovych vad. Jedinou, pravdépodobné spontanni, malformaci odhalenou mezi zarodky
vystavenymi pusobeni DMSO o koncentraci 10% byla opét rumplessness. Pocty mrtvych,

malformovanych a normalnich zarodku jsou uvedeny v tabulce (viz Tab. 3).

Tab. 3:  Pocty normalnich, malformovanych (véetné malformacniho spektra)

a mrtvych zarodki po aplikaci DMSO na ED3 metodou CHEST.

ED3
uéinek / koncentrace 100% 10% 1% 0.1%

||mrmﬂ'l|u' 0 10 10
Jmatformovani 1 0 0 1

malformace kandy 1 / 1

malformace obliceje

malformace kondcetin 1

malformace srdce 1 / /

malformace brisni siény 1
Jmrtvi 0 0 0 0

celkem 10 10 10 10
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Efekt DMSO na zarodek kuiete (ED4)

U zéarodku vystavenych pisobeni riznych koncentraci DMSO ¢tvrty embryonalni
den nebyl odhalen zvySeny vyskyt vyvojovych vad ani uhynu zarodkt. Jedina odhalena
malformace byla identifikovana u zérodku ze skupiny vystavené piisobeni 10 % DMSO.
Tento zarodek mél postizenou svou kaudalni oblast. Pocty mrtvych, malformovanych a

normalnich zarodka jsou uvedeny v tabulce (viz Tab. 4).

Tab. 4:  Pocty normalnich, malformovanych (véetné¢ malformacniho spektra)

a mrtvych zarodk po aplikaci DMSO na ED4 metodou CHEST.

ED4
ufinek / koncentrace 100% 10% 1% 0.1%

Jnormiilni 7 9 8 7
Jmatformovani 0 1 0 0

malformace kaudy 1 / [

malformace obliceje f

malformace kondetin

malformace srdce / /

malformace bFisn stény
Jmorevi 3 0 2 3

celkem 10 10 10 10

Efekt DMSO na zarodek kuiete (ED5)

Ve skupiné¢ zarodka, které byly vystaveny ucinku riznych koncentraci DMSO
paty den vyvoje, nebyla odhalena zddna vyvojova vada. Procento mrtvych zarodkt pro
jednotlivé koncentrace nepifesdhlo dvacet procent. Pocty mrtvych, malformovanych a

normalnich zarodki jsou uvedeny v tabulce (viz Tab. 5).

Tab. 5:  Pocty normalnich, malformovanych (v€etné malformacniho spektra)

a mrtvych zarodkl po aplikaci DMSO na EDS5 metodou CHEST.

ED3
ufinek / koncentrace 100% 10% 1% 0.1%

Joormiilni 10 8 8 10
Jmatformovani 0 0 0 0

malformace kaudy / [

malformace obliceje

malformace kondcetin

malformace srdce / /

malformace bFisni stény
Jmorevi 0 2 2 0

cellem 10 10 10 10
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Efekt DMSO na zarodek kurete (ED6)

Ve skupiné zarodkl, kterym bylo aplikovano DMSO Sesty embryonalni den,
nebyla odhalena zvySend mortalita zarodkd. U ptezivSich zarodkti nebyla v den odbéru

nalezena zadna vyvojova vada. VSechny zijici zarodky mély normalni fenotyp. Pocty

mrtvych, malformovanych a normalnich zarodka jsou uvedeny v tabulce (viz Tab. 6).

Tab. 6:  Pocty normalnich, malformovanych (v¢etné malformacniho spektra)

a mrtvych zarodk po aplikaci DMSO na ED6 metodou CHEST.

ED 6
ucinek / koncentrace 100% 10% 1% 0.1%

normailni 8 9 9 8
malformovani 0 0 0 0

malformace kaudy ' ' '

malformace obliceje

malformace koncetin

malformace srdce ! /

malformace bFfsnt stény | | / /
mrtvi 2 1 1 2
celkem 10 10 10 10

5.3.3 Zavislost pocétu mrtvych a malformovanych zirodki na aplikované
koncentraci DMSO
Celkovy pocet (suma) mrtvych a malformovanych jedinct (D+M) v zavislosti na
aplikované davce (koncentraci) DMSO je vidét v grafu (viz Obr. 19). Pouze 100 % DMSO
dokazalo zabit ¢i malformovat vice jak 30 % jedincii. Hranice 30 % totiz odpovida
spontanni miie Uhynu a poskozeni zarodki béhem vyvoje (Jelinek et al, 1985).
Odhadovany zacatek pasma embryotoxicity se tedy nachazi nékde mezi koncentraci 10 %
a 100 % dimethyl sulfoxidu aplikovanych ve 3 pl. Suma mrtvych a malformovanych
zarodkt pro koncentrace DMSO od 0.1 % do 10 % neni vyznamna, protoze nepiesahla
30 % hranici.
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Obr. 19: Zavislost po¢tu mrtvych a malformovanych zarodka (D+M) na
aplikované koncentraci DMSO v objemu 3 ul od ED2 do ED6.

V grafu zavislosti poctu mrtvych (D) a malformovanych (M) zarodki na
aplikované koncentraci DMSO v objemu 3 ul (viz Obr. 20) je vidét, Ze nejvice mrtvych
(32 %) zarodkl je disledkem aplikace DMSO o nejvyssi koncentraci, pocet mrtvych
jedinc u nizSich testovanych koncentraci se pohybuje od 6 do 12 9%. Pocet
malformovanych jedincli napfi¢ testovanymi koncentracemi DMSO je minimalni a

neptesahuje 4 %.
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Obr. 20: Zavislost po¢tu mrtvych (D) a malformovanych (M) zarodkid na
aplikované koncentraci DMSO v objemu 3 pl od ED2 do ED6.

5.3.4 Zavislost potu mrtvych a malformovanych zarodki na dni aplikace
DMSO

Celkovy pocet (suma) mrtvych a malformovanych zarodka (D+M) v zavislosti na

dni aplikace DMSO je vidét vgrafu (viz Obr. 21). Nejvys$si pocet mrtvych a
malformovanych jedinct je dusledkem aplikace DMSO na tifetim nebo Ctvrtém
embryondlnim dni. 100 % DMSO aplikované tieti nebo c¢tvrty den inkubace mélo
bezprostiedni efekt na srdce. U vétSiny jedincl byla pozorovana zvySena srdecni frekvence
(tachykardie) a po zhruba 10 minutach od aplikace zacalo dochazet i k selhavani krevniho

ob¢hu na periferii.
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Obr. 21: Zavislost po¢tu mrtvych a malformovanych zarodka (D+M) na dni
aplikace DMSO pro testované koncentrace 100 % az 0.1 %.

V nasledujicim grafu je vidét zavislost poctu nejen mrtvych (D), ale 1
malformovanych (M) zarodki na dni aplikace DMSO (viz Obr. 22). Pocet
malformovanych jedinc napfi¢ testovanymi dny je velmi nizky a nepfesahuje 5 %.
Nejvyssi zastoupeni mrtvych zarodku je disledkem aplikace DMSO na tietim (22.5 %) a

ctvrtém (20 %) embryondlni dni.
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Obr. 22: Zavislost po¢tu mrtvych (D) a malformovanych (M) zarodkt na dni
aplikace DMSO pro testované koncentrace 100 % az 0.1 %.

5.4 SANDWICH, ATRA

5.4.1 ATRA dose-response

Uginky riznych koncentraci all-trans retinové kyseliny (ATRA) na dvoudenni
kufeci zarodek in vitro byly zkoumany pomoci metody SANDWICH. ATRA byla
testovana v koncentracich od 10° az do 107, Kyselina retinova byla vzdy nejprve
rozpusténa ve 100 % DMSO a nasledné byla nafedéna zivnym médiem, obsahujicim bud’
BGJb, nebo DMEM/F médium, na pfislusnou koncentraci. Ke sledovanym proménnym
pattila smrt, tvorba vitelinnich cév, resp. napojeni zarodku k area vasculosa, méstnani krve

u srdce, hyperlorddza, narusena segmentace a kontrakce area vasculosa.

5.4.2 Kontrolni skupiny

Abychom si byli jisti, Ze U¢inek kyseliny retinové je opravdu zplsobeny ji
samotnou a nikoli ptfidanym rozpoustédlem (DMSO), byly kone¢né koncentrace dimethyl
sulfoxidu v zivném médiu vzdy niz&i nez 0.03 % pro testované koncentrace ATRA od 107
do 107. U koncentrace 10° ATRA v médiu bylo sice zcelkového objemu DMSO
zastoupeno 2.86 %, ale protoze DMSO zptisobilo smrt jen tehdy, bylo-li 0 koncentraci 5 a
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vice % a také vzhledem k tomu, ze vSechny zirodky vystavené kyselin¢ retinové o
koncentraci 10 s obsahem 0.286 % DMSO v médiu uhynuly, byla smrt v pfipadé ATRA
o koncentraci 10 povazovana prevazné za disledek pisobeni kyseliny retinové nikoli
DMSO. Procentualni zastoupeni vyskytu normalniho fenotypu jak u koncentraci ATRA od
10° do 107, tak u jejich kontrol je patrné z grafu (viz Obr. 23).
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Obr. 23: Procentualni zastoupeni normalnich zarodkt u jednotlivych testovanych

koncentraci ATRA a u pfislusnych kontrol obsahujicich DMSO.

5.4.3 Efekt jednotlivych testovanych koncentraci ATRA
Efekt ATRA o koncentraci 10

Kyselina retinova o koncentraci 10, v zivném médiu z DMEM/F obsahujicim
2.86 % DMSO, zptisobila smrt do 24 hodin od aplikace u sta procent kufecich zarodk.
Vzhled jednoho z mrtvych zarodku je vidét na obrazku (viz Obr. 24).

78



Obr. 24: Mrtvy zarodek vystaveny pisobeni ATRA o koncentraci 10>,

Efekt ATRA o koncentraci 10™

Kyselina retinova o koncentraci 10™, v zivném médiu z DMEM/F obsahujicim
0.286 % DMSO, zpusobila také smrt vSech kufecich zarodktim do 24 hodin od aplikace.
Vzhled jednoho z mrtvych zarodka je vidét na obrazku (viz Obr. 25).

Obr. 25: Mrtvy zérodek vystaveny piisobeni ATRA o koncentraci 107,

Efekt ATRA o koncentraci 10°

ATRA o koncentraci 10®°, v zivném médiu z BGJb obsahujicim 0.03 % DMSO,
neméla letalni efekt. Devatenact z dvaceti zarodkt se nenapojilo k area vasculosa, protoze
nedoslo k vytvoreni vitelinnich cév. VSechny zarodky vykazovaly naruSenou segmentaci
somitti v kaudalni oblasti a také kontrakci area vasculosa. U vSech zarodkt, az na jednu

vyjimku, byla patrnd naméstnana krev v oblasti srdce. Hyperlord6zou trpélo jedenact z
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nich. Zadny zarodek nevykazoval normalni fenotyp. Vzhled jednoho zarodku vystaveného

pisobeni ATRA o koncentraci 10 je vidst na obrazku (viz Obr. 26).

Obr. 26: Hyperlord6za, naméstnana krev v oblasti srdce a nenapojeni vitelinnich
cév k area vasculosa u zivého zarodku vystaveného ptisobeni ATRA o

koncentraci 107°.

Efekt ATRA o koncentraci 10

All-trans retinova kyselina o koncentraci 10°, vzivném médiu z BGJb
obsahujicim bud’ 0.04 %, nebo 0.003 % DMSO, nem¢éla letdlni u¢inek a ani nezplisobovala
kontrakci area vasculosa. Z celkového poétu tiiceti zarodku, nedoSlo k napojeni
vitelinnich cév k area vasculosa u dvanacti z nich, narusena segmentace byla odhalena u
jedenacti zarodkl, méstnani krve u srdce se vyskytovalo v péti ptipadech a nakonec
hyperlordéza postihla sedmnéct testovanych zarodkd. Vzhled jednoho ze zéarodk,
vystavenych piisobeni ATRA o koncentraci 10®, je vidét na obrazku (viz Obr. 27).

V piipad€ této koncentrace kyseliny retinové bylo zajimavé, Ze z osmnécti
zarodku, které se napojily k area vasculosa, jich pouze deset bylo napojeno standardné
oboustranng, pét zarodkl bylo napojeno jednostranné a ttfi zarodky byly sice napojeny
oboustranng, ale asymetricky. Procentudlni zastoupeni riiznych typi napojenych a

nenapojenych zarodku je vidét v grafu (viz Obr. 28).
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Obr. 27: Hyperlord6za a asymetrické napojeni vitelinnich cév k area vasculosa u

7ivého zarodku vystaveného paisobeni ATRA o koncentraci 10,

M napojeni oboustranné
H napojeni jednostranné
H asymetrické napojeni

H nenapojeni

Obr. 28: Procentualni zastoupeni riznych typt napojenych a nenapojenych

zarodkl vystavenych pusobeni ATRA o koncentraci 10°®,

Efekt ATRA o koncentraci 10

cwwvr

All-trans retinova kyselina o nejniz§i koncentraci, tedy o koncentraci 107,
v zivném médiu z BGJb obsahujicim 0.004 % DMSO, nezptisobovala smrt, ani kontrakci
zloutkové membrany a také nenarusovala segmentaci kaudalni oblasti zarodku. Vitelinni
cévy se nevyvinuly pouze u jednoho jedince z dvaceti. A pouze dva jedinci byli postizeni

hyperlord6zou. Normalni fenotyp jednoho ze zarodku je vidét na obrazku (viz Obr. 29).
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Obr. 29: Zivy zarodek vystaveny ptisobeni ATRA o koncentraci 107

5.4.4 Embryotoxicky efekt ATRA na zarodek kurete

Embryotoxicky u¢inek riznych koncentraci ATRA byl hodnocen na zaklad¢ toho,
jaka byla proporce mrtvych, tézce poskozenych, lehce poskozenych a normalnich jedinct
v dané skupiné¢ testovanych zarodki. Jako tézce poskozeni jedinci byli hodnoceni ti, ktefi
vykazovali nejméné¢ 3 z 5 hodnocenych znakii (poSkozeni). Za lehce poSkozené byli
povazovani ti, ktefi vykazovali 1 az 2 posSkozeni z péti. Mezi pét hodnocenych znakt
(poskozeni) zarodku patiilo nenapojeni zarodku Kk area vasculosa, narusena segmentace
v kaudalni oblasti, méstnani krve u srdce, hyperlordoza a nakonec kontrakce area
vasculosa. Procentualni zastoupeni mrtvych, téZce a lehce poskozenych zarodkt a
normalnich zarodka je vidét v grafu (viz Obr. 30).

Statisticky vyznamny rozdil v mife poSkozeni zarodkdi mezi jednotlivymi
koncentracemi ATRA, kterym byly zarodky kufete vystaveny, byl odhalen pomoci
kontingen¢nich tabulek a Pearsonova chi-kvadratu (hodnota Pearsonova chi-kvadratu:
188.263; sv= 12, p< 0.001). Odhadovany zacatek pasma embryotoxicity (Stanoven podle
Jelinek et al., 1985) byl mezi koncentraci 107 a 10°®.
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Obr. 30: Embryotoxicky efekt ATRA v zavislosti na jeji koncentraci (metoda
SANDWICH).

5.5 CHEST, ATRA

5.5.1 ATRA dose-response

Embryotoxicky ucinek all-trans retinové kyseliny (ATRA) na zarodek kufete byl
testovan pomoci in ovo metody CHEST. Na jedincich rizného stafi, od ED2 do ED6, byly
testovany koncentrace od 10? do 10 v davkach (od 30 pg do 0.003 pg ATRA). Kazda

koncentrace ATRA byla aplikovana 10 kufecim zarodktum.

5.5.2 Efekt ATRA v zavislosti na dni aplikace

Efekt ATRA na zarodek kurete (ED2)

Subgerminalni aplikace 3 pl kyseliny retinové o koncentraci 10? a 10° druhy
inkubacni den méla za nasledek smrt zarodku ve sto procentech piipada.

U ostatnich aplikovanych koncentraci ATRA nebyla odhalena zvySena frekvence
umrti zarodkd. K identifikovanym malformacim ptezivs§ich zarodkt pattila rumplessness a
defekt mezikomorové piepazky srdce. Pocty mrtvych, malformovanych a normalnich

zarodkll jsou uvedeny v tabulce (viz Tab. 7).
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Tab. 7:  Pocty normalnich, malformovanych (v¢etné¢ malformacniho spektra)

a mrtvych zarodkl po aplikaci ATRA na ED2 metodou CHEST".

ED2
ufinek / koncentrace 107 10° 10 10° 10"

Jrormalni 0 0 7 8 8
|matformovani 0 0 2 1 1

malformace kaudy 1

malformace obliceje

malformace koncefin

malformace srdce 1 1 1

malformace brisni stény / / /
Jmrtvi 10 10 1 1 1
celkem 10 10 10 10 10

Efekt ATRA na zirodek kurete (ED3)

Intraamnidlni aplikace all-trans retinové kyseliny o koncentraci 107 tfeti
embryonalni den zpUsobila smrt vSech deseti testovanych zarodkd, a to do 24 hodin od
aplikace.

Koncentrace 10 méla letalni uinek u ctyt zérodkt. U vSech piezivsich zarodka
pak byly odhaleny vyvojové vady. Typickymi vadami byly hypoplazie oblicejovych
vybézka, redukéni deformity koncetin a malformace srdce (defekt mezikomorové
piepazky, absence jedné z velkych srdeénich cév). Zadny zarodek z této testované skupiny
nevykazoval normalni fenotyp.

U ostatnich testovanych koncentraci ATRA nedochazelo ke zvySené miie uhynu
zérodki, avsak v piipad® pisobeni ATRA o koncentraci 10 byly &tyti zarodky postizené.
K odhalenym vadam pattily pfedevS§im hypoplazie maxilarniho vybézku a malformace
vykazovaly normalni fenotyp. Poéty mrtvych, malformovanych a normalnich zarodku jsou

uvedeny v tabulce (viz Tab. 8).

* pozn. malformace neodhalena = /
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Tab. 8:  Pocty normalnich, malformovanych (v¢etné¢ malformacniho spektra)

a mrtvych zarodkt po aplikaci ATRA na ED3 metodou CHEST.

ED3
uéinek / koncentrace 107 107 10* 10° 10°°
Jrormilni 0 0 4 10 9
|matformovani 0 6 4 0 0
malformace kandy 3 1
malformace obliceje 6 3
malformace kondetin 6 3
malformace srdce 5 /
malformace brisni stény / J /
Jmortvi 10 4 2 0 1
celkem 10 10 10 10 10

Efekt ATRA na zarodek kurete (ED4)

Ucinek nejvyssi koncentrace kyseliny retinové (10?) aplikované ve 3 ul byl
letalni ve sto procentech ptipadi. U deviti jedinct nastala smrt do 24 hodin od aplikace a
pouze u jednoho az po 48 hodinach od aplikace.

Z testovanych zarodka vystavenych ptusobeni ATRA o koncentraci 102 se dne
odbéru dozily jen dva. Oba tyto zarodky mély hypoplazii oblicejovych vybézkt a
malformované koncetiny (redukéni deformity koncetin, syndaktylie, polydaktylie).

Ve skupiné zarodki, vystavenych ATRA o koncentraci 10, bylo odhaleno pét
malformovanych zarodkl ze Sesti zijicich. Mezi identifikované vady patfila eventrace,
malformace obli¢eje (hypoplazie maxily, rozstép zobaku) a deformity koncetin (redukcni
deformity, polydaktylie).
nebyl vznik zadné vyvojové vady. Pocty mrtvych, malformovanych a normalnich zarodkt

jsou uvedeny v tabulce (viz Tab. 9).
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Tab. 9:  Pocty normalnich, malformovanych (v¢etné malformacniho spektra)

a mrtvych zarodka po aplikaci ATRA na ED4 metodou CHEST.

ED 4
ucinek / koncentrace 107 10? 10* 1w* 10%

Jrormilni 0 0 1 7
|matformovani 0 2 5 0 0

malformace kaudy /

malformace obliceje 2 2

malformace koncefin 2 3

malformace srdce 1 f

malformace brisni stény / ! )
Jmrtvi 10 8 4 3 3
celkem 10 10 10 10 10

Efekt ATRA na zirodek kurete (EDS)

Kyseliny retinova o koncentraci 10 aplikovana na ED5 zptsobila smrt u viech
zarodktli az na jeden. Tento zarodek byl silné¢ malformovany. Zarodek mél rozstép zobaku,
deformaci mandibuly, redukéni deformity koncetin a vady srdce (defekt mezikomorové
piepazky, absence velké srde¢ni cévy).

Nasledujici koncentrace 10° méla za nasledek smrt ¢ty zérodki. Ze zarodka,
které se dozily dne odbéru, byly Ctyii malformované. Typické byly malformace koncetin a
srdce (defekt mezikomorové piepazky, absence velké srde¢ni cévy, transpozice velkych
cév).

Ve skuping zarodki vystavenych pisobeni ATRA o koncentraci 10* byla
odhalena mirn¢ zvySena mortalita zarodkt (40 %). Jediny zarodek z pieziv§ich mél defekt
mezikomorové prepazky.

Zijici zarodky z posledni testované koncentrace (10°) vykazovaly normalni
fenotyp odpovidajici devatému dni vyvoje. Pocty mrtvych, malformovanych a normalnich

zarodki jsou uvedeny v tabulce (viz Tab. 10).
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Tab. 10: Pocty normalnich, malformovanych (v¢etné¢ malformacniho spektra)

a mrtvych zarodk po aplikaci ATRA na ED5 metodou CHEST".

EDS

ufinek / koncentrace 107 10* 107 10" 10°
Jrormilni 0 2 5 8 X
|matformovani 1 4 1 0 X
malformace kaudy X
malformace obliceje 1 1 X
malformace kondetin 1 X
malformace srdce 1 4 1 X
malformace brisni stény X
Jmortvi 9 4 4 % X
celkem 10 10 10 10 X

Efekt ATRA na zarodek kuiete (ED6)

A4

Kyselina retinovd o nejvyssi koncentraci (10?) méla letalni Gginek v devadesati
procentech ptipadl. Jediny ptezivsi zarodek vykazoval normalni fenotyp.

Ze skupiny zérodki, kterym byla aplikovana ATRA o koncentraci 1073, se Ctyfi
nedozily devatého dne inkubace. Z piezivSich zarodkid byl jen jeden malformovany, mél
defekt mezikomorové prepazky.

Ostatni koncentrace all-trans retinové kyseliny nezptsobovaly zvySenou miru
letality. VSechny zarodky mély zcela normalni fenotyp. Pocty mrtvych, malformovanych a

normalnich zarodku jsou uvedeny v tabulce (viz Tab. 11).

* pozn. koncentrace netestovana = X
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Tab. 11: Pocty normalnich, malformovanych (v¢etné¢ malformacniho spektra)

a mrtvych zarodkt po aplikaci ATRA na ED6 metodou CHEST.

ED6
ucinek / koncentrace 107 107 10* 10° 10°°

Jrormalni 1 3 8 3 8
|matformovani 0 1 0 0 0

malformace kaudy

malformace obliceje

malformace kondefin

malformace srdce 1

malformace biisni stény / | / J /
Jmrtvi 9 4 2 2 2
celkem 10 10 10 10 10

5.5.3 Zavislost poctu mrtvych a malformovanych zarodka na aplikované davce
ATRA

Celkovy pocet (suma) mrtvych a malformovanych zarodka (D+M) v zavislosti na
aplikované davce (koncentraci) ATRA je vidét v grafu (viz Obr. 31). Pouze koncentrace
all-trans retinové kyseliny vy3si nez 10 prekrogily hranici 30 % piedstavujici maximalni
miru vyskytu spontannich umrti a malformaci (Jelinek et al., 1985). Suma mrtvych a
malformovanych jedinct v zavislosti na aplikované davce (koncentraci) stoupala a u
koncentrace 10 dosahla tém&F sta procent. Koncentrace 10° a 10 nezpasobily smrt &
malformaci vice jak 30 % zarodkl. Proto se odhadovany zacatek pasma embryotoxicity

nachazi mezi koncentracemi 10 a 10™,
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Obr. 31: Zavislost poctu mrtvych a malformovanych zarodkti (D+M) na
aplikované davce ATRA od ED2 do ED6.

Z nasledujiciho grafu (viz Obr. 32) je vidét, ze nejvyssi davka kyseliny retinové
zpusobila smrt 96 % zarodkll a malformaci jen 2 % zéarodkd. Dalsi davka (10'3) méla
letalni u¢inek v 60 % pripadii a zpiisobila malformace 26 % zarodkd. Davka ATRA 10™
méla ptiblizné stejnou proporci mrtvych (26 %) a malformovanych (24 %) zéarodka.

Vw7

mrtvych se nepiesahl 20 %.
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Obr. 32: Zavislost po¢tu mrtvych (D) a malformovanych (M) zarodka na
aplikované davce ATRA od ED2 do ED6.

5.5.4 Zavislost po¢tu mrtvych a malformovanych zirodki na dni aplikace
ATRA

Celkovy pocet (suma) mrtvych a malformovanych (D+M) zarodki v zavislosti na

dni aplikace ATRA je vidét vagrafu (viz Obr. 33). Nejvyssi pocet mrtvych a
malformovanych jedincti je dusledkem aplikace all-trans retinové kyseliny na étvrtém
nebo patém embryonalnim dni, kdy suma mrtvych a malformovanych ptesahuje 60 %.
Pocet mrtvych a malformovanych zarodku aplikovanych na ED2 a ED3 dosahl 54 %. A
Vv ptipad¢ posledniho dne aplikace, tedy ED6, je suma mrtvych a malformovanych zarodki

nejnizsi (40 %).
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Obr. 33: Zavislost po¢tu mrtvych a malformovanych zarodka (D+M) na dni
aplikace ATRA pro testované davky 107 az 10°.

Celkovy pocet mrtvych (D) a malformovanych (M) zarodkl v zavislosti na dni
aplikace ATRA je vidét v grafu (viz Obr. 34). Nejvétsi procento malformovanych a
embryonalniho vyvoje. Smrt je nejvice zastoupena mezi zarodky, kterym byla kyselina
retinova aplikovéana ¢tvrty den vyvoje. Jinak procento mrtvych zarodkd aplikovanych na
ED2 a EDS je pfiblizn€ stejné a pohybuje se okolo 45 %. Mnozstvi malformovanych

zarodki bez ohledu na den aplikace neptesahuje 20 %.
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Obr. 34: Zavislost po¢tu mrtvych (D) a malformovanych (M) zarodkd na dni
aplikace ATRA pro testované davky 107 az 10°.

5.5.5 Malformaé¢ni spektrum

All-trans retinova kyselina nejcastéji zpusobovala malformace kaudalni oblasti
zarodku, obli¢eje, koncetin a srdce (viz Obr. 35). K malformacim kaudalni oblasti zarodku
pattila rumplessness (RS) a syndrom kaudalni regrese (SCR). Nejcastéjsi malformaci
obli¢eje byla hypoplazie oblicejovych vyb&zkl, popt. rozstép zobaku (CB). Koncetiny
byly nejcastéji poskozeny redukénimi deformitami (napt. amélie), ale vzacna nebyla ani
polydaktylie ¢i syndaktylie. Nejvice zastoupenou vadou srdce byl defekt mezikomorové
piepazky, ale v nékterych ptipadech i absence jedné z velkych srde¢nich cév, vzacné i1

jejich transpozice. Pocetnost a zastoupeni jednotlivych malformaci u Zijicich zarodka

vzhledem ke dni aplikace je vidét v tabulce (viz Tab. 12).
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Tab. 12: Celkové pocty normalnich, malformovanych (véetn¢ malformac¢niho
spektra) a mrtvych zarodkt bez ohledu na koncentraci ATRA
aplikované od ED2 do ED6 metodou CHEST.

ucinek / ED ED2 ED3 ED 4 EDS3 ED 6
jnormilni 23 13 15 15 30
|matformovani 4 10 7 6 1

malformace kandy 1 4 0 ] 0
malfoermace obliceje 0 9 4 2 0
malformace koncefin 0 9 7 4 0
malformace srdce 3 5 1 ] 1
malformace bFisni stény 0 1 1 0 0
Jmrtvi 13 17 28 19 19
celkem 50 50 50 40 50







Obr. 35: Nejcastéjsi malformace zptsobené all-trans retinovou kyselinou:

(A) defekt mezikomorové piepazky srdce, (B) rumplessness,
(C) kontrola, (D) polydaktilie na DK, (E) polydaktilie na DK,
(F) kontrola DK, (G) lobster-claw na HK, (H) kontrola HK,
(1) hypoplazie maxily, (J) kontrola, (K) hypoplazie vSech
obli¢ejovych vybézki, (L) kontrola, (M) amélie levé DK,
(N) kontrola.
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5.6 Porovnani metody SANDWICH a CHEST na ED2

5.6.1 Porovnani odhadu za¢atku pasma embryotoxicity DMSO, ED2

Dimethyl sulfoxid aplikovany na druhém embryonalnim dni mél odliSny zacatek
pasma embryotoxicity pii porovnani metody SANDWICH a CHEST (viz Obr. 36).
V piipadé metody SANDWICH se nachdzel odhadovany zacatek pasma embryotoxicity
mezi koncentracemi 1 % (resp. 0.5 %) a 0.1 % DMSO. Dimethyl sulfoxid aplikovany
subgerminalné¢ (za vyuziti metody CHEST) kufecim zarodkim na ED2 nemél
embryotoxicky efekt ani v nejvyssi testované koncentraci. Rozdil v odhadovaném zacatku
pasma embryotoxicity ziskaném pro DMSO pomoci metody SANDWICH a CHEST ¢inil

pii porovnani systému in vitro a in ovo vice jak dva davkové rady.

BN
EM+D

100% 10% 1% 0.1%
DMSO | DMSO | DMSO . DMSO | DMSO | DMSO | DMSO
SANDWICH . CHEST

100% -

90% -

80% -
70% -

60% -
50% -

40% -

30% -
20% -

10% -
0% -

Obr. 36: Porovnani procentualniho zastoupeni souc¢tu malformovanych a mrtvych
(M+D) s normalnimi (N) zarodky v zavislosti na koncentraci DMSO a
metod¢ aplikace na ED2 (Cervené oznac¢en odhadovany zacatek pasma

embryotoxicity).
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5.6.2 Porovnani odhadu za¢atku pasma embryotoxicity ATRA, ED2

All-trans retinova kyselina aplikovana zarodktim kufete na druhém embryonalnim
dni méla odlisSny zacatek pasma embryotoxicity pii porovnani metody SANDWICH
a CHEST (viz Obr. 37). V ptipadé metody SANDWICH se odhadovany zacatek pasma
embryotoxicity ATRA nachazel mezi koncentracemi 10° a 10, Naopak u metody CHEST
byl odhadovany zaatek pasma embryotoxicity mezi koncentraci (davkou) 10° a 10™.
Rozdil v odhadovaném zacatku pasma embryotoxicity ziskaném pro ATRA pomoci
metody SANDWICH a CHEST ¢inil pfi porovnani systému in vitro a in ovo tii davkové
rady.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -

40% - =N

EM+D
30% -
20% H
10% -

0% -

SANDWICH . CHEST

Obr. 37: Porovnani procentualniho zastoupeni souc¢tu malformovanych a mrtvych
(M+D) s normalnimi (N) zarodky v zavislosti na koncentraci ATRA a
metod¢ aplikace na ED2 (Cervené oznac¢en odhadovany zacatek pasma

embryotoxicity).
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6 DISKUZE

6.1 Vypracovani metody SANDWICH a jeji standardizace

Béhem standardizace metody SANDWICH byla pouzita dvé rizna zivna média, a
to zivné médium obsahujici DMEM/F-12+GlutaMAX™-I médium (DMEM/F-12 (Ham)
(1:1) 1X (Gibco) (dale jen DMEM/F médium) nebo BGJb médium (Fitton-Jackson
modification) (1X) (Gibco). A¢ mezi zivnhymi médii nebyl zjistén zadny statisticky
vyznamny rozdil tykajici se tvorby vitelinnich cév, zarodky, které se vyvijely na BGJb
médiu, byly vétsi, dospély do pozdéjsich stadii vyvoje a antemortem zmény se u nich
zaCaly objevovat pozdéji nez v piipadé zarodkl rostoucich na Zivném médiu obsahujicim
DMEM/F médium. Pravdépodobnou pfiCinou této skuteCnosti je vyS§i koncentrace
aminokyselin, které BGJb médium obsahuje. Zarodek si tak tuto vétsi zasobu aminokyselin
vycerpa pozdéji.

K otestovani nové metody byl pouzit prokdzany lidsky teratogen, a to vitamin A,
resp. jeho metabolit all-trans retinova kyselina (ATRA). Kyselina retinova byla zvolena
umysIn¢ s ohledem na to, Ze teratogenni uCinek retinoidid, hlavné pak vitaminu A, byl
prokazan pomoci mnoha klasickych 1 alternativnich metod testovani a detekce teratogent
(napt. Cohlan, 1953; Kochhar a Johnson, 1965; Lee et al., 1991). Embryotoxicky tc¢inek
ATRA na vyvoj zarodku jsme proto o¢ekavali i v piipadé metody SANDWICH. Druhou
testovanou substanci byl dimethyl sulfoxid (DMSO), coz je bézné pouzivané rozpoustédlo,
které jsme vyuzivali k rozpusténi ATRA. Kyselina retinova se ve stoprocentnim DMSO
rozpoustéla velmi ochotné. Embryotoxicky uc¢inek ATRA byl potvrzen 1 touto novou
invitro metodou. Piekvapivé byl odhalen i embryotoxicky ucinek velmi nizkych

koncentraci DMSO.

6.2 Embryotoxicky u¢inek DMSO

Embryotoxicky ucinek DMSO byl ndmi prokézan v podstaté pouze pro 100 %
DMSO aplikované o objemu 3 pl kufecim zarodkiim na ED3 pomoci metody CHEST, kdy
méla tato koncentrace letalni efekt pro 9 z 10 testovanych zarodk, jediny piezivsi zarodek
byl pak vyrazné¢ malformovany, postizena byla kaudalni oblast zarodku, koncetiny, btiSni
sténa a srdce. V piipadé¢ metody SANDWICH (ED2) uhynuly vSechny zarodky vyvijejici

se na zivném médiu obsahujicim 10 % nebo 5 % DMSO. U zarodkd, které byly vystaveny
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pusobeni 1 % nebo 0.5 % DMSO, byla odhalena naméstnana krev v dolnich konéetinovych
pupenech v 95 %, resp. 40 % piipadi. Prokazali jsme tak nejen letalni, ale i teratogenni
efekt DMSO putsobiciho béhem embryonalniho vyvoje kufeciho zarodku (viz Obr. 9,
Obr. 10, Obr. 11). Tento embryotoxicky uc¢inek nizkych koncentraci DMSO byl ne¢ekany.

Utinek DMSO na zarodky kufete byl testovan i dal§imi autory. Vysledky jsou
vsak nejednoznaéné. Nekteré studie embryotoxicky u¢inek DMSO potvrzuji, jiné ne. Mezi
studie, jez neodhalily negativni U¢inek DMSO na kufeci zarodek, patfi napt. studie
Osmonda et al. (1991) a Dickmana a Smithe (1996). Osmond et al. (1991) testovali t¢inek
ATRA na vyvijejici se srdce zarodku kufete (3 az 8 HH). DMSO bylo pouzito jako
rozpoustédlo pro ATRA. Byl proto testovan i1 efekt samotného rozpoustédla na vyvoj
srdce. DMSO bylo bud’ soucasti zivného média (modifikace metody podle New, 1955),
kde tvofilo 1 % objemu média, nebo bylo aplikovano jako soucast ,soaked beads “.
Procento malformovanych zarodkii se nijak vyznamné neliSilo od kontrol. Autofi
pravdépodobné nepozorovali poskozeni koncetinovych pupent zarodku, jez jsme
pozorovali my, protoZe testovali vliv DMSO na vyvojov€ mladsi zarodky. Koncetinové
pupeny se totiz zacinaji vyrazné vyvijet az od pozdéjSich stadii embryonalniho vyvoje.
Dickman a Smith (1996) také testovali G¢inek kyseliny retinové na morfogenezi srdce
kutecich zarodkt (4 HH) a DMSO bylo opét pouzito jako rozpoustédlo. Kyselina retinova,
resp. DMSO bylo aplikovano jako soucast ,,s0aked beads“ na Hensenuv uzel. Vyskyt
malformaci se opét nijak neliSil mezi zarodky vystavenymi DMSO a mezi kontrolnimi
zérodky (Dickman a Smith, 1996).

Embryotoxicky efekt DMSO byl prokazan napi. ve studii Caujolleho et al. (1967).
V této studii bylo 50 % DMSO injikovano na vitelinni cévy (ED3) nebo na alantois (ED4)
kufecim zarodklim. Maximum malformaci bylo disledkem aplikace DMSO v davkach
okolo 10.3 mg na embryo pti aplikaci na ED3 a 12.2 mg pii aplikaci na ED4. NejcastéjS$imi
malformacemi v piipad¢ aplikace na ED3 byly anoftalmie levého oka a levostranna torze
zobdku spojend s redukci horniho zobdku a vyjimeén¢ i malformace koncetin. Pro zarodky
aplikované na ED4 bylo typické poskozeni koncetin souvisejici s narusenim vyvoje
cévniho systému koncetinového pupenu, protoZe jiz 4 hodiny po aplikaci se na koncetinach
objevila krvaciva mista, puchyfe. Kromé& koncetin byl postizen i zobédk, o€i, ocas a sténa
télni (celosomie) (Caujolle et al, 1967). Pfi porovnani naSich vysledki s vysledky
Caujolleho et al. (1967) jsme zjistili, ze jsme sice také pozorovali pfitomnost krve

Vv koncetinovych pupenech, ale jen v pupenech dolnich koncetin. V naSem ptipadé to bylo
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disledkem pusobeni 1 % ¢i 0.5 % DMSO na zarodek kufete in vitro (metoda
SANDWICH). K pteneseni zarodku na zivné médium obsahujici pfislusnou koncentraci
DMSO doslo druhy embryonalni den. Vysledky Caujolleho et al. (1967) ukazuji, ze krev
byla pfitomna v podobé jakychsi krev obsahujicich puchyii, a to jak na hornich
koncetinovych pupenech, tak na dolnich, a to po aplikaci DMSO (davky v desitkach mg)
na ED4 na systému in ovo. U zarodku, které jsme vystavili pisobeni DMSO druhy, tieti i
¢tvrty embryonalni den in ovo pomoci metody CHEST (3 pl), jsme nezaznamenali vyskyt
krvavych oblasti na pupenech ani dolnich, ani hornich koncetin. Rozdil ve vysledcich
ziskanych z obou in ovo systémi je pravdépodobné disledkem odlisné cesty aplikace a téz
znacné odliSnych davek. Je velmi zajimavé, ze jsme pozorovali pfitomnost krve pouze na
systému in vitro a nikoli na systému in ovo a ze jsme oproti Caujollemu et al. (1967) tuto
krev pozorovali pouze v dolnich koncetinovych pupenech. Je otazkou, zda se jedna o
stejnd posSkozeni, protoze v naSem piipadé byla krev pozorovana v koncetinovych
pupenech, ale u Caujolleho et al. (1967), byla tato krev popsana jako ,krvavé puchyie* na
koncetinovych pupenech.

Dalsi studie, ve které byl embryotoxicky efekt DMSO potvrzen, pochazi z roku
1970. DMSO bylo aplikovano ptfimo na pupen horni i dolni koncetiny ctyfdennim kufecim
zarodktm (22-23 HH) v davkach 5, 10 nebo 15 pl. DMSO postihovalo jak horni, tak dolni
koncetiny, na kterych se zadhy po aplikaci objevila krvacivd mista, ktera se postupné
zménila v krevni cysty. Histologicka analyza koncetinovych pupeni ukézala, ze DMSO
pusobi na kapilarni sit. DMSO zpisobilo dilataci cév, coz vedlo ke zménam nejen
v endotelu, ale také mesenchymu koncetinového pupenu (Cros et al., 1970). Pii porovnani
naSich vysledkt s vysledky Crose et al. (1970) pozorujeme stejny efekt DMSO, ale ziskany
na zcela jinych systémech. V nasem ptipadé mélo DMSO tento G¢inek na systému in vitro,
kdy DMSO piisobilo na zarodek od ED2. Postizeny byly pouze dolni kon€etinové pupeny,
a to u zarodkl vystavenych plsobeni 1 %, popt. 0.5 % DMSO. Stejné jako Cros et al.
(1970) i my jsme na histologickych fezech pozorovali rozsifeni kapilar na tkor
mesenchymu Vv koncetinovych pupenech testovanych zarodkt. U zarodki, které jsme
vystavili pisobeni DMSO na ED4 in ovo pomoci metody CHEST (3 pl), jsme
nezaznamenali vyskyt krvavych oblasti na koncetinovych pupenech. Otazkou tedy zlstava,
pro¢ jsme nepozorovali stejny G¢inek DMSO na nasem systému in 0ovo. Vysvétlenim

tohoto rozdilu je pravdépodobné zplisob aplikace a také aplikovana davka.
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Embryotoxicky uc¢inek DMSO byl odhalen i ve studii Larsena a Jannerse (1987).
Autofi aplikovali 1 ul 90 % DMSO 109 kufecim zarodkiim od stadia 17 HH do stadia
23 HH. DMSO bylo nakapano na pupen pravého kiidla a na ptilehlé somity. 90 % DMSO
bylo zodpovédné za poskozeni somitli, resp. sklerotomu. Dimethyl sulfoxid zptsoboval
predevsim defekty lopatky a obratld, ale v nékterych ptipadech i defekty dlouhych kosti
kiidla (Larsen a Janners, 1987). Porovname-li nase vysledky in ovo s vysledky Larsena a
Jannerse (1987), ptekvapi nas, ze my jsme tyto defekty nepozorovali. Zpusob aplikace byl
V podstaté¢ shodny, testovand davka taktéz, stejné jako testovand stadia a den odbéru
(v ptipadé Larsena a Jannerse: ED10). Jednim z moznych vysvétleni je zpusob aplikace,
kdy v ptipadé¢ Larsena a Jannerse (1987) byl 1 ul 90 % dimethyl sulfoxidu aplikovan
konkrétné¢ na pupen pravého kiidla a ptilehlé somity. V naSem piipadé vSak bylo
aplikovano 100 % DMSO o objemu 3 pl nespecificky do amniového vaku. Je vSak
zarazejici, Ze V nasem piipade doslo ke smrti zarodku v deviti z deseti ptipadt po aplikaci
100 % DMSO na ED3 a jediny pfezivsi zarodek byl silné¢ malformovany. Kromé jinych
byly postizeny 1 dolni koncetiny, jedna zcela chybéla a druhd byla redukovéna.
Malformace kiidel jsme nepozorovali. Aplikace 100 % DMSO na ED4 neméla za nasledek
zvySenou mortalitu a ve skupiné testovanych zarodkl nebyla odhalena zadna vyvojova
vada. Dal$im moznym vysvétlenim je, ze nase davka (3 pl) aplikovana na ED3 byla pftili$
vysoka a proto byla pievazujicim efektem letalita, pokud bychom vsak snizili davku, napf.
na 1 ul, mohli bychom snad také pozorovat vét$i miru poskozeni zarodku na tkor jeho
smrti.

S ohledem na naSe vysledky ziskané pomoci metody CHEST, a hlavné pak
pomoci metody SANDWICH, je dilezité se zamyslet nad tim, zda je dimethyl sulfoxid
opravdu tak bezpecnou latkou, jak je obecné prezentovano. Vyuziti DMSO je pomérné
hojné, a vétSinou souvisi s jeho schopnosti prochdzet ptes vétSinu membran (Wood a
Wood, 1975) a se schopnosti spolu se sebou samym transportovat i jiné latky a usnadnovat
tak jejich pfechod pies membrany (Sulzberger et al., 1967). S témito vlastnostmi DMSO
souvisi 1 otdzka, zda v ¢asnych stadiich embryonalniho vyvoje lidského zarodku nemize
byt narusen jeho vyvoj tim, ze DMSO ovlivni homeostazu vyvijejiciho se embrya a
usnadni transport nékterych latek, které by pak mohly negativné ovlivnit jeho vyvoj.
Domnivame se proto, Ze by mé¢l byt dimethyl sulfoxid podroben dal§im teratologickym

studiim, abychom si byli jisti tim, jak DMSO ovliviiuje zarodek.
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6.3 Embryotoxicky ucinek ATRA

Embryotoxicky uc¢inek vitaminu A, resp. jeho metabolitu all-trans retinové
kyseliny jsme potvrdili jak na systému inovo (CHEST), tak na systému in vitro
(SANDWICH). Odhadovany zacatek pasma embryotoxicity se pohyboval mezi davkovymi
tady 10° az 10™ v pripadé metody CHEST pro ED2-ED6 (primér péti embryonalnich dni).
Tyto vysledky byly totozné s vysledky Jelinka a Kistlera (1981) i Peterky et al. (1997),
ktefi taktéz testovali ATRA metodou CHEST. Kyselina retinova typicky postihovala
kaudalni oblast zarodku, oblicej, koncCetiny a srdce spolu se srde¢nimi cévami. Malformace
pozorované na kufecim zarodku in ovo po administraci ATRA jsou ve shodé
S malformacemi pozorovanymi po podani vitaminu A nebo jeho analogii laboratornim
saveim (napf. Cohlan, 1953; Kalter, 1960; Griffith a Wiley, 1991), popt. ¢lovéku (napft.
Lammer et al., 1985).

V piipads metody SANDWICH jsme pozorovali letalni u¢inek u koncentraci 107
a 10™, a to u viech testovanych zarodkd. Teratogenni ti&inek byl prokazan pro koncentraci
10°, postizeny byly viechny zarodky. Ze zarodkd vystavenych pusobeni ATRA o
koncentraci 10° vykazovalo normalni fenotyp pouze 17 % z nich. NejniZ§i testovana
koncentrace, tedy 107, neméla teratogenni efekt. 90 % zarodkd z této koncentrace bylo
zcela normalnich ve fenotypu (viz Obr. 23). Odhadovany zacatek pasma embryotoxicity se
pohyboval mezi davkovymi fady 10° a 107,

Teratogenni ucinek ATRA, resp. malformac¢ni spektrum na systému in vitro
v ptipad¢ metody SANDWICH je nesrovnatelné se systémem in ovo i S vysledky
z klasickych metod, protoze zarodek in vitro se bez antemortem zmén dozije maximalné
ED4, a to jesté nejsou plné vyvinuté vSechny organové soustavy a vzniklé malformace jako
napt. defekt mezikomorové piepazky ¢i rozStép zobaku nejsou patrné. Jedinou
srovnatelnou malformaci pozorovatelnou jak na systému in vitro, tak na systému in ovo,
ale 1 na klasickych metodach je postizeni kaudalni oblasti zarodku, jako syndrom kaudélni

regrese ¢i rumplessness.
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6.4 Porovnani odhadu zacatku pasma embryotoxicity pro
ATRA i DMSO na ED2 ziskanych metodou CHEST a
SANDWICH

K porovnani odhadovaného zacatku pdsma embryotoxicity testovanych latek
ziskanych pomoci metody SANDWICH a CHEST mohlo dojit pouze na druhém
embryonalnim dni. Odhadovany zacatek pasma embryotoxicity pro ATRA se na ED2
nachazel mezi davkovymi fady 10 a 10® v piipadé metody CHEST. V ptipadé metody
SANDWICH se nachazel mezi davkovymi fady 107 a 10°. Rozdil v odhadovaném zacatku
pasma embryotoxicity ziskaném pro ATRA pomoci metody SANDWICH a CHEST tak
¢inil tf1 davkové tady.

U DMSO aplikovaného na ED2 metodou CHEST nebyly ani jeho nejvyssi
testované koncentrace embryotoxické. V ptipadé metody SANDWICH se pak jeho
odhadovany zacatek pasma embryotoxicity pohyboval mezi koncentraci 0.1 % a 0.5 %
DMSO. Rozdil v odhadovaném zacatku pasma embryotoxicity ziskaném pro DMSO
pomoci metody SANDWICH a CHEST ¢inil tedy vice jak dva davkové fady.

Rozdil v senzitivité, resp. v odhadovaném zacatku pasma embryotoxicity obou
systéma vaci all-trans retinové kyseliné a dimethyl sulfoxidu na ED2 muize mit nékolik
davodi. K témto divodim by mohlo pattit, ze aplikace testovanych latek v piipadé
metody CHEST byla jednorazova, testovana latka puasobila v fadu nékolika hodin,
a probihala subgerminaln¢, doslo tak k vyraznému nafedéni obou téchto latek zloutkem
zédrodku. Naproti tomu u metody SANDWICH dochdzelo v podstaté k testovani
chronického pisobeni obou latek. Nedochdzelo k jejich natedéni vajecnym zloutkem,
protoze ten v ptipadé¢ metody SANDWICH neni pfitomny, a zaroven tyto latky psobily na
zarodek po celou dobu jeho vyvoje (ED2-ED4) na Petriho misce. Zarodky in vitro tak byly
po delsi dobu vystaveny plisobeni vysSich koncentraci testovanych latek.

Metoda SANDWICH tak splnila nase ocekavani, protoze zvysila senzitivitu
systému obsahujiciho kufeci zarodek vici pusobeni all-trans retinové kyseliny o tfi
davkové tady a vi¢i DMSO o vice jak dva davkové fady v porovnani s metodou CHEST
pii aplikaci na ED2. Proto se domnivame, ze metoda SANDWICH je vhodnym dopInénim
subgerminalni aplikace testované latky pomoci metody CHEST na druhém embryondlnim

dni, protoZe eliminuje efekt nafedéni testované latky Zloutkem zarodku.
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6.5 CHEST vs. SANDWICH

Alternativni metody testovani embryotoxicity latek vyuzivaji toho, ze jsou oproti
klasickym testovacim metodam zbaveny metabolického systému matetského organismu.
Idedlnim modelovym organismem pro alternativni metody testovani embryotoxicity latek
je zarodek kufete, ktery umoznuje testovat embryotoxicitu jak v ptirozeném prostiedi
zarodku (in ovo), tak v umélych podminkach (in vitro). V nasem pripadé byly kufeci
zarodky vystaveny pusobeni testovanych latek jak v podminkach in ovo, tak in vitro.

Prvni metodou, ktera byla vyuzita v této praci, byl CHEST (Chick Embryotoxicity
Screening Test) (Jelinek, 1977). CHEST je okénkova in ovo metoda, ktera vyuziva zarodku
kufete v jeho ptirozeném prostiedi. Vyhodou metody CHEST je moznost selekce mrtvych,
spontann¢ malformovanych, nedostatecné vyvinutych ¢i nami poskozenych zarodka jesté
pied samotnou aplikaci testované latky. Testovand latka je kufecim zarodkim aplikovana o
definované davce (koncentraci) a objemu subgerminalné (ED2) ¢i intraamnialné
(ED3-ED6). Nevyhodou subgerminalni aplikace testované latky zarodku je, Ze druhy
embryondlni den dochazi k vyraznému natfedéni této latky Zloutkem. Po intraamnidlni
aplikaci dochazi k nafedéni testované latky v amniové tekutin€ a testovana latka tak plisobi
na zarodek ve stdle se snizujici koncentraci, jak se amniovy vak vyviji. Testovand latka
muze byt kufecim zarodkim aplikovéna od druhého do Sestého embryonalniho dne, coz
nam umoziuje odhadnout senzitivni periody jednotlivych organovych soustav vuci
testované latce. Dalsi vyhodou metody CHEST je moZnost pribézné vizualni kontroly
vyvijejicich se zarodkt. Diky tomu mohou byt mrtvé zarodky odhaleny diive nez v den
odbéru. Devaty embryonalni den, kdy dochdzi k odbéru zéarodkl, jsou jiz vSechny
organové soustavy vyvinuté, jiz proSly svou kritickou periodou, proto jsme tento den
schopni teoreticky pozorovat velmi $iroké malformacni spektrum, ma-li testovana latka
vysoky teratogenni potencidl a bylo-li vii¢i ni senzitivni velké mnozstvi vyvijejicich se
organovych soustav. V neposledni fad¢ je dilezité zminit, Ze zarodek se sice vyviji bez
piitomnosti metabolismu matefského organismu, avSak metabolity testované latky vzniklé
ve vejci interakei Zloutku a area vasculosa, mohou tento systém sekundarné ovlivnit.

Druhou metodu, kterou jsme pouzili, byl tzv. SANDWICH. SANDWICH je nova
in vitro metoda. Tato metoda testovani embryotoxicity latek vyuziva zarodku kufete, ktery
je zbaven zloutku. SANDWICH byl vyvinut jako doplnéni metody CHEST na druhém
embryondlnim dni. U metody SANDWICH, oproti metodé CHEST, nedochéazi k fedéni
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testované latky ani zloutkem, ani amniovou tekutinou. Testovana latka se dostava do
zarodku pfimo, diftzi ze semisolidniho Zivného média, ve kterém je koncentrace testované
latky v pribehu Casu v podstaté konstantni. Na zarodek tak testovana latka ptsobi déle a o
vyssi koncentraci. Vyhodou metody SANDWICH je, stejné jako v pfipadé metody
CHEST, moznost selekce mrtvych, spontanné malformovanych, nedostatecné vyvinutych
¢i nami poskozenych zarodka jesté pred samotnou aplikaci testované latky. Dale pak
moznost prubézné vizualni kontroly kufecich zarodkd a moznost snadného poftizeni
obrazové dokumentace (v naSem piipadé pomoci propojeni stereomikroskopu Leica MZ 6
se softwarem LAS EZ). Metoda SANDWICH je vSak ¢asové omezena, to souvisi nejen se
samotnou aplikaci testovanych latek, ale 1 s hodnocenim jejich efektu na vyvoj zarodka. K
aplikaci testované latky (resp. pfeneseni ,,sandwiche* na Zzivné médium) dochazi jen na
druhém embryonalnim dni (12 az 13+ HH), protoZze pak jsou jiz vitelinni cévy a area
vasculosa natolik vyvinuté, Ze hrozi jejich poskozeni pfi pienosu zarodkii na Zivné
médium. Zaroven bychom kvilli pouZiti starSich zarodkl ztratili moZnost pozorovat efekt
testované latky na napojeni vitelinnich cév k area vasculosa zarodku. Co se tyce
hodnoceni zarodkt, tak ty jsou hodnoceny pouze tteti a ctvrty embryondlni den. Zarodky
na zivném médiu sice vétSinou prezivaji i do patého ¢i Sestého embryonalniho dne, ale jsou
na nich patrné antemortem zmény, data z ED5 a ED6 tak nejsou pro hodnoceni testované
latky relevantni. S aplikaci omezenou jen na jeden den vyvoje souvisi i1 fakt, ze druhy
embryondlni den jsou vic¢i pusobeni testované latky senzitivni jen nékteré organové
soustavy, a my tak nemizeme testovat efekt této latky na vSechny vyvijejici se organové
soustavy. Miizeme tak hodnotit pouze takové parametry, které jsou patrné na tietim a
ctvrtém dni vyvoje. Mezi tyto parametry patii napt. smrt zarodku, nenapojeni zarodku
k area vasculosa, hyperlordoza, narusena segmentace ¢i somitogeneze zarodku, syndrom

kaudalni regrese, rumplessness ¢i naméstnani krve v uréitych oblastech zarodku.

6.6 CHEST vs. ostatni metody vyuzivajici kufeciho zarodku

in OvVO

Kufeci zarodek byl prvnim modelovym organismem vyuzitym ke studiu
embryonalniho vyvoje, proto neni divu, Ze se také brzy stal vyuZivanym i ve studiich
Vrameci experimentalni embryologie (Stern, 2005). Velmi dilezitymi pro pozdéjsi

experimentalni studie byly dvé prace pochazejici z pocatku 50., resp. 60. let minulého
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stoleti. Tyto prace dokumentuji normalni vyvoj kufeciho zdrodku (Hamburger a Hamilton,
1951), resp. pak vyvoj jeho organovych soustav béhem inkubacéni periody (Romanoff,
1960).

CHEST neni jedinou in ovo metodou, ktera vyuziva kufeciho zarodku. Jednou
Z prvnich metod vyuzivajici kufeciho zarodku ve svém ptirozeném prostiedi byla metoda
aplikace testované latky jeji injekci do zloutkového vaku. Tento zptisob testovani latek byl
popsan napt. McLaughlinem et al. (1963) ¢i Walkerem (1967). Metoda aplikace latky do
zloutku neumoziuje fadnou selekci mrtvych ¢i spontanné malformovanych zarodkt pred
experimentem. Dalsi problém vidime v samotné aplikaci testované latky, protoZe testovana
latka je zloutkem vyrazné nafedéna. Zaroven muze dojit k vyraznéjSimu poskozeni
zloutkové membrany vpichem jehly a k jejimu naslednému prasknuti v disledku vzniklého
tlaku uvnitt zloutku po aplikaci vétSiho objemu testované latky. Dale si myslime, ze neni
vhodné prelepovat otvor po vpichu ve skotapce pomoci izolepy. Latky obsazené v izolepé
mohou negativné ovlivnit normalni vyvoj zarodku. Piednosti této metody v porovnani
s metodou CHEST je fakt, Ze umoziiuje aplikaci testované latky kdykoli béhem inkubace,
a dokonce jesté pred samotnou inkubaci.

Dalsi metoda, ktera vyuziva systému in ovo, je metoda aplikace testované latky do
vzduchové bubliny vejce (napt. Henshel et al., 2002). Kladné hodnotime pouziti tekutého
parafinu na misto izolepy K uzavieni otvoru po vpichu ve skotfapce. I my ho vyuzivame ke
stejnym uceliim. Dale ocefiujeme moznost aplikace testované latky nejen pied samotnou
inkubaci, ale i kdykoli béhem pozd¢jsiho vyvoje zarodku, coz nam metoda CHEST
neumoznuje. Tento zplsob aplikace testované latky ma ale i1 nékolik nedostatki.
K nedostatkim tohoto zptsobu aplikace patii pfedevSim nemoznost selekce mrtvych ¢i
spontanné¢ malformovanych zarodki pfed experimentem. A také samotnd aplikace
testované latky, protoZe je otdzkou, jak moc je testovand latka aplikovand do vzduchové
bubliny pfistupna zarodku.

Existuje i in ovo metoda aplikace testované latky do bilku (napif. Phelps a
Gildersleeve, 1995), k aplikaci testované latky muze dojit kdykoli béhem inkubace, ale i
jesté pred jejim zahdjenim. Nevyhodu této metody lze, opét, vidét v nemoznosti selekce
mrtvych a spontann€ malformovanych zarodki pied zahdjenim experimentu, ale i v tom,
7ze latka se k zarodku dostavd az v posledni tretiné inkubaéni periody, kdy zéarodek
spotiebovava bilek, je to béhem obdobni vyrazného rustu (Hensel et al., 2002). Aplikace

latek do bilku tak neni vhodnou metodou teratogeneze, vzhledem ke kritické periodé
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vyvijejicich se organovych soustav. Jeji automatizovana podoba je vSak pomérné hojné
vyuzivana napf. k imunizaci kutecich zarodka v dribezatstvi (Miller a Sheeks, 1986).

Dalsi metodou, ktera vyuziva in ovo systému, je aplikace testované latky na
skotapku vejce. Nevyhodou takové aplikace je, Ze je vhodnd pouze pro aplikaci v tucich
rozpustnych latek a ze testovana latka je oproti ostatnim vySe zminénym metoddm nejméné
spolehliva, co se ty¢e doruceni testované latky k vyvijejicimu se zarodku (Hensehl et al.,
2002).

Existuje také cela fada metod postavenych na aplikaci testované latky zarodku
skrze okénko ve skofapce vejce. Obecné jsou tyto postupy aplikace nazyvané jako
okénkové metody. Prikladem je metoda vyuzivajici aplikace testované latky do alantois
(dychaci a vylu€ovaci organ) zarodku. Tato metoda je obecné pouZivand ve virologii a
slouzi tak k uréovani teratogenicity vira na kufeci zarodek (napi. Weidanz a Schaffer,
1962). Testovana latka maze byt aplikovana ale i celou fadou dalSich zptlisobi, a to pfimo
na povrch vitelinni (zloutkové) membrany ¢i na vitelinni cévy, alantois (napi. Caujolle et
al., 1967) nebo na chorioalantoidni membranu (napt. Ringway a Karnofsky, 1952), do
subblastodermalniho (subgerminalnalniho) prostoru (napi. Van Dongen, 1964; Jelinek,
1977; Griffith a Wiley, 1991) a také do prostoru amnia (napt. Jelinek, 1977). VSechny tyto
zpusoby aplikace latek jsou jednorazové, latka piisobi pomérné kratkou dobu, nez je
systémem nafedéna. Chceme-li simulovat teratogenni efekt chronického uzivani testované
latky, je nutné tuto latku aplikovat zarodkiim opakované, coz je Casové ndrocné a pii
kazdém otevirani a zavirani okénka ve skotfapce hrozi zarodku posSkozeni. Byly proto
vyvinuty metody, které umi simulovat chronické ptisobeni testované latky bez nutnosti jeji
opakované aplikace. Jednou z moznosti je aplikace testované latky jako soucast ,,soaked
bead“ (napt. Tickle et al., 1985). ,Soaked beads* jsou koralky z materialu, ktery je
schopny nasat definovany objem testované latky o pfesné koncentraci do sebe sama. Tento
korélek se nasledné umisti napf. na vitelinni cévy nebo na horni koncetinovy pupen.
Testovana latka se do zarodku dostava postupné, ¢imz je simulovan jeji chronicky ptijem
matefskym organismem. Pfednosti ,,soaked beads“ je moznost jejich vyuziti jak
v systémech in ovo, tak in vitro.

Ne&kteti badatelé se snazili vyfeSit obecny problém okénkovych metod, tedy i
metody CHEST, a to aplikaci na ¢asnych stadiich embryonélniho vyvoje, tedy na ED1, kdy
dochazi k dysmorfogenezi, predev§im CNS, ¢i smrti u vétSiny zarodkil. Jednim z moznych

feSeni je podle Fishera a Schoenwolfa (1983) eliminace suprablastodermalniho vzduchu,
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ktery se k zdrodku béhem otevirani vejce (tvorby okénka) dostane, pomoci bilku ¢i
fyziologického roztoku, které nahradi prostor se vzduchem. Autofi také navrhuji otoceni
vejce s izolepou zalepenym okénkem o 180°, tak aby se embryo vyvijelo pod nenarusenou
skotapkou (Fisher a Schoenwolf, 1983). Problém tohoto vylepseni okénkovych metod
vidime v tom, ze autoii hodnotili efekt otevieni, zaliti bilkem ¢i fyziologickym roztokem a
otoceni 0 180° po 24 hod od otevieni, tedy po 48 hodinach celkové inkubace zarodku. Je
proto otazkou, jaky bude mit kontakt izolepy s bilkem v dusledku rotace vejce efekt na
vyvijejici se zarodek, pokud na n¢j bude ptsobit az do devatého dne, kdy dochazi ke
standardnimu odbéru v ptipad€ nami pouzité metody CHEST.

Okénkova metoda CHEST se nam proto jevi jako nejvhodnéjsi in ovo metoda,
protoze oproti metoddm nevyuzivajicim aplikace testované latky skrze okénko, umoziuje
selekci zarodki vstupujicich do experimentu. Dale umoZiuje jejich priibéznou kontrolu
béhem inkubace. Testovana latka je aplikovana do bezprostiedni blizkosti zarodku od
druhého do Sestého dne embryonalniho vyvoje, a to o objemu mensim (vétSinou 3 nebo
10 pl) nez u aplikace do zloutku ¢i vzduchové bubliny, kdy jsou vétSinou aplikovany
davky v tadech stovek pl. U metody CHEST tak dochazi ke sniZzeni vydajt za testovanou
latku. Vyhodu oproti ostatnim okénkovym metodam predstavuje zavirani okénka pomoci
sterilnich sklicek a parafinu. Jejich pfitomnost nema toxicky efekt na zarodek jako napf.
izolepa, a zaroven sklicko umoznuje lepsi prubéznou kontrolu nez pohled na zarodek ptes
izolepu. Nakonec, pfi metodé¢ CHEST nedochéazi k omyvani ¢i dezinfekci skotapky vejce,
¢imz je zajiSténa ptirozena ochrana zarodku pted patologickymi agens.

Diilezitym pozitivem metody CHEST je, ze vysledky z ni ziskané 1ze prevést na
situaci, kdy je testovana latka aplikovana cestou pfes savéi matefsky organismus.
Odhadovany zacatek pasma embryotoxicity se pro sav¢i organismus stanovi vynasobeni
ziskaného odhadovaného zagatku pasma embryotoxicity pro kufeci zarodek indexem 107
(Jelinek, 1977). Po extrapolaci dat na savéi organismus a jejich nasledném porovnani
s vysledky metod vyuZzivajicich laboratorni savce, konkrétné krysy a kraliky, kterym byly
testované latky aplikovany stejnou cestou, jakéd je vyuzivana v klinické praxi, nejCastéji
tedy per ordlné, byla odhalena shoda v 80 % ptipadi (Jelinek a Marhan, 1994). Proto
tvrdime, Ze metoda CHEST je vhodnou metodou primarni detekce teratogeni prave proto,

ze extrapolace dat na savc¢i systém je pomérné spolehliva.
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6.7 SANDWICH vs. ostatni metody vyuzivajici kufeciho

zarodku In vitro

Alternativni in vitro maji v teratologickych studiich své misto, a to pfedevsim
proto, Ze vyuzivaji systému, ktery je zbaven metabolismu matetského organismu.

Jednou z nejuspésnéjSich metod pocatku 30. let minulého stoleti byla metoda
podle Waddingtona (1932), kterda vychdzi z metody kultivace tkani vyvinuté Fellem
a Robinsonem (1929). Waddington (1932) pienesl kufeci blastoderm s casti vitelinni
membrany na srazeninu, kterd vznikla smichdnim krevni plazmy dospélého kura a extraktu
ziskaného z osmidenniho, popf. devitidenniho zarodku kufete. Tato srazenina byla
vytvofena na dné hodinového sklicka. To bylo umisténo do Petriho misky, jeZ obsahovala
vatu a prevafenou vodu, tim byla zajiSténa vlhkost prostiedi. Petriho miska pak byla
piekryta vickem. Vyhodou této metody je moznost snadného pozorovani vyvijejiciho
zarodku. Mezi nedostatky této metody patii naro¢nost ptipravy kultivacniho média (Stern a
Bachvarova, 1997) a také pomérné¢ pomaly vyvoj a rust zarodku. Primitivni prouzek se
totiz vyvine pouze do stadia, které je analogické s tficetihodinovym vyvojem zarodku
in ovo. Zarodky jsou hodnoceny jako abnormalné¢ malé a ziidka kdy u nich dochazi
k vytvofeni funk¢niho krevniho obéhu (Waddington, 1932). Bez ohledu na sva omezeni, se
tato metoda stala dualezitou pro budouci vyzkum, protoze poslouzila jako zéklad ¢i
inspirace pro fadu dal§ich in vitro systémi. Castym pifedmétem modifikace této metody
bylo nahrazeni srazeniny plazmy za jina Zivna prostfedi, jako napf. za smés agaru,
vajecné¢ho bilku a Ringerova roztoku (Spratt, 1947), popf. za smés agaru a dialyzatu
vajecného zloutku (Spratt a Haas, 1960).

Jakousi revoluéni metodou je metoda kultivace kufecich zarodkd podle New
(1955). Tato metoda puvodné slouzila ke zpfistupnéni kufecich zarodkd pro
mikrochirurgické zakroky na Casnych stadiich jejich vyvoje. New vyuzil stejné jako
Waddington (1932) hodinového sklicka a Petriho misky s vatou a pfevafenou vodou.
Zménou vSak bylo, ze na dné¢ hodinového sklicka byl ptitomny pouze vajecny bilek.
Blastoderm se vyvijel na vitelinni membrang, ktera byla natazena pies sklenény krouzek,
ktery byl poloZen na hodinovém sklicku tak, aby byl zajiStén okraj vitelinni membrany
pted shrnutim. Pozitivem této metody je, Ze se blastoderm vyviji normaln€, v podstaté jako
in ovo, az do stadia 20 somiti (13 HH), dochazi tedy k flexi a torzi zarodku a také

K vytvoteni funk¢éniho krevniho obéhu (New, 1955). V porovnani s nasi metodou
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SANDWICH ma metoda podle New (1955) tu vyhodu, Ze vyuzivéd jako zivného média
pouze bilku, ¢imz je oproti metodé¢ SANDWICH vyrazné usetien Cas i penize. Rozdil
oproti metodé¢ SANDWICH je také v tom, ze zarodky jsou na zivné médium prendseny ve
stadiich Casné embryogeneze, proto by tato metoda mohla mit vyuziti pro testovani
teratogenniho ucinku latek praveé na ¢asnych stadiich vyvoje kuteciho zarodku, protoze ani
jedna z nami pouzitych metod nepokryvala testovani embryotoxicity na nej¢asnéjSich
vyvojovych stadiich. Asi nejvétsi nedostatky této metody vidime v zajistovani vitelinni
membrany pred jejim shrnutim a také v narocnosti jejiho spradvného napnuti na krouzku.
Pokud by totiz tenze vitelinni membrany na sklenéném krouzku byla ptili§ vysokd, mohlo
by dojit k poskozeni vyvijejictho se zarodku nebo oddéleni blastodermu od vitelinni
membrany.

Dalsi metodou vyuzivajici kufeci zdrodek je metoda podle Kucery a Burnanda
(1987), ktera byla vyvinuta pravé se zamérem testovat embryotoxicky t¢inek latek in vitro
a snizit tak mnozstvi laboratornich savci vyuzivanych pro stejné ucely. Ve vejci
inkubovaném po dobu 20 hod (4 HH) je udélan otvor o priméru 1cm. Tuhy bilek se vylije
a fidky bilek se nasaje do injekcni stiikacky. Nasledné se skotfapka jesté vice otevie a
zloutek se prelije do krystalizacni misky obsahujici Tyrodlv roztok, tim je zajiSténo, Ze se
blastoderm po chvili dostane na povrch Zloutku. Nasledné se blastoderm na vitelinni
membrané vysttihne a na ¢ajové 1zicce prenese do dalsi nadoby obsahujici Tyrodlv roztok.
Zde se preparat omyje od zloutku a ptenese se do inkubacni misky naplnéné Tyrodovym
roztokem. Vitelinni membrana se napne pies krouzek vystupujici ze dna misky. Nasledné
se odstrani Tyrodiiv roztok a pod a nad zarodek se injikuje standardni mnozstvi Zivného
média, které se skladd ze smési Tyrodova roztoku a tidkého bilku, obsahujici testovanou
latku. Miska se pfiklopi vickem a dé se inkubovat. Zarodky se bézné dozivaji ED3 a po
66 hodinach inkubace odpovidaji stadiu 17 HH a jsou opozdéné zhruba o 6 hodin oproti
stavu in ovo. Mira spontannich malformaci na tomto systému tvoii maximalné 15 %. Podle
autorti této metody byly malformace pozorované pro testované latky srovnatelné s témi
popsanymi na jinych systémech i ZivociSnych druzich. Mezi pfednosti této metody patii
celkova rychlost, nendkladnost, relativni jednoduchost a také srovnatelnost s vysledky
Z jinych systémt (Kuc€era a Burnand, 1987). Ve srovnani s metodou SANDWICH ma
metoda podle Kucery a Burnanda (1987) tu vyhodu, Ze je Zloutek pfelévan do krystalizacni
misky s roztokem a tim je zajisténo, ze se zarodek po chvili dostane na povrch Zloutku.

V piipadé nasi metody se musi vejce opatrné pienaset z inkubatoru, aby se s nim pfili§

110



nehybalo a zarodek se tak nedostal mimo stied povrchu zloutku. Pak totiz hrozi, ze je
zarodek po rozbiti vejce prili§ na strané a neni tak pfistupny pro preneseni na papirovém
krouzku. Dalsi rozdil je v plsobeni testované latky na zarodek. V piipadé Kucery a
Burnanda (1987) je to od vyvojového stadia 4 HH, v nasem ptipad¢ pak az od stadia 12 az
13+ HH. Za komplikace této metody povazujeme pfilisné mnozstvi krokd v postupu,
protoze ¢im vice krokt, tim vétsi pravdépodobnost, ze dojde k poskozeni zarodku, a také
napindni vitelinni membrany pies krouzek. Vitelinni membréna se totiz mize shrnout.
Domnivadme se, Ze na naSem systému je pravdépodobnost shrnuti vitelinni membrany se
zarodkem minimalizovana, protoze je zarodek umistén mezi dvéma papirovymi krouzky, a
zaroven na nasem systému nehrozi, Ze by byla Zloutkovd membrana napjata pfilis, a tak
doslo k poskozeni zarodku.

Asi nejpodobnéjsi metodée SANDWICH je metoda EC (early chick) (Chapman et
al., 2001). Postup je obdobny jako u na$i in vitro metody. Na vitelinni membranu je
umistén filtracni papir s otvorem tak, aby byl blastoderm (3 az 4 HH) ve stiedu tohoto
otvoru. Filtracni papir je spolu s vitelinni membranou a blastodermem vystiizen. Dale je
blastoderm na filtranim papiru oplachnut v solném roztoku obsahujicim penicilin a
streptomycin a nasledné je pfenesen na zivné médium slozené zagaru a bilku
Z neoplozenych vajec s pfidanymi antibiotiky. Zarodky pienesené¢ na zivné médium se
standardn¢ inkubuji do stadia 15 az 17 HH. Pozitiva EC metody jsou nasledujici: metoda je
rychld a jednoduchd; nevyzaduje zadné specialni vybaveni laboratofe; médium je
semisolidni, takze nemuze dojit k preliti vyvijejictho se zarodku zivnym médiem;
a zaroven toto médium umoziuje i otoceni vyvijejiciho se zarodku od stadia 8 HH tak, aby
rostl dorsalni stranou vzhiuru. Porovname-li metodu EC s na$i metodou SANDWICH,
nalezneme né¢kolik rozdilt. Jednim z nich je, Ze zarodky jsou inkubovany od casnych stadii
embryondlniho vyvoje. Dalsi odliSnost pak mizeme vidét v pouziti filtracniho papiru pro
ptenos zarodku. EC metoda totiz vyuziva pouze jednoho filtracniho papiru jakozto nosice
vitelinni membrany se zarodkem, zato SANDWICH vyuziva dvou krouzkl z filtra¢niho
papiru. Rozdil je 1 v Zivném médium, ac je v ptipad€¢ obou metod semisolidni, metoda EC
vyuzivd pouze kombinace bilku a agaru s pfidavkem antibiotik, naopak SANDWICH
vyuziva zcela syntetického Zivného média, do které¢ho je také pifidano antibiotikum
(modifikace podle Hu et al., 2005). Autofi metody EC uvadgji, ze je vhodna pro
mikrochirurgii, mikroinjekci, transplantaci tkani (grafting), implantaci pienasect latek

(bead implantation) a pro elektroporaci. To znamena, ze EC metoda je vhodna pro
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teratologicka testovani. Myslime si, zZe by testovana latka mohla byt, stejné jako v ptipadé
metody SANDWICH, také soucasti semisolidniho Zivného média.

Metoda SANDWICH je, ve srovnani s metodami vyuzivajicimi hodinového skla a
sklenéného krouzku, popft. jejich obdob, pomérné¢ snadnou, casové nenaro¢nou metodou,
ktera nevyzaduje zadné specialni vybaveni laboratofe. Nase in vitro metoda je, oproti vyse
zminénym metodam, jedinou, pfi které¢ dochézi k ptenosu zarodkd na ED2 a tyto zarodky
se bez antemortem zmén dozivaji ED4. Skute¢nost, Ze se nase kontrolni zarodky normalné
vyvijeji do ED4, je pravdépodobné disledkem vyuziti zcela syntetického zivného média.
Ptednosti tohoto média je jeho vysoky obsah aminokyselin, nezbytnych pro rist zarodkd, a
také jeho konstantni slozeni. Je otazkou, zda by bylo realné, aby se zarodky stadia 12 az
13+ HH (vyuzivané nami) pfenesené na zivné médium tvofené pouze bilkem ¢i bilkem a
agarem nebo Tyrodovym roztokem mohly uspésné vyvijet az do ED4 jako na naSem
nejvetsi prednosti metody SANDWICH je pienos zarodku na Petriho misku. Zarodek je
pienasen na vitelinni membrané mezi dvéma krouzky z filtratniho papiru. Tim je zajiSténo,
ze nedojde ke shrnuti vitelinni membrany ¢i K jejimu ptilisnému napnuti, a tim k poSkozeni

zarodku.

6.8 CHEST, SANDWICH a jejich vyuziti v kombinaci

S klasickymi metodami

Klasické metody vyuzivaji laboratornich savcti. Nevyhodou téchto metod je jejich
casova 1 financni naroc¢nost. Klasické metody maji i nékolik nedostatkii: (1) testovana latka
muize byt metabolizovdna matefskym organismem a v pozdéjSich stadiich intrauterinniho
vyvoje nemusi tato latka viibec projit skrze placentu, (2) nevime, jaké je skute¢nd davka
testované latky, kterd na zarodky plisobi. Dilezité je zminit, Ze mezi savci existuji
mezidruhové rozdily ve farmakokinetice 1 biotransformaci testované latky, proto nevime,
zda bude mit testovand latka na clovéka stejny t€¢inek jako v ptipadé testovanych savci.

Vhodnym doplnénim klasickych metod jsou proto metody alternativni, a to
pfedevsim ty, vyuzivajici kuteciho zarodku, ktery mé oproti klasickym metodam znacné
vyhody (viz. Henshel et al., 2002). Domnividme se proto, Ze metoda CHEST spolu
s metodou SANDWICH jsou vhodnymi metodami pro primarni detekci odhadovaného

zacatku pasma embryotoxicity testovanych latek. Po extrapolaci dat na savei systém pak
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mohou byt na bfezich samicich savci testovany takové davky (koncentrace), jejichz
ucinnost byla prokézdna nasimi metodami, a tak je snizen pocet savéich zarodk, které by
byly zbyte¢né pouzity na testovani latek, které by byly bud’ zcela neucinné, nebo by mély
za nasledek stoprocentni letalitu. Metoda CHEST v kombinaci s metodou SANDWICH je

tak idealni metodou preskriningu embryotoxicity potencidlnich teratogent.

6.9 Budouci smér vyzkumu

Nasi snahou do budoucna je rozsifit aplikaci potencialnich teratogenti ¢asnym
stadiim embryondlniho vyvoje zarodku, jak pomoci metody CHEST, tak pomoci metody
SANDWICH, kdy je centralni nervova soustava vysoce nachylna k moznému poskozeni.
Diky tomu bychom mohli roz$ifit mozné pozorovatelné malformacni spektrum
testovanych latek.

Nasim cilem je v ptipadé metody CHEST roz$ifit moznosti aplikace testované
latky nejen na zarodky mladsi nez 12 HH (ED?2), ale 1 na zarodky pfed samotnou inkubaci.
Inspiraci je pro nés publikace Fishera a Schoenwolfa (1983), ktefi dokézali zajistit
normalni vyvoj zarodkid mladSich nez ED2 diky eliminaci suprablastodermalniho vzduchu
pomoci pridani bilku ¢i fyziologického roztoku. V piipadé metody SANDWICH jsou pro
nas inspiraci publikace, ve kterych byla popsdna inkubace casnych kuiecich zarodku

in vitro (napf. New, 1955; Kucera a Burnand 1987; Chapman et al., 2001).
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7 ZAVERY

1. Metoda SANDWICH je pomérn¢ rychlou a levnou metodou primarni
detekce zacatku pasma embryotoxicity testované latky na casnych stadiich embryonalniho
vyvoje zarodku. Zarodek je po delsi dobu vystaven pisobeni testované latky, a proto je tato
metoda vhodnym doplnénim metody CHEST na ED2, kdy pfi subgermindlni aplikaci
testované latky pomoci metody CHEST dochézi k vyraznému natedéni této latky zloutkem

zarodku.

2. Odhadovany zaCatek pasma embryotoxicity DMSO se nachazel mezi
koncentraci 0.1 % a 0.5 % v ptipadé¢ metody SANDWICH (ED2) a mezi koncentraci 10 %
a 100 % aplikovanych v objemu 3 pl v piipadé metody CHEST (ED2-ED6). Pro ATRA se
odhadovany zatatek pasma embryotoxicity nachazel mezi davkovymi fady 107a 10°®
v piipadé metody SANDWICH (ED2) a mezi davkovymi fady 10®° a 10™ aplikovanych
v obejmu 3 ul v piipadé metody CHEST (ED2-ED6).

3. Porovnanim odhadovaného zacatku padsma embryotoxicity ziskaného pro
ATRA 1 DMSO pomoci metody SANDWICH a CHEST na ED2 bylo zjisténo, ze metoda
SANDWICH je senzitivnéj$i. Rozdil v odhadovaném zacCatku pasma embryotoxicity
ziskaném pro ATRA pomoci metody SANDWICH a CHEST C¢inil tfi davkové fady a pro
DMSO vice jak dva davkové rady.
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