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Abstrakt

Thyroxin je hlavnim hormonem S§titné Zlazy. Stav, kdy jej Zlaza nesecernuje do
krevniho ob&hu dostatek - hypothyredza, je spojen s celou fadou zdravotnich komplikaci
aje tedy nutné podstupovat substitu¢ni 1é€bu timto hormonem v adekvatnich davkach.
U té€hotnych Zen je obzvlasté dulezité udrzovat hladinu thyroxinu v krvi v normé, nebot’ jak
jeji snizeni, tak zvySeni, ma nejen neptiznivy vliv na zdravotni stav matky, ale hlavné na

normalni vyvoj ditéte.

Cilem mé diplomové prace bylo popsat malformaéni spektrum thyroxinu, zjistit
jeho zacatek pasma embryotoxicity pro kufeci embrya a tuto hodnotu ptepocitat pro
embrya lidska, diky ¢emuz Ize posoudit, zda mize byt substitucni 1écbou zvysena hladina

thyroxinu pro ¢lovéka embryotoxicka.

Experimentalni ¢asti prace bylo alternativni metodou testovani embryotoxicity
vyuzivajici zarodek kufete in ovo - CHEST, otestovat embryotoxicky potenciél hormonu
thyroxinu. Embryotoxicita je vlastnost zevniho faktoru pasobiciho na zarodek, mize se
manifestovat jako letalita, ristova retardace nebo teratogenita, coZ je schopnost zevniho

faktoru vyvolat vyvojovou vadu.

NejfrekventovanéjSim projevem embryotoxicity v tomto experimentu byla letalita,
z vyvojovych vad se nejéastéji objevoval srde¢ni defekt mezikomorové piepazky, dale pak
vyhteznuti bfiSnich organd, transpozice velkych cév, hyperlordéza a syndrom svéraci
kazajky, ostatni vady byly méné Casté. Zacatek pasma embryotoxicity pro zarodek kufete
leZi mezi ddvkami 0,03 pg a 0,3 pg aplikovaného thyroxinu. Po teoretickém piepo¢tu na
savce, atedy i1 Cloveka, lezi zaCatek pasma embryotoxicity thyroxinu mezi davkami
0,1 mg/kg a 1 mg/kg, co? odpovida koncentracim 10 az 10”. Horni hranice normalni
hladiny thyroxinu v krvi je 110 pg/l, coz odpovida koncentraci 107, v této horni hranici se
jiz koncentrace thyroxinu v krvi maze dotykat pasma embryotoxicity. Nelze zcela vyloucit,
ze substituéni 1écba hypothyredzy u té¢hotnych zen muze piispét ke zvySenému riziku

vzniku vrozenych vad u jejich potomkd.
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Abstract

Thyroxine is the main thyroid gland’s hormone. The state, when the thyroid gland
does not produce enough of it into the bloodstream is called hypothyroidism.
Hypothyroidism is related with several health complications; therefore it is required to take
replacement therapy in adequate doses. Concerning pregnant women, it is important
especially to keep the blood level of thyroxine in the normal, because increasing or
decreasing of it, has an adverse effect on the health of the mother and also on the normal

child development.

The objective of my thesis was to describe malformations spectra of thyroxine, to
find out the beginning of its embryotoxicity dose range for chick embryos, and recalculate
this value for human embryos, allowing us to decide, if the level of thyroxine was

increased by a replacement therapy, this could be embryotoxic for human.

The experimental part of my work was to search an alternative method for testing
embryotoxicity on chick embryos in ovo — CHEST, testing of embryotoxic potential of the
thyroxine. Embryotoxicity is a feature of the external factors affecting the embryo, it may
manifest as lethality, growth retardation, and teratogenicity; which is an ability of the

external factor to induce the developmental defect.

The most common manifestation of embryotoxicity in this experiment was
lethality, while the most frequent developmental defects were ventricular septal defect,
eventration of abdominal viscera, transposition of the great vessels, hyperlordosis and the
strait jacket syndrome, other defects were less frequent. The beginning of the
embryotoxicity dose range for chick embryos lies between 0.03 pg to 0.3 pg of applied
thyroxine. After the theoretical conversion to mammals, and also humans, the beginning of
the embryotoxicity dose range of thyroxine is between 0.1 mg/kg to 1 mg/kg, which
corresponds to concentration of 10 to 107. The upper limit of normal level of thyroxine in
the blood is 110 pg/l, which corresponds to concentration 107, In this upper limit, the
concentration of thyroxine in the blood might approach the embryotoxicity dose range. We
cannot rule out, the option, that the replacement therapy of hypothyroidism in pregnant

women may contribute to an increased risk of malformations to their offspring.
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1 Seznam zkratek

CL/CP Cleft lip and palate, rozstép rtu spojeny s rozstépem patra

CP Cleft palate, izolovany rozstép patra

D Dead, mrtvé zarodky

DIT Diiodotyrosine, dijodtyrosinové

ED Embryonic development day, embryonalni den

FDA Food and Drug Administration, Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

FTs Free triiodothyronine, volny trijodthyronin

FT,4 Free thyroxine, volny thyroxin

CHEST Chick embryotoxicity screening test, test embryotoxicity na kufecich
zarodcich

LATS Long acting thyroid stimulator, dlouhotrvajici stimulaci bunék $titné zlazy

LDL Low density lipoproteins, nizkodenzitni lipoprotein

M Malformed, Zivé malformované zarodky

mgs Morphogenetic system, morfogeneticky systém

MIT Monoiodotyrosine, monojodtyrosinové

NOEL No observable effect level, Zadny viditelny efekt

RT3 Reverse trijodthyronine, reverzni trijodthyronin

SIH Somatotropin inhibujici hormon, somatostatin

T3 Triiodothyronine, trijodthyronin

Ty Tetraiodothyronine, thyroxine, tetrajodthyronin, thyroxin

TBG Thyroxine-binding globulin, globulin vazici thyroxin

TRH Thyrotropin-releasing hormone, thyreotropin uvoliujici hormon

TSH Thyroid-stimulating hormone, thyroideu stimulujici hormon, thyreotropin

TSI Thyroid-stimulating antibodies, thyroideu stimulujici imunoglobuliny

TT; Total triiodothyronine, celkovy trijodthyronin

TT, Total thyroxine, celkovy thyroxin

VLDL Very low density lipoproteins, velmi nizkodenzitni lipoprotein

\YAY Vyvojova vada

WHO World Health Organisation, Svétova zdravotnicka organizace
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2 Uvod

2.1 Lécba chronickych nemoci béhem téhotenstvi

Pii 1é¢bé téhotnych pacientek musi Iékai védét, zda jim predepsané 1éky nemaji
negativni vliv na vyvijejici se embryo, jestli mohou zpisobit smrt, malformaci nebo
ristovou retardaci embrya. Tedy, zda je jejich uzivani béhem té€hotenstvi bezpeéné, zda
potencialni riziko vzniku vady nepievazuje nad ptinosem 1é¢by. Na zakladé vysledka jak
experimentadlnich studii na laboratornich zviratech, tak epidemiologickych studii na lidske

populaci (viz 2.4.1) jsou 1éky (latky) fazeny do péti kategorii:
Kategorie A: Latka u téhotnych zen prokazateln¢ nevyvolava poskozeni plodu.

Kategorie B: Studie na zvifatech jsou negativni, ale neexistuji adekvatni studie

u t¢hotnych Zen.

Kategorie C: Studie na zvitatech zachytily neptiznivy efekt na plod, ale neexistuji

adekvatni studie u té¢hotnych Zen.

Kategorie D: Zahrnuje latky potencialné teratogenni, u nichz terapeuticky efekt
ptevazi riziko vzniku malformace plodu. Kdyz je latka podavéana t€hotné zené nebo Zena

ot¢hotni v pribehu 1écby, je vSak tfeba, aby ji I€kat na toto riziko upozornil.

Kategorie X: Zahrnuje latky v téhotenstvi zasadné kontraindikované, protoze
zpisobuji abnormality u zvifat i u c¢lovéka, a potencidlni riziko vzniku vady jasné

pfevazuje nad piinosem l1éCby (Peterka et al., 2010).

T¢hotenstvi mohou provazet riiznd onemocnéni, ¢asto se jednd o choroby
chronické, vzniklé jest¢ pred koncepci. Priklady nékterych takovych nemoci jsou:
hypertenze (zvySeni frekvence abrupce placenty, perinatalnich ztrat apod.), kardiopatie
(jeji 1écba muze vest k fetalnim komplikacim), onemocnéni plic (Castymi komplikacemi
jsou hypotrofie plodu a ptedéasny porod), onemocnéni ledvin (zvySené riziko perinatalni
mortality), diabetes mellitus (vznik diabetické embryopatie), jaterni poruchy, neurologicka

onemocnéni a dalsi (Kiizkova, 2008).
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Obrovsky vliv na matefsky organismus maji bezesporu i nerovnovahy
hormonalnich hladin. Jako ¢astd hormonalni onemocnéni, mizeme oznacit onemocnéni
Stitné Zlazy. Hyperthyredza se vyskytuje u 0,2-0,5 % lidi naSi populace, hypothyredza,

kterou se v této praci podrobné&ji zabyvam, dokonce u 2-3 % (Némec et al., 2001).
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2.2 Humoralni regulace organismu

V mnohobunééném organismu musi byt viechny specializované bunéc¢né skupiny
a organy smyslupln¢ integrovany a koordinovany. V savéim organismu vykondvaji tyto
funkce nervovy a hormonalni systém, obrané organismu slouzi piedavani informaci
v imunitnim systému (Silbernagl et al., 2003). Cinnost tdchto systémii neni samostatna,
ale vSechny tfi se navzijem ovliviuji. Napf. ¢innost nervového systému mize byt
realizovana prostiednictvim endokrinniho systému, naopak endokrinni systém je fizen

systémem nervovym (Langmeier et al., 2009).

Signalizace v nervovem a humoralnim systému jsou zprostiedkovavany nervovymi
vzruchy, resp. hormonalné. Nervové a hormonalni signaly ¥idi a reguluji metabolismus
a ,,vnitini prostredi* (krevni tlak, pH, hospodateni s vodou a elektrolyty, t€lesnou teplotu
atd.), rist a zrani organismu, funkce orgdnu a ptiméfené chovani nutné k rozmnozovani.
Nervové a hormonalni systémy také fidi reakce organismu ve vztahu K zevnimu prostiedi,
na tomto fizeni se podileji informace z receptori ve vnitifnich organech, z pohybového
aparatu, smyslovych organu, kosterniho svalstva, ale také psychické a emocni faktory atd.
V mnoha piipadech jsou signdly zapojeny ve zpétnovazebnych mechanismech uvnitt
organismu. Nervy jsou specializovany na rychlé vedeni vétSinou jemné odstupniovanych
signalii. RozliSujeme ustfedni nervovou soustavu a periferni nervstvo, k némuz patii
somaticky nervovy systém (vede informace z ,neutrobnich® c¢idel centripetalné a Fidi
kosterni svalstvo) a periferni vegetativni (= autonomni) nervovy systém (je eferentni a fidi
hlavné krevni ob&h, vnitini organy, sexualni funkce aj). Autonomni nervovy systém je
navic doplnén visceralnimi aferentnimi nervovymi vlakny, kterd vedou signaly z vnitinich
organti do CNS, a vétSinou probihaji ve stejnych nervech jako autonomni vldkna (napft.
nervus vagus) a enteralnim nervovym systémem, ktery integruje lokalni funkce jicnu,
zaludku a stiev (Silbernagl et al., 2003).

Hormony, stejné¢ jako cytokiny a chemokiny imunitniho  systému
a neurotransmitery, jsou chemicti poslové. Slouzi pfedevsim pomalému a dlouhodobému
prenaSeni signall, vétSinou vyuzivaji k prekonani vétSich vzdalenosti uvniti téla krevni
ob&h. Neékteré hormony a jiné signalni latky pisobi pouze na sousedni builky, coZ se

nazyva parakrinni ucinek. Jiné psobi zpétné na samotné buriky, které je vyprodukovaly,
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C0Z je nazyvano autokrinni ucinek. Hormony se tvofi ve Zlazach s vnitini sekreci, ve
tkédnich nebo ve specializovanych buiikich (n€které 1 v  nervovych
buiikich - neuroendokrinni buriky) a pasobi bud’ na podfizenou endokrinni zlazu
(glandotropni  hormony), nebo je jejich cilovym organem neendokrinni tkan
(aglandotropni hormony). Cilové buiky jsou vybaveny specifickymi vazebnymi misty
(receptory) pro ur¢ity hormon, ktery vazou s vysokou afinitou, pro zprostiedkovani
signalu postacuji jen velmi malé koncentrace hormonu (10°-10™ mol/l). Cilova buiika si
svymi receptory umi najit urcity, pro ni ptislusejici, signal mezi v§emi ptsobky, které k ni

soucasn¢ dorazi (Silbernagl et al., 2003).

Hormony reguluji v Uzké spolupraci s nervovym systémem vyZivu, metabolismus,
rast, télesny a psychicky vyvoj a zrani, mechanismy slouzici rozmnozovani, vykonnost
a jeji prizptisobovani a vnitini prostfedi (homeostdzu) organismu. VétSina téchto prevazné
vegetativnich funkci je podfizena centralni kontrole hypotalamu, ktery je ovliviiovan
vy$§imi mozkovymi centry. Signalni latky, uvolfiované na chemickych synapsich
nervového systému a zprostifedkovavaji pienos informaci na postsynaptickd nervova
vldkna, svaly nebo Zlazy, se nazyvaji mediatory nebo neurotransmitery. Neékteré
neuropeptidy uvoliované z presynaptického zakonceni difunduji i do okoli synapse

a pusobi tedy téz parakrinné (Silbernagl et al., 2003).

Jak uvadim vySe, hormony jsou chemiéti poslové, ktefi slouzi v organismu pienosu
informaci pii fizeni funkci organti a metabolickych procesii, jsou zpravidla roznaseny
k cilovym buiikdm krevnim ob&hem a tvofi se ve zlazach s vnitini sekreci (hypofyza, Stitna
Zlaza, pristitna teliska, nadledviny, Langerhansovy ostriivky Ve slinivee btisni, vajecniky,
varlata) nebo v difizné rozesetych endokrinnich buiikach (v CNS, C-burnikdch Stitné zlazy,
brzliku, srdecnich sinich, ledvinédch, jatrech, trvicim Ustroji atd.). V bunkach ulozenych
rozptylené ve tkanich jsou secernovany i hormony, které ptisobi parakrinng, tj. na sousedni
bunky (tkdnové hormony nebo medidtory). Také neurony secernuji hormony, napf.
adrenalin, oxytocin, antidiureticky hormon. Endokrinni G¢inky vykazuji i nékteré signalni

latky imunitniho systému, napt. tymozin a rtizné cytokiny (Silbernagl et al., 2003).
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Tab. I: Rozdéleni hormonii podle chemické struktury (Marecek et al., 2000).

Druh hormonu | Hormon, endokrinni zlaza

peptidy, hormony hypofyzy, slinivky bfisni, ptistitnych télisek, n¢které
bilkoviny tkanové hormony

steroidy lipofilni hormony kiiry nadledvin (kortikoidy) a pohlavnich zlaz
derivaty katecholaminy produkované dieni nadledvin (noradrenalin,
tyrosinu adrenalin), hormony §titné Zlazy (thyroxin, trijodthyronin)

Podle chemické struktury a biosyntézy rozezndvame tfi skupiny hormond:

1. Hydrofilni peptidové hormony a glykoproteiny: jsou uloZeny do zésoby
v sekre¢nich granulech a podle potieb vydavany exocyt0zou.

2. Steroidni hormony a jim chemicky p¥Fibuzny Kkalcitriol: jsou lipofilni
a vznikaji latkovou preménou z cholesterolu. Nejsou ukladany do zésoby, ale v ptipade
potieby jsou ve zvySené mife syntetizovany.

3. Derivaty tyrosinu: vznikaji pii latkové pfeméné a patii k nim:

a) hydrofilni katecholaminy (dopamin, adrenalin, noradrenalin)

b) lipofilni hormony Stitné Zlazy (Silbernagl et al., 2003).

Hormony se transportuji z mista tvorby do mista ptisobeni u klasické endokrinni
regulace krvi, v zavislosti na své chemické struktufe. Derivaty aminokyselin, peptidy
a proteiny (hydrofilni) jsou rozpustné v krevni plazmé, steroidni hormony a thyroxin
(hydrofobni) se transportuji krvi z asi 90 % navazané na specifické plazmatické proteiny
(globuliny, prealbumin, albuminy), tvofi tak zasobu hormont, a z 1-10 % jsou v plazmé
nenavazané, biologicky uc¢inné. Transportni proteiny maji vazebné misto s riznou afinitou

pro chemicky podobné hormony, uplatiiuje se zde i kompetice (Langmeier et al., 2009).

Receptory jsou proteinové nebo glykoproteinové molekuly lokalizované
V membrané nebo uvniti buniky. Jsou schopny rozpoznat a navazat hormon a navodit
biologicky ucinek. Pocet receptori neni neménny, klesd pii nadbytku vytvofeného
hormonu (down regulace), ¢i naopak stoupa pii jeho nedostatku (up regulace). Ani
citlivost receptoru k ptislusSnému hormonu neni stald. Dlouhodobé vystaveni plisobeni
hormonu muze vést ke sniZzeni odpovédi, nastdva desenzitizace, kterd se miize vztahovat
ke stejnému hormonu (homologni desenzitizace) nebo k hormonu s podobnou strukturou

(heterologni desenzitizace) (Langmeier et al., 2009).
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Receptory rozdélujeme podle lokalizace:

- Cytosolove pro lipofilni molekuly. Hormony pfestupuji ptes plazmatickou
membranu a vaZzou se na cytosolové receptory, komplex hormon-receptor vnika do jadra
apo vazbé na jaderny receptor spousti genomovou reakci. Pii vysoké (nefyziologické)
koncentraci hormonu steroidni povahy (estrogeny) se tyto hormony mohou vazat i na
receptory v plazmatické membrané bunck. Navozuji negenomové Uc€inky, napt. ovlivnéni

propustnosti iontovych kanali.

- Membranové pro lipofobni molekuly, které neprochézeji plazmatickou
membrénou. Hormon (1. posel) se navdZe na vazebné misto receptoru na zevni strané
membrany, na vnitini stran¢ membrany se kaskadou enzymatickych reakci uvolni signalni
molekula (2. posel) - cAMP, cGMP, diacylglycerol, inozitoltrisfosfat, vapnik. Tvorba
druhych posli nastava u receptort spiazenych s G-proteiny (G-protein je regulacni protein,
ktery zprostfedkovava spojeni mezi informa¢ni molekulou navdzanou na membranovy
receptor a bunéénym efektorem). Jinym zplisobem reaguji receptory, které maji na vnitini
strané receptoru vlastni enzymatickou aktivitu (napf. receptor pro inzulin) (Langmeier
et al., 2009, Sviglerova, 2009).

Uvolnéni hormonu muze byt v mnoha piipadech vyvolano nervovym signalem
pusobicim v CNS. Neurohormonalni ,,pfepojovaci centralou® je v prvni fadé hypotalamus.
Hypotalamus pifeménuje nervovy signal na vydej hormonu z hypotalamu samotného
i snim spojeného zadniho laloku hypofyzy (neurohypofyza), nebo z ptedniho laloku
hypofyzy (adenohypofyza). Glandotropni hormony adenohypofyzy #idi periferni
endokrinni Zlazy, z nichz je potom uvoliiovan kone¢ny hormon. V téchto ,,pfepojovacich

mistech” muze byt ptivodni signal nejen zesilen, ale i mnohonasobné modulovan

(Silbernagl et al., 2003).

Néstup ucinkit hormonu muze byt velmi rychly, béhem néckolika vtefin
(katecholaminy) nebo aZ po n&kolika dnech (thyroxin). U¢inek hormonu mtZe trvat minuty
(katecholaminy jsou rychle rozkladany enzymy) nebo muze trvat i dny (thyroxin).
Hormony se mohou uplatnit pouze v téch bunkach, které maji pro dany hormon receptor,
pro nékteré hormony to mohou byt prakticky vSechny bunky (thyroxin), u jinych pouze
buniky nékterych tkani (napf. pro antidiureticky hormon buiky distdlniho nefronu)

(Langmeier et al., 2009).
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Plazmatickad koncentrace jednotlivych hormonti zévisi na jejich tvorbé,
metabolismu a na vylouceni z organismu. Vé&t§ina hormonti je metabolizovana v jatrech,
poptipadé v ledvinach. Metabolity jsou vylou¢eny moci nebo také je mozna degradace
prostiednictvim enzymu cirkulujicich v krvi. Krat$i polocas v krvi maji proto peptidové
hormony a katecholaminy neZ steroidni hormony a hormony §titné Zlazy transportované ve
vazbé na plazmatické proteiny. Inaktivace hormont navdzanych na receptor umistény
Vv plazmatické membrané nastava v buiice po internalizaci komplexu hormon-receptor.
Receptorova slozka mize byt znovu zabudovana do plazmatické membrany, hormon je
metabolizovan intracelularnimi  enzymy. Ukonceni c¢innosti steroidnich hormont
navazanych na jaderny receptor muze nastat fosforylaci nebo defosforylaci (Langmeier
et al., 2009).

2.2.1  Thyroxin

Thyroxin a jeho u¢innéjsi derivat trijodothyronin jsou dva hlavni hormony Sstitné
zlazy. Odstépuji se zthyreoglobulinu, coz je bilkovina plnici zasobni funkci téchto
hormonti. Thyroxin vznikd jodaci tyrosinovych zbytki peroxidazou a naslednou
kondenzaci (Mike§, 1999).

OH OH
I | |
(o) (o]
| L | |
CHaz CHz
NH2 CHCOOH NHz CHCOOH
Thyroxin Triiodothyronin

Obr. 1: Chemickeé vzorce thyroxinu
a trijodthyroninu (Kent, 2006).
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T, (systematickym nazvem L-3,5,3,5-tetrajodthyronin) je aromaticka
aminokyselina obsahujici jod, jejiz molekulova hmotnost je 777 Da. Zakladem thyroxinu
je nejodovana sloucenina, kterd se nazyva thyronin, ve které je charakteristické
difenyletherové seskupeni. Atomy jodu vstupuji do poloh 3,5,3" a 5' obou fenolovych jader
(Safar¢ik, 1998).

HO

I
Obr. 2: Chemicky vzorec thyroxinu Obr. 3: Prostorovy model thyroxinu
(Thyroid hormone, 2012). (Thyroid hormone, 2012).

Thyroxin je tvofen v bunkach §titné zldzy z thyreoglobulinu. Thyreoglobulin
obsahuje fadu reaktivnich tyrosinovych zbytku. Jodidové ionty jsou z krve piijimany proti
koncentratnimu spadu, jsou oxidovany na volny jod a substituovany do téchto
tyrosinovych zbytkd. Pii stimulaci S$titné Zlazy pomoci TSH (thyroideu stimulujici
hormon) se bilkovina enzymaticky $tépi a T, (tetrajodthyronin, thyroxin), pfipadné T3
(trijodthyronin) se vylucuje do krevniho ob&hu. Organismus dokaze vytvaret T3 nebo T,

jen kdyz ma v potravé dostatek jodu (Safaréik, 1998).

T3 i Ty4, které opousti Stitnou Zlazu, se v krvi navazuji na transportni bilkoviny.
78 % T, je vazano na TBG (thyroxine-binding globulin), 18 % na prealbumin a 4 % na
albumin. Jen 0,02-0,05 % T, se nachézi v plazm¢ ve volné formé a je biologicky aktivni.
Stanoveni T, je analytickym parametrem pfi stanoveni funkce Stitné Zzlazy. Vétsi
vypovédni hodnotu nez stanoveni celkového thyroxinu (TT,;) ma stanoveni volného
thyroxinu (FT,). Stanovenim FT, sledujeme piimo mnozstvi biologicky aktivniho
hormonu thyroxinu. Pfi diagnostice hyperthyredzy, v piipadé suprimovanych hladin
TSH, znamenaji zvy3ené hladiny Tz a T4 (FT3 a FT,4) potvrzeni diagnozy. Pii izolované T3
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hyperthyre6ze muze byt koncentrace FT; mirné zvySena, piestoze koncentrace TT4
(celkového thyroxinu) je normalni. Pfi zacinajici hypothyredze klesaji hladiny FT, dfive
nez TT4. K potvrzeni diagnozy hypothyredzy pii snizenych hladinach FT4 a TTy4 slouzi
nalez zvySené koncentrace TSH nebo pichnana odpovéd TSH na stimulaci TRH
(thyreotropin uvolnujici hormon) z hypotalamu. Hladiny T, mohou byt ovlivnény
nékterymi 1éky nebo zadvaznym onemocnénim, které je lokalizovano mimo Stitnou Zlazu.
Béhem téhotenstvi a vlivem podavani hormonalni antikoncepce u Zen jsou hladiny TT,

zvyseny spolu s odpovidajicim zvysenim koncentrace TBG (Safar¢ik, 1998).

Tab. I1: Tabulka referen¢nich hodnot TT, a FT, v krevni plazmé (Safar¢ik, 1998).

Vek TTy FT4
ug/l nmol/Il pg/l nmol/Il
1-2 dny 107-258 138 - 332 0,016-0,038 0,021-0,049
3-30 dnt 78-197 100 - 254 0,015-0,030 0,019-0,039
1-12 mésict | 54-138 69 -178 0,011-0,018 0,014-0,023
1-7 let 53-123 68 - 158 0,009-0,017 0,012-0,022
7-13 let 60-111 77-143 0,009-0,017 0,012-0,022
13-18 let 49-107 63 - 138 0,009-0,018 0,012-0,023
Dospéli 55-110 77-142 0,008-0,018 0,010-0,023

Normalni FT,a TT4: - zdrava stitna zlaza,

- endemicka struma z nedostatku jodu,

- Basedowova choroba,

- latentni hypothyreoza,
- thyreosupresivni 1é¢ba,

- thyreosubstitu¢ni 1écba.

Zvysené FT,aTT,: - hyperthyredza,
- autonomni adenom popft. diseminovana autonomie,

- Basedowova choroba,
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- pocate¢ni stadium subakutni thyreoiditidy,
- tumor hypofyzy,
- premedikace jodem,

- thyreosupresivni terapie.

Snizené FT,a TT4: - primarni hypothyreoza,
- chronicka thyreoiditida,
- po strumektomii nebo terapii radiojodem,
- thyreostaticka 1écba,
- extremni nedostatek jodu,

- sekundarni (hypofyzarni) hypothyredza (Safaréik, 1998).

V latkové pieméné je T3z i T4 deaminovan, jodovana kyselina thyreopyrohroznova
je odbourdna na kyselinu thyreooctovou. Kromé toho se T, a jeho $tépné produkty vazou
v jatrech na kyselinu glukoronovou a dostavaji se do zluée. Pro hospodateni s jodem je
dalezité, ze se z jodovanych metabolitli uvoliluje jod specifickou dejodazou a vétSina se

jako jodid vraci do §titné Zlazy (Safar¢ik, 1998).
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2.3 Stitna zlaza

Stitna Zl1aza neboli glandula thyreoidea je Zlazou s vniti‘ni sekreci coZ znameng, Ze
nema vyvod a musi tedy své sekrety, hormony, vypoustét do cévniho fecisté. Diky tomu

dokaze ptisobit i na vzdalené organy (Cihak, 2002).

Stitna Zlaza plni v organismu rozliéné funkce, jeji hormony udrzuji v tkanich
optimalni Uroven metabolismu, stimuluji u vétSiny bunék téla spotiebu kysliku, jsou
nezbytné pro jejich spravny riist a zrani, také se ucastni metabolismu sacharidt a lipida

a stimuluji hladinu vapniku v krvi (Ganong, 1995).

Zlaza titna je slozena z folikulii, kulovitych utvarti vystlanych epitelem, jejichz
nitro je vyplnéno koloidem. V buiikach folikulii se tvofi thyroxin a trijodthyronin, dva
hormony obsahujici jod, které jsou nasledné skladovany v koloidu folikulti. Druhym typem
epitelovych bunék, které se tiastni na stavbé §titné zlazy, jsou bunky parafolikularni
(C-bunky), kde je syntetizovan a stfadan v granulech hormon kalcitonin (Silbernagl et al.,
2003, Jelinek et al., [200-?]).

Nedostatecna funkce (¢i uplna absence) Zlazy S§titné je pii¢inou mentalnich
a fyzickych poruch a S$patné odolnosti vici chladu, u déti potom jeji nedostate¢nost
zpisobuje mentalni retardaci a sniZenou rychlost rastu. V opacném pfipadé, tedy pfi
nadbyte¢né funkci $titné z1azy, dochazi k nervozité, tachykardii, tfesu, hubnuti a nadmérné

produkci tepla (Ganong, 1995).

1.3.1 Anatomie

Stitna Zlaza (glandula thyroidea) se 1isi od ostatnich velkych 14z s vnitini sekreci
svou folikularni stavbou. Je nejéastéji tvaru pismene H, nékdy téz U ¢&i V, coZ je dano tim,
ze se sklada ze dvou lalokd, pravého a levého (lobus dexter et sinister), ty leZi po bocich
hrtanu, a horni ¢asti pradusnice. Oba laloky jsou vétSinou spojeny transverzalnim mustkem
(isthmus glandulae thyroidae). Toto spojeni mize chyb&t nebo mize vybihat kranialné
a vytvaii tak dalsi lalok - lobus pyramidalis (Cihdk, 2002, Martinek et al., 2009, Jelinek
et al., [200-?]).
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Laloky §titné Zlazy maji obvykle tvar trojboké pyramidy s kaudalné zaoblenou bazi
a kranidlné¢ mificim hrotem. Vnitini plocha laloku je pfiloZena k boku hrtanu a pradusnice,
dozadu dosahuje aZ kjicnu. Zevni plochy lalokt jsou kryty kaudalnimi svaly jazylky.
Zadni strany lalokti dosahuji na obou stranach k nervoveé cévnimu svazku krénimu, k t€émto
plocham jsou prfilozeny, ¢i do nich pfimo =zanofeny, zlazy pfistitné (glandulae
parathyreoidae). Kaudalni konec lalokti nékdy zasahuje az k manubrium sterni. Isthmus je

ptilozen ke druhému az étvrtému prstenci pridusnice (Cihak, 2002).

External carotid artery

Superior thyrotd arlery

Superior thyroid vein

Eig;?if Trterncl

Vagus nerve
pif
(&

&

L

Obr. 4: Anatomie §titné Zlazy a p¥ilehlé oblasti (Clemente, 1985).

Stitna Zlaza je fixovana vazivem k hrtanu a pridusnici, pouzdro Zlazy je spojeno
s okolnim vazivem. Silngj$i pruhy vaziva ptichazeji také shora k pfednimu okraji laloku
podél arteria thyroidea superior a z lateralni strany k dolnimu okraji laloku podél arteria
thyroidea inferior. Ve stfedni ¢afe sestupuje az na predni stranu osrde¢niku od dolniho

okraje Zlazy vazivové ploténka lamina thyropericardiaca (Cihak, 2002).
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V thlu mezi prudusnici a jicnem a odtud kranidln€ se v t€sném sousedstvi medialné
za 7lazou tahnou vzhiru arteria laryngea inferior a nervus laryngeus inferior (Cihak,
2002).

Za normalnich okolnosti je délka laloku 5-8 cm, $itka 2-4 ¢cm a tloustka 1,5-2,5 cm.
Isthmus je dlouhy asi 1,5 cm, stejné¢ tak i Siroky a 0,5 cm tlusty. Hmotnost zlazy je
prumérné 30-40 g, avSak obvyklé jsou i hodnoty 15-60 g. Rozdily ve velikosti a hmotnosti
§titné Zlazy jsou dany pohlavim, vékem, vyzivou, ro¢nim obdobim, ale také vzdalenosti od
mofe &i nadmoiskou vyskou (Cihak, 2002, Jelinek et al., [200-?]).

Zlaza ma Gervenohnddou az &ervenofialovou barvu, jeji povrch je hladky
s prosvitajici kresbou lalic¢kt. Vazivové pouzdro zlazy Stitné (capsula fibrosa) se sklada ze
dvou listd, capsula propria et externa. Mezi obéma témito listy se nachazeji cévni pletené
Zlazy. Capsula propria souvisi s povrchem Zlazy a vysild do ni vazivova septa, capsula
externa je ulozena vice zevné, je tenka, prisvitna a souvisi s lamina pretrachealis fasciae

cervicalis a s vazivem nervové cévniho svazku kréniho (Cihak, 2002).

Vazivova septa odstupujici z capsula propria vytvaieji stroma §titné zlazy,
vazivove prostorové rozdéleni Zlazy na lalicky. Tyto lalticky se skladaji z folikula. Septa
ptechazeji v jemné vazivo sloZené z retikularnich vlaken, které od sebe oddéluje jednotlivé
folikuly (Cihak, 2002).

Folikuly jsou uzaviené kulovité vacky, jejichz sténa je tvofena jednou vrstvou
epitelovych bunék, které jsou podle funkéniho stavu ploché (pii hypofunkci) az
cylindricke (pii hyperfunkci), je-li zZlaza normalné aktivni, jsou bunky kubické a okraje
sméfujici do nitra folikulu jsou ,,vykousany®, takze vznika mnoho malych reabsorb¢nich
lakun. Vzhledem k proménlivé velikosti téchto buné€k je i velikost samotnych folikult
rozmanita, od 20 pm do 900 um. Jadra téchto bungk, jeZ leZi pfiblizné v centralni ¢asti,
obvykle jsou kulovita (Ganong, 1995, Cihak, 2002, Jelinek et al., [200-?]).

Na lumindrnim povrchu epitelovych bunék jsou mikroklky, pfi bazalnim povrchu
nasedaji na tenkou bazalni membranu, ktera je odd€luje od ptilehlych kapilar (Ganong,
1995).
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Nitro folikuli vypliuje viskézni tekutina (koloid), coZ je razové se barvici
proteinovy material secernovany folikularnimu bunkami. Z apext thyroidalnich bunék do
koloidu pronikaji mikroklky a §ifi se do nich mikrokanalky. Hlavni souc¢ésti tohoto koloidu
je glykoprotein thyreoglobulin, jehoz soucasti je i thyronin (tandemové navazané dva
tyrosiny), jeho jodované derivaty, thyroxin a trijodthyronin (dva hlavni hormony §titné
zlazy), jsou folikularnimi bunikami po odStépeni peptidazou resorbovany a transportovany
do sinusoidnich kapilar. V koloidu celé §titné zlazy je uskladnéna zasoba téchto hormont
(Ganong, 1995, Junqueira, 1997, Cihak, 2002, Martinek et al., 2009).

folikul

kubicke

Cervené epitelové
krvinky bunky
koloid
Obr. 5: Mikroskopicky vzhled §titné Zlazy Obr. 6: 400x zvétSeny Fez folikuly
(Guyton et al., 2000). (Crimando, 2004).

Stitna Zlaza je silné vaskularizovana a ma jeden z nejvyssich krevnich pritokd na
gram tkané ze vSech organt téla. Kolem folikuldi jsou bohaté sité krevnich a miznich
kapilar fenestrovaného typu (endotelialni buriky kapilar jsou misty zten¢eny, ¢imz vznikaji
prarvy neboli fenestrace ve sténach kapilar), coz usnadiiuje prestup hormont do krevniho

feciste (Ganong, 1995, Junqueira, 1997).

Vedle folikularnich bunék se ve sténach folikuli a také tésné pti nich
v intersticialnim vazivu nachazeji parafolikularni bunky (jinak také C-bunky). Vytvaii

solitarni elementy nebo drobné skupiny, jsou to svétlé ovalné nebo polygonalni bunky
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s excentricky uloZzenym jadrem. Tyto bunky produkuji ve form¢ sekre¢nich granul
polypeptidovy hormon kalcitonin, navic obsahuji zna¢né mnozstvi serotoninu a dopaminu,
v fad¢ parafolikularnich bunék se podafil i prukaz ptitomnosti somatostatinu (Jelinek et al.,
[200-7]).

2.3.2  Embryonalni vyvoj

Stitna zlaza je prvni endokrinni Zlazou, ktera se u embrya vyviji (Moore et al.,
2002). Vznika z endodermového ztlusténi na dné faryngu. V misté tohoto ztlusténi se
objevuje vychlipka (diverticulum thyroideum), tato vychlipka vznikd ve tietim tydnu
vyvoje (Moore et al., 2002, Cihak, 2002).

S masou endodermovych bunék, =zakladem S§titné Zlazy, splyvad i zaklad
ultimobranchialniho téliska, které se vyviji ze ¢tvrté Zaberni vychlipky (ta do sebe vtahla
i endoderm pété Zaberni vychlipky). Z endodermovych bunék faryngu vzniknou folikuly,
z ultimobranchiélniho téliska pak parafolikularni buniky (Jelinek et al., [200-?]).

S ristem a vyvojem jazyka sestupuje budouci $titna zldza do krku pied jazylkou
a hrtanovymi chrupavkami, sjazykem zistava spojena tenkou trubici (ductus

thyreoglossus), aviak jen na omezeny ¢as (Moore et al., 2002, Cihak, 2002).

Zpocatku duté diverticulum thyroideum se stava kompaktnim a rozdéluje se ve dva
vybézky, které davaji zaklad obéma laloktim, vyb&zky jsou spojeny isthmem (Moore et al.,
2002, Cihak, 2002, Jelinek et al., [200-?]). Definitivni pozice a tvaru dosahne glandula
thyreoidea v sedmém tydnu vyvoje, ductus thyreoglossus nasledné zanika (Moore et al.,
2002, Cihak, 2002).

Proximalni Usti ductus thyreoglossus perzistuje jako jamka foramen caecum
linguae. Od isthmu smérem vzhiru ¢asto odstupuje lobus pyramidalis, ten je upevnén na

jazylku vazivem a hladkym svalstvem (Moore et al., 2002).
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Obr. 7: Embryonalni vyvoj stitné Zlazy ve 3. tydnu vyvoje

2.3.3  Fyziologie

StitnA 7laza prostiednictvim vyludovanych hormonti ovliviiuje ¢innost vsech
télesnych organt (Necas, 2003) a je jedinou endokrinni zlazou, jejiz sekre¢ni produkt je
skladovan ve velkém mnoZstvi (tento zptsob skladovani je vyjimeény i v tom, Ze kK nému
dochazi v extracelularnim koloidu). Ve folikulech je tolik hormonu, Ze sta¢i kryt potiebu
organismu po tii az deset mésicti (Junqueira, 1997, Cihak, 2002). Denné Zlaza secernuje do
cirkulace 80 pg (103 nmol) T4, 4 pg (7 nmol) T3 a 2 pg (3,5 nmol) RT3 - reverzni
trijodthyronin (Ganong, 1995, Cihak, 2002, Springer, 2010).

V bunkach folikuli se tvofi oba hormony obsahujici jod, thyroxin (T,
tetrajodthyronin) a trijodthyronin (T3). T3 a T4 jsou skladovany v koloidu uvniti folikult
ve vazbé na thyreoglobulin, glykoprotein o vysoké molekulové hmotnosti (660 kDa).
V parafolikularnich (C-bunikach) S§titné zlazy je kromé toho syntetizovan hormon
kalcitonin (Silbernagl et al., 2003).

Jod cirkuluje vkrvi ve tiech formach: zaprvé jako anorganicky I" (2-10 pg/l),
zadruhé jako organicky nehormonélni jod (stopové mnoZstvi) v podobé jodovaného
thyreoglobulinu, MIT (monojodtyrosinove) a DIT (dijodtyrosinové) a pak za treti, jako jod

obsazeny v T3 a T4 vazanych na plazmatické bilkoviny (protein bound iodine — PBI)
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(35-80 pg jodu/l). Denni potieba jodu ¢ini okolo 150 pg (pii hore¢ce a pii hyperfunkci
Stitné Zlazy dokonce 250-500 pg). Vylouéeny jod musi byt nahrazen piijmem v potravé, na
jod je bohata napt. moiska stl, moiské ryby, tzv. moiské plody, obili vyrostlé v pudé
bohaté na jod apod. Nedostate¢ny obsah jodu v potravindch byva nahrazovan jodovanim
kuchyniské soli. Jod je obsazen v matetském mléce, proto ho i kojici Zeny potiebuji vice

(asi 200 ug) (Silbernagl et al., 2003).

Funkce $titné zlazy je fizena osou TRH-TSH. Tripeptid TRH (thyreotropin
uvolnujici hormon) z hypotalamu stimuluje, SIH (somatostatin, somatotropin inhibujici
hormon) inhibuje v adenohypofyze sekreci TSH (thyreotropin, thyroideu stimulujici
hormon). TSH tidi vSechny funkce $titné Zlazy, tj. pfijem jodidu, syntézu a sekreci T3/Ty
a téz prokrveni a rast zlazy. Efekt TRH je modifikovan vlivem T4 v plazmé. K tomu musi
byt piijaty T4, stejné jako v jinych cilovych bunkach, intracelularné dejodovan na Ts. Tj
tlumi sekreci TRH v hypotalamu a sniZuje v hypofyze mnozstvi receptorii pro TRH, takze
sekrece TSH, a nasledkem toho i T3/T4, klesa (negativni zpétna vazba). U novorozence

stimuluje uvoliiovani TRH nervovou cestou chlad (Ganong, 1995, Silbernagl et al., 2003).

stimulu’e; aQ

AL ADENO- * — ropy pisobine—_ o iKuLy "R
LAMUS g nhibuie—_ HYPOFYZA -
3 ™

Obr. 8: Schéma hormonalni regulace folikuli §titné Zlazy (Silbernagl et al., 2003).

Tvorba hormont §titné Zlazy je zavisla na ptivodu jodu, vychozi aminokyselinou
pro tvorbu hormonti je L-tyrosin (Langmeier et al., 2009). Syntézu a stfadani hormont ve
folikularnich buikach lze rozdélit do ¢tyf pomysinych etap: syntézy thyreoglobulinu,
absorpci jodidu z krve, aktivaci jodidu a jodovani tyrosinovych zbytki a nakonec

vzajemné spojovani tyrosinovych zbytka (Junqueira, 1997).

Syntéza thyreoglobulinu. Tento d&j sestava ze syntézy thyreoglobulinu (660 kDa)
v drsném endoplazmatickém retikulu a pfipojeni sacharidu v Golgiho komplexu.
Thyreoglobulin je pfitom balen do granul a odevzdavan exocyt6zou na apikalnim povrchu

buniky do lumen folikulu (Junqueira, 1997, Silbernagl et al., 2003). Thyreoglobulin
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obsahuje 123 tyrosinovych zbytk, jen 4-8 z nich ale mize byt zabudovano do thyroidnich

hormont (Jourova, 2010).

Absorpce jodidu z krve. Buriky $titné zlazy vychytavaji jod potiebny k syntéze
hormont z krve do koloidu v podobé jodidového iontu (I") sekundarnim aktivnim
transportem (proti elektrochemickému potencialu) pomoci importniho 2Na‘/l” pienasece
(NIS) (Silbernagl et al., 2003). Tato jodidova pumpa, umisténa v cytoplazmatické
membrané bazalniho povrchu folikularnich bungk, je stimulovana thyreotropinem. TSH
zvySuje transportni kapacitu bazolateralniho piijmu I', kapacita je naopak inhibovana
jinymi anionty (ClO4, SCN", NOy), které u¢inkuji kompetenénim mechanismem (Jourova,
2010, Junqueira, 1997).

Aktivace jodidu a jodovani tyrosinovych zbytki. I” potiebny k syntéze hormonii
je prubézné odebiran z intracelularni zasoby (I"-pool). Pomoci thyreoperoxidazy (TPO) na
microvilli bunééné membrany piivracené do koloidu, je oxidovan na elementarni 1°
(uvazuje se i o tom, Ze je oxidovan aZ na iont jodonia I"), ktery se vaze prostiednictvim
téhoZ enzymu na tyrosinové zbytky thyreoglobulinu. Pfitom je fenolové jadro tyrosinového
zbytku jodovano na 3. ¢i 5. pozici, takZe proteinovy fetézec nyni obsahuje dijodtyrosinové
(DIT) nebo monojodtyrosinové (MIT) zbytky (Silbernagl et al., 2003, Langmeier et al.,
2009).

Vzajemné spojovani tyrosinovych zbytka. Struktura thyreoglobulinu nyni
dovoluje, aby spolu jodované tyrosinové zbytky (stdle v koloidu) reagovaly, pfitom se
spoji fenolové jadro jednoho DIT (nebo MIT) éterovou vazbou s jinym DIT, takze fetézec
thyreoglobulinu nyni vykazuje tetrajodthyronylové (DIT + DIT) a v mensi mife také
trijodthyronylové (DIT + MIT) zbytky. Tyto slouceniny ptedstavuji zasobni formu
hormont §titné zlazy Tz a T4 (Silbernagl et al., 2003, Langmeier et al., 2009).

Podnétem pro sekreci hormont $titné Zlazy je TSH. Vazbou na receptory bunck
Stitné Zlazy se stimuluje endocytdza thyreoglobulinu, ktery je znovu piijat do bunky.
Endocytarni vezikuly splynou s primarnimi lysozomy a vzniknou fagolysozomy, v nichz je
thyreoglobulin hydrolyzovan protedzami, ¢imz jsou T3 a T4 odstépovany a po
koncentraénim gradientu piechazeji do krve. Zbytek thyreoglobulinu je v bufice rozlozen
a spolu s uvolnénym jodem (u¢inkem dejodazy) se vyuziva pro novou syntézu (Silbernagl

et al., 2003, Langmeier et al., 2009).
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Hladiny T3 a T4 v plazmé jsou v poméru 1 : 40 a oba hormony se vazou z vice nez
99 % na tii rizné plazmatické proteiny (pfednost ma T,): globulin vaZici thyroxin (TBG)
transportuje % T4, prealbumin vaZzici thyroxin (TBPA) a séralbumin transportuji zbytek Tj.
V krvi voln¢ cirkulujici hormony (pouze ve stopovém mnozstvi) jsou biologicky u¢inné
a jejich koncentrace je dopliiovana ze zasoby hormond navazanych na plazmatické
bilkoviny. Nékteré 1éky vytésnuji Tz a T4 z vazby na transportni bilkoviny a zvysuji tak

v plazmé hladinu volnych hormont (Silbernagl et al., 2003, Langmeier et al., 2009).
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Obr. 9: Schéma syntézy hormoni $titné zlazy (lllingworth, 2010).

Receptory hormona §titné zlazy jsou v cytoplazmé, komplex hormon-receptor se
vaze vbunééném jadie (Langmeier et al.,, 2009) na regulac¢ni proteiny urcitych gent

a ovlivilyje jejich transkripci (Silbernagl et al., 2003).

Vyssi biologicky ucinek ma trijodthyronin, i kdyz jeho sekrece buikami §titné
Zlazy a transportni kapacita proteint v Krvi, je nizsi (Langmeier et al., 2009). T3 je 3-8krat
uéinngjsi nez T4 a pusobi i rychleji (T3 ma polocas 1 den, T4 7 dni). Trijodthyronin, ktery
cirkuluje v krvi, pochazi pouze asi z20 % ze §titné Zlazy, 80 % ho vzniké v jatrech,
v ledvinach a ve vSech cilovych bunkach odstépenim jodu zthyroxinu. V cilovych

bunkach je ptitomna 5 -dejodaza, ktera pireménuje T4 na G¢inngjsi T3 odstépenim jodu na
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5" pozici na zevnim kruhu. Za G¢inny hormon je tedy povazovan trijodthyronin, kdezto
thyroxin zastava v plazmé funkci hormonu zasobniho. Jestlize je jod odstranén dejodazou

ve vnitinim kruhu, vznika z T4 inaktivni reverzni T3 (RTs3) (Silbernagl et al., 2003).
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Obr. 10: Chemické syntéza Tza T, (Mallikarjuna, 2006).

Uginky T3/T4 jsou mnohostranné, piedevsim ptisobi na intermediarni metabolismus,
zvétduji pocet mitochondrii i jejich krist, zvy$uji v mnoha tkanich syntézu, aktivitu Na*/K*
ATPézy a rovnéz spotiebu kysliku, ¢imz zvySuji bazalni metabolismus a télesnou teplotu.
T5/T4 tedy zvySuji energetickou pfeménu a tim obecné spotiebu O, a produkci tepla, kterou
miuzou zvySovat i cilené - stimulaci exprese odpojovaciho proteinu termogenimu v hnédém
tuku (Silbernagl et al., 2003). Rostouci spotiebou O, je stimulovan sekrece erytropoetinu
atim erytropoéza. Vysoky obsah 2,3-bisfosfoglycerdtu (BPG) v nové vytvoienych
erytrocytech snizuje afinitu k O, a podporuje tedy uvoliiovani O, ve tkanich (Silbernagl
et al., 2001).

Stimulaci glykogenolyzy a glukoneogeneze podporuji hormony §titné Zlazy vzestup
glykémie, na druhé stran¢ vSak také podporuji glykolyzu. Stimuluji lipolyzu, odbouravani
VLDL (very low density lipoproteins) a LDL (low density lipoproteins) a také vylu¢ovani
zluovych kyselin zlu¢i. Hormony §titné zlazy senzibilizuji cilové orgény pro

katecholaminy (ptfedevsim pfirtistkem androreceptort) a zvysuji tim mimo jiné srde¢ni silu
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a tepovou frekvenci. Dale stimuluji stievni motilitu a transportni procesy ve stieve

a ledvinach (Silbernagl et al., 2001).

Tyto hormony navic stimuluji rist a zrani a to pfedev§im mozku a kostry, podporuji
télesny (predevsim vyskovy) rust a dusevni (pfedevsim intelektudlni) rozvoj. Nedostatek
T3/T4 v poslednich 6 mésicich prenatalné a v prvnich 6 mésicich postnatalné muze byt
pfi¢inou poskozeni CNS (snizeni inteligence, zachvaty kiec¢i atd.) a retardace télesného
ristu a zrani (trpaslié¢i vzrist, opozdéni sexualniho vyvoje atd.) (Langmeier et al., 2009).
Podéavani hormon §titné zlazy v prvnich Sesti mésicich zivota mize vSak t€émto poruchdm

Caste¢né zabranit (Silbernagl et al., 2003).

T3/T4 stimuluji piestavbu kosti a svalt, pfiCemz pfevazuje jejich pusobeni na
katabolismus. ZvySuji neuromuskulérni dradzdivost, nedostatek téchto hormonti ovliviiuje
reflexni reakéni dobu (Langmeier et al., 2009). T3/T4 plsobi v prvni fadé pies genovou
expresi, kterd vyzaduje vice dni. Uinek Ts/T4 je mimoto protrahovany vzhledem kK jejich
dlouhym polo¢astm v krvi (T3 = 1 den, T4 = 7 dni). Mateiské T3/T, se v placenté znaéné

inaktivuji a na fetus ptsobi proto jen v malé mite (Silbernagl et al., 2001).

T3/T4 také ovliviiuji ucinnost jinych hormont, coz vysvétluje fakt, ze inzulin,
glukagon, STH a adrenalin pozbyvaji pii hypothyredze svého stimula¢niho u¢inku na
zvysené energetické premény, zatimco pii hyperthyreoze se stupiiuje citlivost na adrenalin

(stoupa srde¢ni frekvence apod.) (Silbernagl et al., 2003).

2.3.4  Patologie

Syntéza hormont trijodthyroninu a thyroxinu probiha v nékolika krocich, z nichz
kazdy mtze byt poruchovy. Endokrinopatie Stitné Zlazy lze klasifikovat z hlediska funkce
na hyperthyroidismus (hyperthyre6za) a hypothyroidismus (hypothyredza) (Silbernagl
etal.,, 2001). Hypothyre6za se vyskytuje u 2-3 %, hyperthyredza u 0,2-0,5 % lidi naSi
populace. Vyrazné jsou regionalni rozdily a také rozdily mezi pohlavimi, na jednoho muze
s poruchou §titné Zlazy, pfipada ctyfi az Sest Zen (do téchto udaji nejsou zahrnuty

subklinické poruchy, které jsou asi stejné Casté, jako klinické) (Némec et al., 2001).
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Struma je zvétSeni stitné zlazy, jejiz hmotnost se zvySi nad 60 g. Muze i nemusi
byt viditelna ¢i hmatna. Pti vyraznéjsim zvétseni dochazi az k dychacim nebo polykacim
obtiZzim (Bure$ et al.,, 2003). Struma muze byt bud toxickd (vtomto piipadé vede
k hyperthyroidismu aZ thyreotoxikdze), anebo netoxicka — euthyroidni. Euthyroidni struma
vznika kvili strumigentim v potravé (sporadickd) nebo v dusledku deficitu jodu v potravé
(endemickd). Endemickéa struma je zndma od davnych dob. Objevovala se u obyvatelstva
horskych a podhorskych oblasti, kde se k piti pouzivala voda glacidlniho plivodu (na
naSem Uzemi byla takovou oblasti vesnice Rusava, lezici na stejnojmenné ficce, ktera
protékd HoleSovam a Hulinem). Nez se zac¢al piidavat jod do jedlé soli, byla endemicka
struma velmi bé&zna. (Ganong, 1995, Hajn, 2003). Zvétseni $titné Zlazy (struma, vole) je
vysledkem nekontrolovaného rustu (v pfipadé tumoru) nebo zvySené stimulace TSH nebo
TSI (thyroideu stimulujici imunoglobulin). Pfitom muize byt uvolfiovani hormont §titné
Zlazy snizené (napf. pii vyrazném nedostatku jodu) nebo zvySené (napt. pii Basedowové
chorobg) (Silbernagl et al., 2001).

Obr. 11: Pacientka s vyraznou strumou (Kremlova, 2010).

Nedostatkem jodu ve stravé, kdyz piijem jodu potravou klesne pod 10 pg za den,
nastdva pokles produkce Ta3/T4, ktery vyvolavd mimo jiné zvySenou sekreci TSH.
Chronické zvySeni TSH, jeZz stimuluje proliferaci folikuldrnich bun&k, vede

k hypertrofovani Zlazy a tedy k hyperplastické strum¢. Diky tomuto stoupa syntéza T3/Ty,
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coz muze mit za nasledek normalizaci koncentrace téchto hormont v Krevni plazmé.
Takovéto struma (euthyroidni) Casto pretrvava, i kdyz pivodni pficina vytvofeni strumy,
napt. nedostatek jodu, pomine. Nedostatek Ts/T, (hypothyredza) nastdva, kdyZz ani
zvétSena §titna Zlaza jiz neni schopna dodavat jejich dostatek — hypothyroidni struma, ta se
objevuje také pii vrozenych poruchach syntézy Ta/T,4, pti zanétech §titné Zlazy apod. Pti
hyperthyredze produkuje tumor Stitné zlazy (tzv. horky uzel) nebo difuzni struma (pfi
Basedowové chorob&) nezavisle na TSH nadmérné mnozstvi T3/Ts V piipadé
Basedowovy choroby se vaze na receptory pro TSH autoprotilatka proti témto receptortim,
tato autoprotilatka ma ucinky jako TSH a stimuluje produkci a sekreci Ta/T4 (Silbernagl
et al., 2003).

Stanoveni funkce §titné Zlazy je jednim ze zékladnich diagnostickych postupt
u vétsiny endokrinologickych onemocnéni (Némec et al., 2001). Toto vySetieni se muze
provadét vychytavanim radioaktivniho jodu, jenZ je indikatorem thyroidalni funkce,
ktery 1ze snadno méfit za pouziti stopovacich davek radioaktivnich izotopti jodu (nejcastéji

pouzivanym izotopem jodu je %

I, protoze ma kratky polo¢as - 0,55 dne). Diagnosticke
pouZziti radioaktivniho jodu se sniZuje, protoZe se staly snadno dostupnymi metody
stanovovani hladin Ts, T, a TSH vplazmé, navic je také mozZné zlazu vySetfit

ultrazvukem nebo pomoci biopsie (Ganong, 1995).

2.3.4.1 Hyperthyreoza

Hyperthyreoza (thyreotoxik6za) je zvysena Cinnost, ¢ili hyperfunkce $titné Zlazy.
Projevuje se nervozitou ¢i euforii, ptfi hyperthyredze se zvySuje latkova a energeticka
pfeména a produkce tepla (Sucharda, 2007). Bazalni metabolismus (BMR) se zvySuje
0 10-100 % (Ganong, 1995). Pacienti davaji ptrednost chladnému prostiedi, protozZe v teple
maji sklony K poceni (nesnaSenlivost horka). ZvySena potieba kysliku vyZaduje
hyperventilaci a stimuluje erytropoézu. Zesilend lipolyza vede jednak ke ztratdm
hmotnosti, jednak k hyperlipidacidemii. Zaroven jsou sniZzeny koncentrace VLDL, LDL
a cholesterolu. Uinky na metabolismus cukrti podporuji vznik diabetes mellitus. Pfi
ptivodu glukézy dochazi k rychlejSimu a vétsimu narGstu glykémie nez u zdravého
jedince, nasledovaném rychlejSim poklesem (narusena glukdzova tolerance) (Silbernagl et
al., 2001).
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I kdyZ hormony §titné zlazy podporuji syntézu bilkovin, dochazi pii hyperthyredze
(v disledku piibyvani proteolytickych enzymi) K pifevaze proteolyzy s narustem tvorby
a vyluéovani mocoviny, svalové hmoty tak ubyva. Odbouravani zékladni kostni hmoty

muze vést k osteoporoze, hyperkalcemii a hyperkalciurii (Silbernagl et al., 2001).

Na zaklad¢ stimulacniho ucinku na srdce jsou zvySeny minutovy srdecni vydej
(MSV) a systolicky krevni tlak. Nékdy také dochazi k fibrilaci sini. Periferni cévy jsou
dilatovany. V ledvinach se zvétSuje glomerularni filtrace (GFR), renalni prutok plazmy
(RPF) a tubularni transport. V jatrech stoupa odbouravani steroidnich hormonti a farmak.
Stimulace stfevni svaloviny vede K prijmim, zvySena neuromuskularni drazdivost
K hyperreflexii, tfesu, svalové slabosti a nespavosti. U déti se mize n€kdy vyskytnout
urychleni riistu. Tz a T4 podporuji expresi vlastnich receptord, takze senzibilizuji cilové

orgény pro své pasobeni. Tim se u¢inky hyperthyredzy umociuji (Silbernagl et al., 2001).

acting thyroid stimulator), popf. TSI nebo IgG, ktery se ziejmé dobie vaze na receptory
pro TSH (pti Basedowové chorobg). Dal§imi pfi¢inami hyperthyredzy jsou tumory
produkujici hormony $titné zlazy, zanéty §titné zlazy (thyreoiditida), zvySena sekrece TSH

nebo nadmérné podavani hormont §titné zlazy (Silbernagl et al., 2001).

Tab. 111: Pri¢iny hyperthyredzy (Ganong, 1995).

Basedowova choroba
Zvysena —
Solitarni toxicky adenom
¢innost — : —
o Toxickéa multinodularni struma
Stitné — _
> Hypofyzarni tumor secernujici TSH
o | Zlazy —
c Thyroiditis
- S . —
£ £ | Extrathyroi- Podavani Ts/T,4
=2 IRy
& 2 | dilni pFi¢iny Ektopicka stitna Zlaza

Thyreotoxikéza znamena podstatnou zatéZz pro kardiovaskularni systém
aunckterych nemocnych je vétSina (nebo  dokonce  vSechny) symptomi

kardiovaskularnich. Thyreotoxicka kardiomyopatie je 1é€itelna, ale ¢asto neni rozpoznana.
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Srdecni selhdni vznika vzdy, kdyz je srdecni vydej nedostate¢ny pro udrzeni tkanové
perflze, a to i kdyZ je zvySeny. Pokles periferni rezistence, vyvolany kozni vazodilataci pti
thyreotoxikdze, je ekvivalentni otevieni velkého arteriovenozniho zkratu, kdyz se srdeéni
vydej nezvysi dostateéné, vznika ,srdeéni selhani svysokym minutovym vydejem*
(Ganong, 1995).

Hyperthyredza byva nejcastéji zpisobena Basedowovou chorobou (exoftalmicka
struma). Pii této nemoci je Stitna zlaza diflzné zvétSena a hyperplasticka, objevuje se
exoftalmus, protruze oci s dvojitym vidénim, slzotokem a zvySenou svétloplachosti

(Silbernagl et al., 2001).

Nyni se zda jisté, Ze Basedowova choroba je onemocnénim autoimunitnim, pii
kterém ve S§titné Zlaze antigeny aktivované T-lymfocyty stimuluji B-lymfocyty k tvorbé
cirkulujicich protilatek proti antigeniim. Né&které z téchto protilatek poskozuji Stitnou zlazu
a vyvolavaji Hashimotovu thyroiditis. Tvofi se vSak také protilatky proti slozkdm receptoru
pro TSH. Tyto protilatky se nazyvaji thyroideu stimulujici imunoglobuliny (TSI) a aktivaci
receptord (pro TSH) vyvolavaji hyperthyredzu. Pravdépodobné zde nastavd defekt
supresorovych T-lymfocyti, jenZ umoznuje pomocnym (helper) T-lymfocytim stimulovat
B-lymfocyty k tvorbé protilatek proti stitné zlaze. Pii Basedowoveé chorobé nastava zna¢na
stimulace sekrece thyroidalnich hormont a pak vysoké plazmatické hladiny T3 a T,
inhibujici sekreci TSH, takZe se hladina cirkulujiciho TSH v krvi sniZuje. ZvySené hladiny
thyroidalnich hormonti zvySuji tvorbu protilatek, kdezto sniZzené hladiny (vyvolané 1é¢bou)

ji snizuji, ale tvorb¢ protilatek uplné nebrani (Ganong, 1995, Silbernagl et al., 2001).

Exoftalmus pii Basedowové chorobé je zptsoben otokem extraokularnich svali, do
mens$i miry 1 pojivové tkdné uvnitf o¢nice, kterda ma tuhé stény. To vytlacuje ocni bulvy
ven. Thyroidalni hormony pfimo nezptsobi exoftalmus, a i kdyZ je exoftalmus vétSinou
spojen s hyperthyredézou, muze se objevit pfed, pfi i po odeznéni hyperthyredzy.
U vyznamné cCasti nemocnych s thyreotoxikdzou se exoftalmus zhorSuje i po
thyreidektomii (chirurgické odstranéni zlazy). Navic se exoftalmus nékdy vyskytuje
u euthyroidnich nemocnych s Hashimotovou thyroiditis, u nemocnych s myxedémem
I Unemocnych bez poruchy §titné zlazy. Pficinou exoftalmu je téméf urcité autoimunitni

poSkozeni extraokularnich svali a pojivové tkané orbity cytotoxickymi protilatkami.
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Exoftalmus reaguje na lé¢bu glukokortikoidy nebo jinymi imunosupresivnimi léky
(Ganong, 1995, Silbernagl et al., 2001).

V tehotenstvi mé nelécena zvySend funkce Stitné Zzlazy za ndsledek potraty,
preeklampsii, ptfedcasné porody ¢i nizkou porodni hmotnost. Hyperthyre6za je
diagnostikovana asi u 0,2 % téhotnych Zen (nej€astcjsi pti¢inou je Basedowova choroba).
Zenam lé¢enym na zvySenou funkci Stitné Zlazy thyreostatiky neni gravidita
doporucovana. Idealni by bylo, aby pied oté¢hotnénim byla porucha stitné zlazy vylécena,
ale stava se, ze se porucha zjisti v jiz pfitomné gravidité. Nutné je dodrzovat rezimova

opatieni, zdkaz podavani jodu vcetné jodovych preparatii, klidovy rezim, zdkaz slunéni,

cvwvr

i - .
e * !

Obr. 12: Pacientka trpici exoftalmem (Bartalena et al. 2010).

2.3.4.2 Hypothyreotza

Hypothyre6za je bézné, potencidlné zavazné, casto klinicky piehlédnutelné
a laboratornimi  testy snadno diagnostikovatelné onemocnéni. Jako autoimunitni
thyreoiditida je pomérné bézna u starSich Zen, dal§imi pfi¢inami jsou vrozené poruchy

Stitné zlazy, predchozi operace §titné zlazy a ozafovani, nékteré 1éky a dysfunkce hypofyzy
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¢1 hypotalamu. Nedostatek jodu ve stravé také stale zlistavd dualezitou pfi¢inou

hypothyredzy (Roberts et al., 2004).

Hypothyre6za muze byt klasifikovana na zakladé doby svého nastupu - vrozena
nebo ziskand, zavaznosti - vazna = klinick& nebo mirné = subklinicka nebo podle urovné
endokrinni dysfunkce - primarni nebo sekundarni. Nejcastéjsi je primarni hypothyredza,
jejiz ptic¢inou je porucha Stitné zlazy, 95 % piipadd hypothyredzy patii pravé do této
kategorie. Sekundarni hypothyredéza je vysledkem poruchy funkce hypofyzy ¢i
hypotalamu (nékdy se hypothyredza zplsobena dysfunkci hypotalamu oznacuje jako

tercialni) (Roberts et al., 2004, Kostiuk, 2009).

Tab. IV: Diagnosticky systém na bazi TSH (Némec et al., 2001).

Hladina TSH zvysena zvysena

Hladina FT,4 normalni snizena

Diagnoza hypothyreo6za preklinicka hypothyreoza klinicka
Hospitalizace ne ano

Syndrom hypothyre6zy u dospélych se obecné nazyva myxedem. Tohoto terminu
se uziva také k specifickému oznaceni koznich zmén pii tomto syndromu (Ganong, 1995).
Pii hypothyre6ze klesd metabolismus a produkce tepla. Bazdlni metabolismus se muize
snizit az na polovinu. Pacienti se snadno podchladi (chladova intolerance). Spotifeba
kysliku, ventilace a erytropoéza jsou snizeny. V dusledku snizeni resorpce Zeleza, kyseliny
listové a vitaminu Bj, ve stievé je podporovan rozvoj anémie. Pokles lipolyzy pfispiva
K ristu hmotnosti a hyperlipidemii (VLDL, LDL), snizeny rozklad cholesterolu na zlu¢ové
kyseliny ma za nasledek hypercholesterolemii a podporuje tak aterosklerdzu. Inhibici
glykogenolyzy a glukoncogeneze muze dochazet k hypoglykemii (Ganong, 1995,
Silbernagl et al., 2001).

Snizené odbouravani glykosaminoglykanti vede k jejich ukladani v raznych tkanich
a k téstovité konzistenci kuze, podle niz bylo onemocnéni nazvano myxedém. V kuzi se

dale ukladaji fibronektin, kolagen a plazmaticky albumin. V dtsledku snizené premény
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karotenu na vitamin A vznika hyperkeratoza. Kaze je kvuli malé sekreci potu a mazu

sucha a pti zmensené produkci tepla chladna (Silbernagl et al., 2001).

SniZené stimulace srdce hormony §titné Zlazy vede k poklesu sily srde¢niho stahu
a k bradykardii. Tepovy objem, minutovy srde¢ni vydej (MSV) a nékdy i systolicky krevni
tlak klesaji. Pfi znaéném nedostatku hormonu $titné zlazy muaze dojit az k selhani srdce.
Casté jsou pleuralni a perikardialni vypotky. Dychani je zpomalené a ventila¢ni reakce na

hyperkapnii a hypoxii jsou sniZzeny (Silbernagl et al., 2001).

V ledvinach se zmen3uji glomeruly a tubuly. Snizena je glomerularni filtrace,
rendlni plazmaticky pratok a kapacita tubularniho transportu. Snizené vyluCovani
ledvinami vede k retenci NaCl a vody. Nasledkem akumulace tuku, glykosaminoglykan,
NaCl a vody vypadaji pacienti otekle. V jatrech se sniZuje proteosyntéza a je zpomaleno
odbouravani steroidnich hormonti a 1¢kti. Malé stimulace stfevni svaloviny vede k zacpé.

Omezeni funkce svalstva jicnu a gastroezofagedlniho svérace muze vést k refluxu

a ezofagitidé (Silbernagl et al., 2001).

Obr. 13: Pacient s myxedémem (Wiersinga, 2010). Obr. 14: Novorozenec trpici kretenismem
(Rastogi et al., 2010).
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Aktivita a U¢innost vegetativni nervové soustavy jsou pii hypothyredze snizeny.
Déle klesd neuromuskularni drazdivost, vyskytuji se poruchy ¢iti, hyporeflexie,
nechutenstvi (Silbernagl et al., 2001). Hlas je chraptivy a fe¢ pomala (fika se, ze myxedém
je nemoc, kterou lze diagnostikovat po telefonu). DuSevni pochody se zpomaluji a pamét’
je Spatnd, u n€kterych nemocnych jsou piiznaky dusevni poruchy (myxedémové Silenstvi)

(Ganong, 1995, Silbernagl et al., 2001).

U plodi a novorozencu vede nedostatek hormont §titné zlazy k ireverzibilnimu
poskozeni mozku. Hormonu §titné zlazy je totiz zapotiebi pro rist dendritti a axont, pro
tvorbu synapsi, pro myelinizaci a také pro vyvoj glie, coz je pro rozvoj mozku u fetu
a novorozence az do dvou let véku nezbytné. Pfi nitrodéloznim nedostatku hormonti §titné
Zlazy se tedy rozvoj mozku zna¢né omezuje. Pokud se pak i po porodu zanedba substituce
hormony S&titné Zlazy, dochazi k poSkozeni mozku, které uz nelze pozd&jsim podanim
hormont odstranit. Postizené déti jsou Casto hluché. U déti se dale zpomaluje i rust kosti.
Nanismus a nedostatetna duSevni vykonnost vedou k typickému obrazu Kkretenismu
(Silbernagl et al., 2001).

Piedtim, nez se rozsifilo pouziti jodované soli, byl hlavni pfi¢inou kretenismu
nedostatek jodu u matek. Ale také rizné vrozené poruchy osy hypotalamus-hypofyza-Stitna
7laza, pusobici vznik strumy, mohou zpusobit kongenitalni hypothyredzu s kretenismem.
Pokud je matka dostate¢né hormonalné substituovana, jsou rust a vyvoj plodu aZz do
narozeni normalni. Av3ak po narozeni musi byt 1é¢ba hormony §titné ZIazy u novorozenci
s hypothyre6zou zahdjena ihned, jestlize se ma zabranit mentalnimu postiZzeni (Ganong,
1995).

Funkéni nasledky nedostatku hormont Stitné Zlazy jsou zhorSovany sniZenou
expresi receptord pro T3 a T4. Nedostatek Ts/T4 podporuje produkci TRH a TSH. TRH
stimuluje nejen tvorbu TSH, ale také prolaktinu, muze tedy vyvolat zvy3eni hladiny
prolaktinu v krvi (hyperprolaktinemii). TSH stimuluje mimo jiné rast §titné zlazy a tak
vznikd struma. Porucha v uvolfiovani gonadotropinti muze omezit fertilitu (Silbernagl
et al., 2001).

Velmi ¢astou pfic¢inou hypothyredzy jsou zanétliva poskozeni $titné zlazy nebo jeji
chirurgické odstranéni kvuli karcinomu. Mén¢ Casto dochazi k hypothyredze v disledku

nedostatku TSH (napf. pfi insuficienci hypofyzy) nebo TRH (pfi poSkozeni hypotalamu).
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Navic mohou mutace receptoru pro TSH zménit schopnost §titné zlazy reagovat na
pusobeni TSH. Ptipady genetickych enzymatickych defektt syntézy Ts/T,4 jsou malo Casté
(Silbernagl et al., 2001).

Pii¢iny snizené sekrece hormont §titné Zlazy jsou vétSinou v samotné §titné Zlaze.
Poruchy syntézy a pusobeni hormonu S§titné zlazy se mohou vyskytnout v kazdem

jednotlivém kroku téchto dé&jti. Ptiiny poruch jsou:

- snizeny piivod jodu potravou,

- omezeny piijem jodu bunkami §titné zlazy (geneticky defektni pfenaSe¢ nebo
inhibice transportu perchloratem, nitratem, thiocyanatem ¢i nadbytkem jodu),

- nedostatek peroxidazy (geneticky) nebo inhibice peroxidazy thiouracilem ¢i
nadbytkem jodu,

- poruchy tvorby thyreoglobulinu,

- defekt v zabudovani jodu,

- defekt pti spojovani dvou jodovanych tyrosinovych zbytkd,

- neschopnost uvolnovat z thyreoglobulinu thyroxin, popf. trijodthyronin
(zapticinéna geneticky, nadbytkem jodu, lithiem),

- necitlivost cilovych organi v disledku receptorovych defekti nebo
nedostateéné konverze na ucinnéjsi T3 snizuje pasobeni T3/T4 i pfi normalnim

nebo dokonce zvySeném vydeji T3/T4 (Silbernagl et al., 2001).

K prevenci onemocnéni §titné zlazy muze piispét dostatecny piisun jodu stravou
bohatou na jod jako moiské ryby a vyrobky z nich a fasy (Sucharda, 2007, Skachova,
2011). V ptipad¢ potieby je mozné vyuZit i jodem obohacené potraviny nebo potravinové
doplitky. Navod jak pfedchazet zanétim §titné Zlazy bohuzel neexistuje (Skachova, 2011).
Doporucuje se vyhybat €asté konzumaci potravin obsahujici tzv. strumigeny. Strumigeny
jsou latky zptisobujici zvétSeni $titné Zlazy, popft. sniZeni jeji funkce. Pisobenim strumigent
totiz dochazi v rizné mife k inhibici tvorby thyroidalnich hormont. Mezi tyto potraviny patii
brokolice, kvétak, kedlubna, kapusta apod. (Foltynova, 2012). Vyskyt strumy z tohoto
divodu byl napiiklad popsan v Podkarpatskeé Rusi, kde obyvatelstvo poZivalo ve velkém

mnozstvi zeli, tato jednostranné zaméeiena dieta zde vedla ke vzniku strumy (Hajn, 2003).
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Pti onemocnéni §titné zlazy by mél pacient dodrzovat zasady zdravé zivotospravy.
Prospéje dostatek pohybu, dostatek vldkniny a udrzovani pfimétené hmotnosti. Pacienti by

méli omezit nadmérnou zatéZ a udrZovat se v psychické pohods (Skachova, 2011).

Lécba hypothyreézy. Prvnim krokem Ilé¢ebného procesu je samotné urceni
diagnozy hypothyredzy. Po popsani ptiznakl, popiipadé sdéleni o vyskytu onemocnéni
Stitné Zlazy v rodiné pacienta, 1ékai endokrinolog zkontroluje Stitnou Zlazu pohmatem
a odebere krev. Z krevnich testti obvykle zjisti sniZzenou hladinu hormont §titné Zlazy Ts
aTs (normalni hodnota koncentrace FT, = 9-25 pmol/l) pii vysokych hladinach
regula¢niho hormonu §titné zlazy TSH (normdlni hodnota TSH = 0,3-5 mIU/I). Kromé&
toho ma pacient take vysokou hladinu cholesterolu. U autoimunitnich zanétd lze v krvi
prokazat protilatky proti Stitné Zlaze. Dale je provedeno vySetfeni zlazy
ultrazvukem (ojedinéle se pfistupuje také k biopsii Zlazy). Pomocnym vySetienim pro
potvrzeni diagndzy je vyvolani reflexu Achillovy Slachy - pfi poklepu nad patami je reakce
nohou zpomalené (Sucharda, 2007, Némec et al., 2001, Skachova, 2011).

Vzhledem k zavaznosti diisledkl nedostatku T4 na psychomotoricky vyvoj ditéte je
doporuceno provadeét screening jiz pired zamyslenou koncepci nebo alespon v Casné fazi

gravidity u vSech Zen, zejmena pak u Zen se zvySenym rizikem (Limanova et al., 2008).

Ke véasnému rozpoznani vrozené hypothyredzy pak slouZi tzv. novorozenecky
screening, ten je dnes ve vétsiné vyspélych zemi jiZ rutinni zaleZitosti. Prevalence vrozené
hypothyredzy je u nas jeden nemocny novorozenec na 4 340 zivé narozenych déti (napf. ve
Velké Britanii maji podobné vysledky — tam je prevalence piiblizné 1 nemocny na 4 000
narozenych déti), pii¢inou byva nejcastéji dysgeneze stitné zlazy. Novorozenci podstupuji
vySetfeni uZ v porodnici kratce po narozeni, je jim odebréna kapka krve z pati¢ky ata je
vySetiena na mnozstvi regulacniho hormonu §titné zlazy (TSH). Vysoké hladiny budi
podezieni, Ze neni vSe Vv potadku, v tomto piipadé nasleduji dalsi podrobnéjsi vySetieni.
Pro zajisténi normalniho duSevniho atélesného rozvoje je nezbytné rychlé stanoveni
diagndzy a neodkladna substitu¢ni 1é¢ba, ktera zabrani nevratnému poskozeni vyvijejiciho
se détského mozku (Toft, 1994, Lebl et al., 2007, Skachova, 2011).

Substituéni lécba. Pokud I€kaf zjisti u pacienta hypothyreézu, pfistupuje se
k dlouhodobé az celozivotni substitu¢ni 1é¢bé thyroidalnimi hormony (TSH, Ts;, ale

nejéastéji T4) (Némec etal., 2001). Substituéné se podava analog T, levothyroxin
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(Euthyrox, Letrox, Eltroxin aj.), udrZzovaci davka cca 100-150 ug na den. Tablety by
mély byt uzivany rano na lacno, asi pll hodiny ptfed snidani, S dostateénym mnozstvim
tekutiny. Biologicka dosazitelnost levothyroxinu pti peroralnim uZiti na prazdny Zaludek je
maximaln¢ 80 %. Pokud neni uzivan nala¢no, je absorbovan jest¢ méné (Jodthyrox, 2008,

Thyreotom forte, 2008, Eltroxin, 2012).

Lécebné pouziti thyroxinu je ve srovnani s trijodthyroninem vyhodnéjsi, protoze
biologicky polocas T4 je 7 dni, proto mize byt podavan v jedné denni (vétSinou ranni)
davce nebo i v delSich ¢asovych intervalech (1-2krat tydné¢). Pfi 1é¢bé thyroxinem je
zachovana extrathyroidalni konverze T, na Ts, tak muZe organismus pacienta regulovat
tvorbu T3 podle momentalni potieby (Vavrejnova et al., 2003). Metabolicka clearance
(mira ocisténi pfirozenymi mechanismy téla) levothyroxinu je piiblizn¢ 1,2 1 plazmy/den.

Metabolity jsou vylu¢ovany moci a stolici (Jodthyrox, 2008, Thyreotom forte, 2008).
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Obr. 15: Fotografie obali 1éki Euthyrox, Letrox a Eltroxin (DocSimon internetova lékarna, 2012).

Obvykle je 1écba zahajena inicidlni davkou, kterd byva nizsi nez plna substitucni
davka. U déle trvajici hypothyre6zy mladych zdravych osob se zahajuje terapie thyroxinem
v denni davce 50-75 pg. Po 4-6 tydnech se zkontroluje stav pacienta (hladina hormont
v krevni plazmé i klinicky stav) a pfi dobré toleranci se davka zvySuje 0 25-50 pg
(Vavrejnova et al., 2003).

N 24

U starSich osob, u nichz je pravdépodobné trvani hypothyredzy dlouhodobégjsi, je

thyroxin podavan v inicialni davce 25 pg denné, davka se zvysi nejdiive za 4 tydny
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o0 dalSich 25 pug. Nemocny musi dochazet na kontroly kazde 4 tydny, dokud neni dosazeno

pIné kompenzace hypothyredzy (Vavrejnova et al., 2003).

Pii dobré toleranci 1éCby je postupnym zvySovanim davek thyroxinu dosazeno
euthyre6zy. Davka zajistujici euthyredzu je tedy plné substituéni a podava se pacientovi
dlouhodobé aZz celozivotné. Plna substitu¢ni davka je individualni a obvykle kolisa mezi
100-150 pg (1,5 pg/kg hmotnosti) denn¢ (Marek et al., 2010, Vavrejnova et al., 2003).
| pti dlouhodobé 1é¢bé je nutné pravidelné kontrolovat stav pacienta. MladSi nemocni se
kontroluji jednou za 6 mésict a pozdé&ji, pii ustaleném stavu, jednou za rok. StarSi nemocni
musi byt kontrolovani Castéji, v zavislosti na jejich celkovém stavu. Pravidelné kontroly
nemocnych jsou nutné, protoze nékdy se tolerance zméni. Casto také pacienti po Ustupu

obtizi 1éky vysadi nebo je uzivaji nepravidelné (Vavrejnova et al., 2003).

Lécba v téhotenstvi. Substitu¢ni 1écba hypothyredzy levothyroxinem je pomérné
snadna, levna a bezpecna. Davkovani se fidi hodnotou TSH a predevsim V t€hotenstvi je

dualezité snazit se vyhnout poddavkovani (Horacek et al., 2013).

Zatim nejsou dostupné informace o negativnim ptisobeni na muzskou ¢i Zzenskou
fertilitu (Burrow et al., 2002, Jodthyrox, 2008, Thyreotom forte, 2008, Eltroxin, 2012).
Naopak je zndmo, Ze existuje vztah mezi hypothyredzou a sniZzenou plodnosti, ktera je ve
vétsing piipadt zptisobena poruchami ovulace, ne potraty. Bez adekvatni substituéni 1é¢by
tedy muize byt obtizné ot€hotnét a téhotenstvi udrzet. U experimentalnich zvitat, u kterych
byla navozena hypothyredza, byly taktéZz pozorovany dysfunkce menstrua¢niho cyklu.
Hypothyredzni Zeny, které otéhotni, nesou také vyssi riziko pro porodnické komplikace.
Hormony §titné Zlazy ¢etnost téchto problémua snizuji (Wikner et al., 2008, Glinoer,
1997).

Pokud je Zené substituéné¢ podavan thyroxin, bylo by hrubou chybou ho
Vv téhotenstvi vysadit. Substituce hormony §titné zlazy ma byt nepfetrzita a to zejména

v pritbéhu té¢hotenstvi a kojeni (Jodthyrox, 2008, Thyreotom forte, 2008, Eltroxin, 2012).

V patém tydnu t€hotenstvi je spotieba thyroxinu zvysena o 30-50 %, proto se miize
hypothyre6za objevit v ¢asném téhotenstvi i u thyroxinem substituovanych zen (Wikner et

al., 2008, Glinoer, 1997). Pro klinickou praxi jsou dulezité ¢tyfi poznatky:
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- Zaprve, denni davka T, vzroste nejméné u 80 % téhotnych pacientek. T¢hotné
Zeny, které nevyzaduji zvySeni davky, pravdépodobné dostavaly pted otéhotnénim vyssi
davky, nez potiebovaly.

- Zadruhé, zvysena potieba thyroxinu je patrnd jiz v prvnim trimestru, z tohoto
divodu by se uprava davkovani méla provadét v Casnych stadiich téhotenstvi.

- Za tieti, hodnoty zvySeni davek T, se v jednotlivych piipadech velmi ruzni
(obvykKle je prirustek kolem 40-50 %).

- Za ctvrté, je nezbytné pravidelné klinické a laboratorni sledovani pacientky

(Glinoer, 1997).

Piibalové informace u tohoto 1é¢iva uvadéji, ze jsou s podavanim levothyroxinu ve
vSech fazich gravidity rozsahlé zkuSenosti, a piestoze pouzivani béhem téhotenstvi je
velmi rozsifené, dosud nebyly zaznamenany zadné zpravy o riziku toxického ptusobeni na
plod (Jodthyrox, 2008, Thyreotom forte, 2008, Eltroxin, 2012). Jednotlivé vyzkumy
zdravotniho stavu déti, které se narodily Zenam s 1é€enou hypothyredzou, tak jednoznacné

pozitivni nejsou, jejich zavery se vSak od sebe velmi rtzni (viz 7.3) (Wikner et al., 2008).

Thyroidalni hormony prochézeji placentarni bariérou (placentarni pienos zavisi
na molekulové hmotnosti, sile vazby na proteiny a rozpustnosti v tucich) ve velmi malém
mnozstvi (Burrow et al., 2002, Calvo et al., 2002). Formovani placenty ale zacina
aZ od ¢tvrtého tydne od poceti (Boyd et al., 1970). Od 10.-12. tydne jiz zacina i zlaza
zarodku vychytavat jod a syntetizovat hormony, ale na zacatku téhotenstvi je embryo
odkazano na piijem thyroidalnich hormonti pouze od matky (Wikner et al., 2008, Burrow
etal., 2002).

ZvySena hladina thyroidnich hormoniti mize nepriznivé ovlivnit téhotenstvi ¢i
porod (Jodthyrox, 2008, Thyreotom forte, 2008, Eltroxin, 2012). Stejn¢ jako v ptipadé
studii vyskytu vyvojovych vad déti substituéné lécenych matek, ani v tomto piipad¢ nemaji

jednotlivé vyzkumy jednoznacny vysledek.

Ze studie Wikner et al. (2008), ve které bylo sledovano 9 866 téhotnych zen se
substituéni 1é¢bou thyroxinem (ve Svédsku, od 1. ervence 1995 do 31. prosince 2004,
referen¢ni vzorek se skladal ze vSech Zen, které porodily (848 468) v prabéhu tohoto

Casového intervalu), vyplyva, Ze Zeny se substitucni 1é¢bou mély zvySené riziko
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nékterych komplikaci v téhotenstvi (zvySenou miru preeklampsie, diabetu

a cisaiskych Fezl a nepatrné zvySené riziko pired¢asného porodu) (Wikner et al., 2008).

K podobnému vysledku dospé¢li také Wolfberg et al., (2005). Ti pouZzili
zdravotnickou databazi, ve které identifikovaly Zeny s 1é¢enou hypothyredzou - 482, které
porodily béhem 33 mési¢niho obdobi, a porovnali vyskyt nezadoucich porodnickych
komplikaci mezi Zenami 1é¢enymi a zdravymi (19 487). Zeny s 1é&enou hypothyredzou, ve
srovnani s kontrolni skupinou, ¢astéji trpély chronickou hypertenzi (2,3 % oproti 1,2 %)

a mély zvysené riziko preeklampsie (4,3 % oproti 2,6 %) (Wolfberg et al., 2005).

Tyto dvé zminéné studie hodnotily také vliv substituéni 1écby té€hotnych zen na

vznik vyvojovych vad u jejich déti, coz rozebiram nize (viz 7.3).

Kjinému zavéru dospéla retrospektivni studie Tan et al. (2006), ve které byly
analyzovany porodnické vysledky u Zen s1éenou hypothyre6zou a Zen zdravych. Tato
studie je zaloZena na Udajich univerzitni nemocnice v San Francisku z let 1989 az 2001,
vSem pacientkam - 419 byla hypothyre6za diagnostikovana pied pocetim nebo v rané fazi
t€hotenstvi, kontrolni skupina byly Zeny bez hypothyredzy, celkem bylo v souboru 20 499
Zen (incidence hypothyredzy je 2,1 %). Hypothyre6za, pokud je 1é¢ena, podle tohoto
vyzkumu neni nijak spojena s jakymkoli zvySenim poc¢tu komplikaci matky
v téhotenstvi (preeklampsie, gestacni diabetes mellitus, abrupce placenty ¢i vcestna
placenta) (Tan et al., 2006).
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2.4 Embryotoxicita

Teratologie je nauka o vrozenych vadach, tedy o defektech organismu, jenz
vznikaji v disledku negativniho plsobeni zevnich nebo genetickych faktorti na
individualni vyvoj. Slovo pochazi z feckého teras (véstni znameni, neobvykly jev, zrida)
(Peterka et al., 2010). Vrozena vada znamena trvalou odchylku struktury ¢i funkce
presahujici meze normalni variability druhu, jez vznikla prenatadlné naruSenim vyvojového
procesu. Podle trovné postizeni se vrozené vady déli na velké (major malformation), coz
jsou strukturalni malformace (projevuji se na Grovni organismu, organové soustavy nebo
organu a jsou viditeIné) a malé (minor malformation), které jsou patrné na Grovni
tkanové, bunécné nebo subcelularni a nejsou viditelné na prvni pohled, tyto poruchy se
nejcastéji projevuji na funkéni a biochemické Grovni. Od malformaci je nutné odliSovat
deformace, jez vznikaji sekundarnim znetvorenim piivodné spravné se vyvijejiciho organu
(napt. tlakem dé€lozni stény). Jako disrupce se oznacuje nahla zastava do té doby
normalniho embryonélniho vyvoje (napt. v disledku vasokonstrikce po poziti kokainu).
Zvlastni kategorii funkénich vrozenych vad jsou tzv. behavioralni defekty - vrozené
odchylky chovani. Vyvojova vada je nadfazenym pojmem pro vady vrozené, protoze
vyvojové vady mohou vzniknout odchylkou vyvoje prenatalné ¢i postnatalné. Navic
Vv ptipadé vyvojovych vad vzniklych prenatalné, se ne vSichni jeji nositelé doZiji narozeni,
vetSina zarodki s vyvojovou vadou zanikd jesté pied narozenim. Jenom jedinci, ktefi se
doZiji porodu (asi 10 %), maji tedy vyvojovou vadu opravdu vrozenou. Vyvojové vady
vzniklé postnatalné (n€které behavioralni poruchy, poruchy imunity) by tedy nemély byt
oznacovany jako vady vrozené, nebot’ jejich nositel se plivodn¢ narodil zdravy. Drobné
zmény tvaru a struktury nebo zmény v diferenciaci vyskytujici se i u zdravych jedinci,
jsou oznacovany jako vyvojové odchylky (odchylky od obvyklého rozsahu strukturalni
konstituce, které neposkozuji zdravi a pteziti), patfi sem nadpocetna zebra apod. Nékteré
odchylky mohou znamenat pouze docasné zpozdéni rlstu, vyvoje nebo stupné osifikace

a v prubéhu dozravani se postupné upravuji (Peterka et al., 2010, Jelinek et al., [200-7]).

Embryotoxicita je obecnou vlastnosti zevnich faktorii a miize se manifestovat jako
tii zakladni druhy mozZného poskozeni vyvijejiciho se embrya nebo fetu (teratogenita,
letalita a ristova retardace). Pojem embryotoxicita je tedy nadiazen pojmu teratogenita,

coZ je schopnost vyvolat strukturdlni vyvojové vady. Kromé vyvojovych vad lze zevnim
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faktorem zpusobit smrt (letalita) ¢i ristovou retardaci zarodku, ktery nemusi nést Zadnou
strukturélni vadu. Teratogen je definovan jako faktor zevniho prostiedi chemické,
fyzikéalni ¢i biologické povahy, ktery je schopen vyvolat u potomstva exponovanych
jedincu vyvojovou vadu. Tyto definice embryotoxicity a teratogenu vSak berou v Gvahu
pouze hledisko kvalitativni, tedy zda vada je ¢i neni ptitomna, ale uz ne zavislost na davce
a nejsou z hlediska dneSnich znalosti zcela spravné. Embryotoxicita i teratogeneze jsou
prahové jevy, kde vysledny efekt zavisi na proporci postizenych a nepostizenych bunék
vyvijejiciho se organu. Kazda struktura zarodku je zakladana s uré¢itou bunéénou rezervou.
Aby mohl vzniknout vyvojovy defekt, musi byt poSkozeno kritické mnoZstvi bunék
zarode¢né komponenty. Z toho vyplyva, Ze je kazdy zevni faktor v malych, podprahovych
davkach neSkodny akazdy zevni faktor v extrémné vysokych davkach je Skodlivy.
Embryotoxickym ¢i teratogennim se stava teprve od urcité vyse expozic¢ni davky, kterd se
muze mezi jednotlivymi faktory liSit o nékolik fadd. S rozvojem poznani zékonitosti
teratogeneze se dospélo k definici kvantitativni, berouci v Gvahu vysi davky Skodlivého
faktoru ipopula¢ni charakter embryotoxicity. Terminem teratogen by mél byt tedy
oznac¢ovan faktor vyskytujici se v prostiedi v takovém mnozZstvi, které v exponované ¢asti
populace vyznamné zvysi vyskyt vrozenych vad nad jejich spontanni bazalni frekvenci

v populaci neexponované (Peterka et al., 2010, Jelinek et al., [200-7]).

Vrozené vady diagnostikované u novorozenct, ¢i v prub¢hu dalsiho Zivota jedince,
jsou prenatalné vznikla vyvojova poskozeni, ktera zpravidla trvale invalidizuji
postizeného jedince ¢i vyrazné zkracuji délku jeho zivota. Tato vyvojova poskozeni se
nikdy sama neupravi a k jejich odstranéni nebo kompenzaci jsou nutné, bohuZel v3ak ne
vZdy mozné, jednorazové nebo opakované 1éCebné procedury (operace, substituce,
rehabilitace). Vyskyt vrozenych vad vSak neni pouze problémem zdravotnickym, je také

traumatickou skutecnosti pro rodiny postizenych (Peterka et al., 2010).

Poskozeni vyvoje zarodku se ptitom nemusi vzdy manifestovat jako zjevna vrozena
vada. Na zakladé dneSnich poznatkli lze ptfedpokladat, ze prenatidlné oslabeny jedinec
muze v dospélosti vykazovat znamky opotiebeni organismu jiz v mlads$im véku v disledku
pred¢asného vycCerpani rezerv pro kompenzaci nepiiznivych Uc¢inkt Skodlivych faktort
zevniho prostfedi. Tato skute¢nost miize souviset se vznikem predispozic pro onemocnéni,

jako jsou alergie, nadorovd bujeni ¢i kardiovaskularni choroby. Kvalita prib¢hu
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prenatalniho vyvoje tak Gzce souvisi s kvalitou nové generace a dalSiho vyvoje lidskée

populace (Peterka et al., 2010).

2.4.1  Principy teratogeneze

Ptipady narozeni malformovanych déti jsou znamy od nepaméti, coz dokladaji
legendy a umélecka dila davnych civilizaci. Staii nalezené sosky dvouhlavych dvojcat je
odhadovéano na 6500 let pt. Kr., tato soska pravdépodobné predstavuje nejstar§i znamy
archeologicky zaznam vrozené monstrosity (Warkany, 1977). Pti¢iny vzniku vrozenych
vad byly vysvétlovany kiizenim clov€ka se zvifaty, zdsahem nadpfirozenych sil nebo
vizualnimi vjemy a emocemi té¢hotné Zeny. Postoj spole¢nosti k postizenym jedincim
a jejich rodinam obvykle odrazel stupen vyspélosti a etické normy dané civilizace, takovi
jedinci byli uctivani nebo naopak zavrhovani, ¢i dokonce zabijeni. K zasadnimu obratu
doslo az v minulém stoleti, kdy byly odhaleny zakladni principy teratogeneze i etiologie
mnoha vrozenych vad. Pfesto ve spole¢nosti dosud panuje fada nespravnych predstav jak
0 moznych pfi¢inach vzniku vrozenych vad, tak o moznostech jejich prevence (Peterka et

al., 2010).

V 70. letech byla ¢eskymi teratology Zdetikem Rychterem a Richardem Jelinkem
formulovana teorie morfogenetickych systémi (mgs), podle které lze v zavislosti na
stupni vyvoje zarodku rozlisit mgs embryonalni (fungujici v obdobi organogeneze), mgs
fetalni (v dobé& utvareni organovych slozek) a posléze mgs perinatalni a postnatalni.
Morfogeneticky systém definovali jako mnozinu lokalnich bunéénych populaci nesouct,
vytvarejici a uskuteCiiujici program vystavby Zivych objekti a jejich casti.
Charakteristickym kvantitativnim rysem mgs je rlst, charakteristickym kvalitativnim
rysem je vzajemna interakce mezi lokalnimi bunéénymi populacemi. Tato teorie, ackoliv
zobecnuje zakladni principy a mechanismy ontogeneze a umoziuje lépe pochopit procesy

vedouci k abnormalnimu vyvoji, zatim nebyla pln¢ akceptovana (Peterka et al., 2010).

Vyvoj organismu postupuje od celku k jednotlivostem. Morfogenetické systémy
zpocatku vytvareji zaklad celého zarodku, béhem embryogeneze pak zdklady orgénovych
systtmi a orgdnl, v obdobi fetdlnim organové komponenty a jejich histologickou

strukturu. V obdobi perinatalnim se poté postupné dotvareji regulaéni a integraéni systémy
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organismu. Kazdy z morfogenetickych systémi ma svoji kritickou periodu, v jejimz
pribéhu Ize zevnimi faktory narusit jeho funkci a vyvolat tim vyvojovou vadu. Kritickou
periodou vad strukturdlnich je obdobi embryogeneze, defekty funkéni vznikaji v obdobi
fetdlnim a perinatalnim a vrozené defekty biochemismu (VV metabolické) b&éhem
gametogeneze, popiipad¢ blastogeneze. Vznik vady je pochopitelné vazan na to, zda bunky
cilového morfogenetického systému jsou na pusobeni toho kterého faktoru citlivé,
nachazeji-li se v senzitivni periodé (napft. jsou-li jiZ u nich vyvinuty receptory pro danou
latku). Nezbytnou podminkou vzniku vyvojové vady je, aby se v okamZiku expozice kryla
kriticka perioda cilového morfogenetického systému se senzitivni periodou jeho

bunéénych populaci pro faktor, kterému je vystaven (Jelinek et al., [200-7]).

Tab. V: Kritické periody strukturalnich vyvojovych vad
(Jelinek et al., [200-7]).

Systém Dny vyvoje
CNS 16 - 37
CVS 20-40
Koncetiny 24 - 36
Oko 22 -40
Oblice;j 28 - 57
Zevni genitalie 45 - 63

Pfi¢iny vzniku vrozenych vad se déli na genetické a epigenetické, genetické
faktory se uplatiuji pfi vzniku asi 20 % vrozenych vad, izolované zevni faktory asi pfi
vzniku 10 %. Asi u 70 % vrozenych vad se jednozna¢na p¥i¢ina nenachazi, jedna se zde
patrné¢ o kombinaci nékolika slabSich epigenetickych a genetickych faktora, tedy

o faktorovy komplex (Peterka et al., 2010).

Zkoumdni pficin vzniku vrozenych vad se u lidské populace bézn€ provadi
retrospektivnim anamnestickym Setfenim, které¢ vSak ma v nékterych ptipadech jen
omezenou vypoveédni hodnotu. VétSina strukturdlnich vrozenych vad vznikd b&hem
20. - 60. dne prenatalniho vyvoje a od této doby uplyne do narozeni ditéte dalSich 220 dni.
Po takto dlouhé dobé byva casto vypovéd rodi¢u zkreslena. Vedle retrospektivniho

vySetfeni existuji také studie prospektivni, kdy je prib&h téhotenstvi po celou dobu
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peclivé sledovan 1ékafem, avSak chceme-li nashromazdit dostatecné velky soubor, napf.
100 téhotenstvi koncicich narozenim ditéte s urCitym typem vrozené vady, musime
sledovat 100 000 tc¢hotnych, coz je v praxi téméf neuskutecnitelné. Proto jsou naSe
védomosti o pri¢inach vzniku vrozenych vad u ¢lovéka zna¢né kusé, o Zddném zevnim
faktoru tedy nejsme schopni s Uplnou jistotou fici, ze je zcela neSkodny (Peterka et al.,
2010).

Epidemiologickymi metodami je obtizné objektivné prokazat, ze urcity zevni faktor
vrozené vady skutecné vyvolava. S timto omezenim se dnes pocita, Ze kromé asi 20 % vad
vyvolanych genetickymi faktory, jak jsem jiZz uvedla vySe, je asi 1 % vrozenych vad
vyvolano léky, chemikaliemi a zafenim, 2 % mechanickou interferenci (napf. poskozeni
plodovych obalt), 3 % infekcemi, 4 % chorobnym stavem matky, 15-20 % genetickymi
pfi¢inami a v 65-70 % jsou pfi¢iny neznamé. Pocet vrozenych vad prokazatelné
vyvolanych u ¢loveéka exogennimi faktory je tedy relativné velmi maly. (Peterka et al.,
2010).

U experimentalnich zviFat je naproti tomu skupina prokazanych teratogenti
radové pocetnéjsi. Tento zdanlive lepsi vysledek u ¢lovéka neni zptasoben vétsi odolnosti
lidskych plodu k pasobeni zevnich faktort, ale omezenymi moznostmi epidemiologickych
metod. V experimentalni studii jsou totiz pfesn¢ definované davky potencialniho
teratogenu testovany za standardnich podminek (podminky chovu a vyZzivy) na rozsahlé
skupiné stejné starych zarodki. Navic jsou Casto pouzivany geneticky definované linie
zvitat, kde jedinci reaguji na tentyZ podnét obdobnym zptisobem. V lidské populaci naopak
uvazujeme o mozném ucinku né&jakého embryotoxického agens az na zékladé zvysSeného
vyskytu vrozenych vad, tedy retrospektivni studie. V takovém piipadé byl negativnimu
pusobeni vystaven neznamy pocet zarodkt rizného stafi, ptisobeni daného agens je
modifikovano genotypem, Zivotnim stylem a zdravotnim stavem matky a navic nezname

pocet spontannich abortii v nejranéjSich stadiich te¢hotenstvi (Peterka et al., 2010).

V piipadé 1éciv si musime uvédomit, ze 1ék je podavan z divodi onemocnéni
matky. Plsobeni 1éku je tedy doprovazeno zménou vnitinich podminek organismu (napf.
zvySenou teplotou, pfitomnosti bakterialniho toxinu). Vznik vrozené vady po podavani
Iéku v téhotenstvi tedy nemusi byt vyvoldn pouze plsobenim lé¢iva samotného. ZvIast
zavazna situace nastava u chorobnych stavii matek, kdy je tfeba podavat 1ék po celou dobu

téhotenstvi (epilepsie, diabetes, onemocnéni §titné zlazy) (Peterka et al., 2010).
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Zakladni principy teratogeneze (formulovany Jamesem G. Wilsonem a poté

rozvinuty teratology Brentem a Johnsonem) maji tii pilife:

1. Citlivost k teratogenezi zavisi na genotypu zarodku a jeho interakci s faktory
zevniho prostredi; je druhové individualne specificka. VSechny zivocisné druhy nereaguji
na pusobeni téhoz faktoru stejn¢ a rozdily existuji 1 mezi jedinci téhoz druhu. Sila
odpovédi je modifikovana genetickou konstituci, kterd determinuje farmakokinetiku
a biotransformaci latky v organismu. Genotyp tak urcuje, zda se latka dostane k cilove
struktuie ve své vychozi podobé nebo ve formé specifickych metabolitii, n¢které latky
samy o sobé nemusi vykazovat embryotoxickou aktivitu, Skodlivymi se stavaji az po
metabolické aktivaci, jiné mohou naopak byt metabolicky detoxikovany. U savcu, tedy
i uclovéka, je navic expozice zarodkl zavisla na genotypu matefského organismu
a konstituce placenty. Prinik teratogenu placentou zavisi na vlastnostech samotného
teratogenu (rozpustnost v tucich, molekulova hmotnost apod.), i na vlastnostech placenty
(matetsky a fetalni krevni ob&h, metabolismus). Z exogennich faktorti miize ovliviiovat

vyskyt vrozenych vad dieta, ro¢ni obdobi, socialni faktory, vék apod.

2. Citlivost k teratogenezi se meéni v zavislosti na vyvojovém stadiu zarodku
Vdobé expozice. V nejranéjsich stadiich embryonalniho vyvoje (pfed implantaci)
organismus reaguje na pusobeni exogenniho faktoru jako celek, bud’ umira, anebo preziva
bez viditelného poskozeni (tzv. ,,vSe nebo nic*). V nasledujicim obdobi organogeneze se
centra aktivni morfogeneze postupné piesouvaji z urovné celého organismu na urovei
organovych soustav (napi. kaudalni soustava), organi (napf. zaklady koncetin)
a organovych slozek (napt. cévni zasobeni tkani). V tomto obdobi je zarodek extrémné
vnimavy na puasobeni teratogennich faktori. Protoze nastup morfogeneze a pribéh
diferenciace jednotlivych organii neni synchronni, v rtiznych stadiich organogeneze lze
vyvolat postizeni riiznych organi. Limitujici fAze vyvoje, kdy je urcity organ zvIast’ citlivy
na jakakoli poSkozeni, se nazyva kritickd perioda. Je to proto, Ze vyvoj dospiva
K uré¢itému prahu. Dosazenim prahu konéi kritickd morfogeneticka perioda a vyvojovy
defekt nelze béhem dalsiho vyvoje vyvolat. Tento terminaéni bod pro individudlni
kritickou periodu je v populaci zarodkd stejného stafi normalné casové rozlozen. Ve
fetalnim obdobi, kdy je zékladni formovani struktur jiz ukonceno, tak lze poskodit pouze

diferenciaci organovych slozek ¢i tkdni. V perinatdlnim obdobi, kdy se utvafeji
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integrované systémy organismu (CNS, humoralni a imunitni systém), Ize vyvolat pouze

poskozeni funkéni (napt. poruchy chovani), nikoli velky strukturdlni defekt.

[] miiZe vzniknout vrozena vada
Il miZe se vvskytnout funkéni porucha

A [ mife dojit ke smrti zirodku

doba porodu

obdobi
maximalni
citlivosti

k abnormalnimu
VYvoji

ko vrozené vady

Zvysujici se rizil

0 3 tvorba orgianu 8 rusta dozravani 38
organovych systému

tydny lidského vyvoje

Obr. 16: Smrt zarodku, riziko vzniku vyvojové vady a vzniku funkéni poruchy v zavislosti
na tydnech vyvoje (Moore et al., 2002).

3. Vnimavost k teratogenezi je determinovana charakterem piisobiciho agens.
Nezavisle na kritickych periodach existuji tzv. periody senzitivni. Tyto periody jsou
definovany jako vyvojové faze, béhem nichz se diferencujici buiiky stavaji citlivymi na
podavani toxického agens. Rozsah senzitivni periody je zavisly na povaze faktoru a na
jeho davce. Pomoci senzitivnich period muzeme vysvétlit, pro¢ nékteré substance
vyvolavaji pouze rozstépy patra, jiné malformace koncetin a jiné¢ zase malformace velkych
cév, 1 kdyz piisobime v obdobi kritickych period vyse uvedenych struktur. Latky obecné
cytotoxické, poskozujici bunétnou proliferaci, jsou nejucinnéj$imi teratogeny
Vv nejranéjSich vyvojovych stadiich, kterd se vyznacuji intenzivni mitotickou aktivitou.
Jejich ucinnost pak se stoupajicim stafim zarodku klesa. Naproti tomu latky se
specifickym ucinkem vykazuji teratogenni potencidl az od urc¢itého vyvojového stadia,
nebot’ jejich efekt je vdzan na pfitomnost specifickych membranovych receptorti nebo
struktur, které se utvareji az v pozd¢jSich stadiich vyvoje. Neptiznivy zevni faktor je
schopen vyvolat vyvojovy defekt pouze tehdy, kdyz se kritick& perioda cilového organu
prekryva s periodou senzitivity bunék téhoZ cilového organu pro dany zevni faktor

(Peterka et al., 2010).
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vyvojova
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Obr. 17: Grafické znazornéni vzniku vyvejové vady protnutim Kritické a senzitivni
periody (Peterka et al., 2010).

K utvateni své podoby vyuzivaji organismy tzv. zakladni morfogenetické
procesy, fadime mezi né buné¢nou proliferaci (rozmnozovani bung¢k), distribuci (migrace
bunék), integraci (spojovani bunék ve vyssi funkéni celky) a redukci (bunécna smrt).
Druhové a individudlni rozmanitosti je pfitom dosazeno samoziejm¢ diky genetické
informaci oplozeného vajicka, ale také epigenetickym mechanismem, diky kterému vznika
finélni fenotyp. Genotyp bunky tedy vymezuje hranice moznosti jejiho vyvoje, o tom, jak
bude tento vyvoj aktudlné probihat, vSak rozhoduje mikroprostredi, ve kterém se bunka

v daném okamZiku nachazi (Peterka et al., 2010, Jelinek et al., [200-7]).

2.4.2  Lidské teratogeny

Pii hledani podezielych lidskych teratogent jsou teratologové v podstaté odkazani
na klinické a epidemiologické studie. Epidemiologie registruje vrozenée vady po narozeni,
kdy velka cast malformovanych zarodku jiz byla eliminovana spontannim abortem.
Protoze vrozena vada je pouze jednim z projevii embryotoxicity, ktery navic nejevi vzdy
pozitivni zavislost na davce zevniho faktoru, je moZné, ze lidskych teratogent je

v prostiedi daleko vice, nez jsme schopni objektivné zjistit (Peterka et al., 2010).
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Registraci embryotoxickych ucinka latek zevniho prostiedi se velice podrobné po
léta zabyval americky teratolog Thomas H. Shepard, ktery ve svém Kkatalogu
teratogennich latek zahrnul mezi lidské teratogeny radiaci (terapeutickd radiace
znaCenym jodem, rentgenové zafeni, atomové zbrang), infekce (virus zardének,
cytomegalovirus, herpes virus | a Il, toxoplazmdza, syfilis), chorobne stavy mateiského
metabolismu (kretenismus, diabetes mellitus, fenylketonurie, virilizujici tumory,
alkoholismus, hypertermie, revmatické choroby, vrozena srde¢ni nedostate¢nost) a léky
a chemikalie (androgenni hormony, aminopterin a methylaminopterin, cyklofosfamid,
busulfan, thalidomid, rtut’, chlorbifenyly, diethylstilbestrol, difenylhydantoin, trimethadion
a paramethadion, kumarinova antikoagulancia, penicilamin, valproova kyselina,
strumigeny a antithyroidni latky, tetracyklin, isotretinoin, lithium, methimazol) (Peterka et
al., 2010).

Shepard vytvotil také seznam latek podezielych z teratogenniho ucinku jako
koufeni, diazepam, nedostatek zinku, vitamin A, organicka rozpoustédla a virus planych
neStovic (mnoho latek pivodné podezielych z teratogenniho ucinku se ale postupné
ukézalo jako latky pro ¢lovéka neskodné). Déle uvedl vycet faktoru, které pro ¢lovéka
teratogenni nejsou, podle nejnovéjSich udaji vSak nékteré z latek na tomto seznamu

zarodky malformuji (napt. kokain) (Peterka et al., 2010).

Prestoze je nesmirné obtizné v lidské populaci teratogenni efekt jednoznacné
prokazat, jsou zndmy nékteré faktory, které bezpochyby VV vyvoldvaji, jsou to napft.
pronikava radiace, hypertermie, rubeola, toxoplazmésa, cytomegalovirus, herpes virus
I all, syfilis, diabetes mellitus, virilizujici tumory, fenylketonurie, poruchy funkce Stitne
Zlazy, strumigeny a antithyroidalni pripravky, thalidomid, androgenni hormony, cytostatika
a imunosupresiva, diethylstilbestrol, izotretinoin, alkohol, antikoagulancia kumarinové
fady, difenylhydantoin, valproaty, tetracyklin a lithium, organické slouceniny rtuti, olovo.
Kromé toho existuje nékolik stovek latek, jejichz embryotoxicita je prokazana zatim jen

v laboratornich pokusech (Jelinek et al., [200-?]).

Embryo zpravidla vykazuje vétsi citlivost k exogennim faktorim nez dospély
jedinec. Je to ddno zejména vysokou proliferacni aktivitou embryonalnich tkani a také
neschopnosti detoxifikovat urcité latky. Vysledna odpovéd’ mlze byt zavisla 1 na zpisobu

aplikace, na frekvenci a Casovani davek, na charakteru plsobiciho faktoru. Ucinné
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teratogenni davky zpravidla lezi v pomérné uzkém rozmezi, kdy na jedné stran¢ neni
pozorovan zadny viditelny efekt (NOEL = no observable effect level) a na stran¢ druhé je
vyvolana smrt vsech exponovanych zarodkd. Experimentalni vysledky ukazuji, Ze smrt
a abnormalni vyvoj jsou razné stupné reakce na tentyZ stimul teratogenem (Peterka et al.,
2010).

ey

Stoupajici davka teratogenu vede k podstatné zméné poétu mrtvych a Zzijicich
malformovanych zarodkll. V experimentu Ize snadno dokazat, Ze pozitivni zavislost mezi
davkou a odpovédi existuje jen v piipad¢ zarodkd mrtvych ¢i seéteme-li vSechny projevy
embryotoxicity dohromady. Zpocatku dochazi k vzestupu obou efektd (Stoupne pocet
mrtvych i Zivych malformovanych zarodku), poté se v urcitém davkovém pasmu neméni
a pii dalsim zvyseni davky se uz zvySuje pouze efekt letélni, zatimco teratogenni efekt
paradoxné klesa. Po podani nejvysSich davek pak teratogenni efekt uplné vymizi,
protoze vSechny zarodky hynou v disledku tézkych vyvojovych vad neslucitelnych se
zivotem nebo diive, nez malformace staci vitbec vzniknout. V disledku toho, je detekce
teratogennich efektd u ¢lovéka nesmirné obtizna a vyskyt strukturalnich VV nelze
povazovat za vérohodny ukazatel embryotoxického potencialu prostiedi. Z tohoto vyplyva,
ze béhem négkolika desetileti se vyskyt VV stale pohybuje mezi 1-3 % navzdory
narustajicimu embryotoxickému potencialu prostiedi (Peterka et al., 2010, Jelinek et al.,
[200-7]).

Piiméd souvislost mezi embryoletalitou a teratogenitou neni obecné uznavana
a unckterych latek se skuteéné nepodafilo prokazat teratogenni aktivitu, tfebaze
vykazovaly znaény embryoletalni potencial. Jedna se zejména o skupinu psychofarmak
vyvolavajicich u ovlivnénych zarodkt akutni zastavu srde¢ni ¢innosti s naslednou smrti,
kterd zabrafiuje manifestaci pfipadného teratogenniho potencidlu téchto 1¢k. V jinych
ptipadech nelze vylouéit, Ze rozmezi mezi NOEL a embryoletadlnimi davkami bylo tak
uzkeé, Ze za danych podminek nebylo mozné teratogenni efekt registrovat (Peterka et al.,
2010).

cey

Nicméné zmény v poméru zijicich malformovanych zarodkl a zarodkti mrtvych
v zavislosti na stoupajici davce byly v experimentu potvrzeny u vice nez stovky
testovanych substanci. Tato zakonitost byla Ceskymi teratology oznacena jako

transformace projevii embryotoxicity a vyplyva z ni, Ze monitorovani vyskytu

55



vrozenych vad v lidské populaci samo o sob€ nemusi upozornit na zvysené riziko ptasobeni

néjakého embryotoxického faktoru (Peterka et al., 2010).

Vznik vyvojové vady plisobenim zevniho faktoru je jevem prahovym a pro kazdy
faktor existuje neSkodné davkové pasmo. Po piekrogeni davkového prahu zaéne
Vv exponované populaci nartstat vyskyt projevii embryotoxicity nad obvyklou standardni
mez, coz se projevi pfedevsim zvySovanim prenatalnich ztrat. V nich jsou obsazeny nejen
zarodky umirajici bezprostiedné po plsobeni embryotoxickych faktord, ale i ty postizené

strukturélnimi vadami (Jelinek et al., [200-?]).

Vyvojova vada zapfi¢inéna exogennimi faktory vznika v prib&hu prenatdlniho
vyvoje naruSenim morfogenetickych procesti Skodlivymi faktory zevniho prostfedi nebo
matefského organismu, aniz by byl ovlivnén genom vyvijejiciho se jedince. Takova vada je
vrozend, neni v§ak dédi¢na, nepienasi se do dalich generaci. Identifikace teratogenniho
faktoru a jeho odstranéni z prostiedi umozinuje rodin¢€ s postizenym ditétem eliminovat

riziko opakovani vady u dalSiho ditéte (Peterka et al., 2010).

Na druhou stranu, vady podminéné chybou genetického materidlu (chromozomalni
odchylkou nebo genovou mutaci) se predavaji z generace na generaci a mohou se
manifestovat kdykoli v pribéhu zivota. Genetickd anomalie muze byt pfitomna jiz
v gameté nékteré¢ho z rodi¢t nebo vznikd de novo v pribéhu nejcasnéjSich vyvojovych
stadii. Casto se stivd, Ze teratogen vyvola vznik vady, kterd je fenotypové identickéd
s vadou geneticky podminénou, tomuto ptipadu se pak fika fenokopie. Velkou skupinu
geneticky podminénych vad tvoii poruchy metabolismu. Vysledkem muze byt hromadéni
nezpracovaného substratu v bunkach a télesnych tekutinach, anebo jeho alternativni
zpracovani. Na organismus pak negativné pusobi bud’ samotny nezpracovany substrat,
pretizeni alternativni metabolické drahy nebo nedostatek produktu enzymové reakce.
Vedle metabolickych funkci musi bunky zajistovat celou fadu dalSich procest fizenych
neenzymovymi proteiny, jejichz poSkozeni naruSuje transportni funkce, pfenos signali,
bunécna spojent strukturalni i funkéni, ale také bunéény cyklus ¢i transkripci gent (Peterka

etal., 2010).

Chromosomové a genetické defekty jsou nejéastéji trisomie chromozomu (13, 14,
15, 17 a 21), abnormality sex chromosomil (XXY, XXXY, X0, XXX), strukturdlni defekty
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chromosomii (parcialni delece chromozomu 5) ¢i metabolické defekty (fenylketonurie,

mukovisciddza, chondrodystrofie) (Jelinek et al., [200-?]).

Polygenné podminéné vady tvoii velmi heterogenni skupinu vad, na jejichz vzniku
se podili vice genu, jejich pfenos vSak neodpovidad jednoduché Mendelovské dédi¢nosti.
Nekteré jsou v populaci pomérné frekventované a vysledny fenotyp muze byt do znacné
miry zavisly 1 na spoluptisobeni exogennich vlivii v€éetné zivotniho stylu. Proto jsou tyto
vady také oznaCovany jako vady multifaktorialni. Jejich ptiznaky mohou mit zna¢nou
variabilitu, plynule pfechdzejici od normy az k t€zkému postizeni. Do této skupiny jsou
fazeny napft. orofacialni rozstépy, diabetes mellitus, psychiatricka onemocnéni aj. (Peterka

etal., 2010).

Strukturalni defekty polygenni (multifaktorialni) etiologie mizeme rozdélit do dvou
kategorii: monstra duplicia - defekty dvojcat symetrické ¢i asymetrické (Casteéné splynuti

v nejriznéjsich oblastech variabilniho rozsahu) a monstra simplicia:

Tab. VI: Priklady defektid monstra simplicia (multifaktorialni etiologie) (Jelinek et al., [200-?]).

Systém Piiklady defektd

Kaudalni sirenomelie, kaudalni regrese, atresia ani
morfogeneticky

systém

Centralni holoprosencefalie, arhinencefalie, cyklopia, anencefalie, spina bifida,

nervova soustava | hydrocefalus

Srdce a cévy dextrocardia, ectopia cordis, foramen ovale patens, defekt
mezikomorové prepazky, Fallotova tetralogie, truncus arteriosus
persistens, transpozice velkych cév, koarktace aorty, arcus aortae

duplex, ductus arteriosus persistens

Oblicej a krk typické (cheilo-, gnatho-, palatoschisis) a atypické rozstépy (fissura
mediana, fissura obliqua), micro-, macrostomia, Treacher-Collins

syndrom, Pierre-Robin syndrom, Di-George syndrom

Koncetiny amelie, hemimelie syndaktylie, polydaktylie, luxatio coxae

congenita, pes equinovarus, pes calcaneovalgus
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Systém Priklady defekti

Télni sténa hernia umbilicalis

Oko anoftalmie, mikroftalmie, coloboma, kongenitalni katarakta

Pneumogastricky | )
Hirschprungova nemoc, pylorostendza

systém
Urogenitalni ren arcuatus, ren migrans, exstrofie moc¢ového méchyte, hypo-
systém a epispadie, retentio testis, uterus duplex, vagina septa

Existuji dva zpusoby prevence vrozenych vad, tedy dvé moznosti, jak zabranit
narozeni ditéte s vrozenou vadou. Prvni moznost se tyka primarni aktivni prevence
vzniku vrozené vady béhem kritického obdobi. Druha moznost zahrnuje sekundarni
pasivni prevenci zalozenou na vcasné prenatalni diagnostice vady jiz vzniklé.
V indikovanych ptipadech je pak mozné zabranit narozeni ditéte s tézkou vadou

doporu¢enim umélého pieruseni t¢hotenstvi (Peterka et al., 2010).

2.4.3  Testovani embryotoxicity

Pro spravny odhad rizika embryotoxicity pomoci experimentu musime znét
minimalni G¢innou davku faktoru v experimentalni skupiné€ a spontanni bazalni frekvenci
projevii embryotoxicity ve skupiné kontrolni, kterd nebyla u¢inkiim zkoumaného faktoru
vystavena. Jak jsem jiz napsala vysSe, pro kterykoli zevni faktor plati, Zze od ur¢ité davky je
schopen vyvolat néktery z projevii embryotoxicity, a naopak je kazdy zevni faktor
v malych davkach neSkodny. Latky tedy nelze délit na skodlivé a na latky netéinné bez
udani expozi¢ni davky (Peterka et al., 2010).

Bezpecnost latky Ize vyjadiovat pomoci pasma bezpecnosti. Pasmo bezpecnosti

pro zevni faktor je rozdil mezi ddvkou expozi¢ni a zacitkem pdsma embryotoxicity

v v

NOEL (no observable effect level), tedy nejvyssi davka, ktera je$té nevyvolava

pozorovatelny embryotoxicky efekt. V ptipadé 1€kt se pouziva jako expozi¢ni davka
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maximalni denni terapeutickda davka. Dostate¢né Siroké pasmo bezpe¢nosti musi byt
alespon jeden davkovy Fad; zacatek pasma embryotoxicity je tedy davka desetkrat vyssi,
nezli davka expozi¢ni. Pasmo bezpec€nosti plati za predpokladu, ze v dany okamzik ptsobi
jen tento jeden faktor. V ptipad¢é pusobeni nékolika zevnich faktord najednou, kde hrozi
nebezpeCi interakce (sumace aZ potenciace), nemusi pro bezpecnost vyvijejiciho se

zarodku stacit jen jeden davkovy tad (Peterka et al., 2010).

Vzhledem k tomu, Ze se farmakokinetické parametry u dospélych jedinci a citlivost
zarodkll zna¢né liSi, je zbyteCné urCovat naprosto presné stanoveni zacatku pasma
embryotoxicity, ale je tieba urcit jeho rozmezi v decimalnich fadech (napt. 1-10 mg/kg
hmotnosti matky). Jakd proporce zarodkii bude postizena, zavisi na expozi¢ni davce,

farmakokinetice latky v téle matky a distribuci citlivosti zarodku (Peterka et al., 2010).

V soucasné dobé musi kazdy novy lék projit sérii piredklinickych a Klinickych
testl. Soucasti predklinickych testd jsou toxikologické studie, mezi néz patii tzv. specialni
toxikologické zkouSky oveéfujici uCinky preparatu na reprodukci, karcinogenitu
a mutagenitu. Testovani embryotoxicity (teratogenity) léku se provadi v ramci testd na

reprodukéni toxicitu (Peterka et al., 2010).

Sledovani ucinkl zevnich faktord na biezich samicich s cilem zjistit, zdali vyvolaji
vrozené vady u potomstva, zacalo jiz na pocatku minulého stoleti, kdy byl zjistén
neptiznivy ucinek radiace. Pozdé¢ji byl sledovan vliv pohlavnich hormonii a malnutrice
a od roku 1948 byly zkouseny i nejrizngjsi latky chemické povahy. Rozhodné vsak neslo
o0 testy na embryotoxicitu v dneSnim slova smyslu, ale o prvni teratologické zkuSenosti

v experimentu na laboratornich savcich (Peterka et al., 2010).

Oddéleni farmakologie Food and Drug Administration (FDA) v USA vydalo v roce
1949 ptedpis na testovani embryotoxicity, ktery se zamétoval predev§im na detekci vlivu
latek na fertilitu a na reprodukéni organy po tii nasledné generace experimentélnich zvitat.
Tato procedura se dodnes nazyva trigeneracéni reprodukéni studie. V dusledku
thalidomidové aféry byla v roce 1962 v USA zaloZzena Commission on Drug Safety, jejiZ
prvni akci bylo ustaveni teratologické komise s cilem rychlého zajisténi spolehlivého testu
na zvifeti, ktery by byl schopen odhalit teratogenni efekt latek. V lednu 1966 byl vydan
oficidlni navod na testovani, ktery sobménami slouzi jako prototyp oficidlnich testa
dodnes (Peterka et al., 2010).
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Podle doporu¢eni WHO z roku 1967 se k testovani embryotoxicity bézné pouzivaji
dva druhy laboratornich savci a latka je aplikovana cestou uvazovanou v Klinické praxi ve
vysoké, stfedni a nizké davce. Tato nizk& davka piiblizn¢ odpovida davce terapeutické.
K detekci teratogeni a ovéfeni testl na laboratornich savcich se vyuzivaji i vysledky

epidemiologickych studii v lidské populaci (Peterka et al., 2010).

Hlavni nedostatky sou¢asnych oficialnich testti na laboratornich savcich jsou dva.
Prvnim je, Ze testy nepo€itaji s teratogenezi jako s prahovym jevem a tim popiraji
existenci neucinného davkového pasma. To znamena, Ze za teratogen muze byt
oznaCovana jakakoli latka u niz byl v pokusu na zvifeti prokazan teratogenni efekt,
prestoze u¢inné davky daleko presahly maximalni moznou expozici u ¢loveka (u ekt
maximalni terapeutickou davku). Kromé toho je nutné si uvédomit, ze vSechny latky,
véetné 1éki, jsou testovany na zdravych zviratech, ¢lovéku jsou vSak naopak indikovany
kvali nemoci a reakce zdraveho anemocného organismu nemusi byt stejna. Druhym
nedostatkem je, Ze vysledky testii na laboratornich savcich nelze na ¢lovéka spolehlivé
prenaset a to ani u druhi ¢lovéku blizce piibuznych. Zakladni teratologicky vyzkum
odhalil hlavni pfi¢inu mezidruhovych rozdild v reakci na zkouSenou latku - je dana
farmakokinetickymi odlisnostmi matetskych organismi. K z&rodku se obvykle latka
nedostava pouze ve své puvodni podobé, ale 1 ve formé specifickych metabolith
charakteristickych pro dany zivocisny druh. U ¢loveéka tak nékteré metabolity vibec

nemuseji vznikat, anebo vznikaji v menSim mnozstvi (Peterka et al., 2010).

Byla vyvinuta fada alternativnich metod, které z procesu testovani eliminuji
transport latky Kk zdarodku materskym organismem. Jednou znich je napf. metoda
intraamnialni aplikace testované latky u laboratornich hlodavct. Zkoumana latka je
V tomto piipad¢ injikovana bfezim samicim mysi nebo potkani pfimo do amniového vaku
zarodku. Nejbéznéjsi metody, jak pii testovani obejit matefsky organismus, jsou vSak
piedevsim metody zahrnujici systémy in vitro. Ty jsou obvykle zalozeny na péstovani
celého savciho zarodku nebo jeho jednotlivych orgdni v umélém zivném médiu, do
kterého se ptidava testovana latka. Vyuzivaji se inesavéi systémy (nezmar nebo
embryonalni burniky octomilky). Systémy in vitro lze délit do n¢kolika kategorii podle typu

pouZzitého modelu:
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- bunécné linie véetné kmenovych bunék,

- bunéfna mikromasa (mesenchymové buitkky embryonalni koncetiny, buiiky CNS),
- niz8i obratlovci (ryby, zaby) a bezobratli (napt. cvréek, octomilka, motsky krab),
- celd sav¢i embrya,

- zarodek kufete in ovo (Peterka et al., 2010).

Ideélni alternativni test by mél spliiovat urcita kritéria:

- transport latky k z&rodku nesmi byt zprostiedkovan (alespoit v prvnich fazich
testovani) matetskym organismem pokusného zvifete;

- musi poskytnout moznost testovani nejen ptivodni substance, ale i specificky
lidskych metaboliti;

- musi respektovat prahovy charakter teratogeneze a umét prokazat pozitivni
zavislost odpovédi na davce, tedy poskytnout kvantifikovatelny vystup;

- pouzity experimentalni systém musi obsahovat fadu organd rtizného typu, jejichz
reakci 1ze sledovat po dostate¢né dlouhé obdobi;

- prediktivni hodnota testu vzhledem k lidskému embryu by méla byt vysoka,

predevsim co se tyce falesné negativnich vysledki (Peterka et al., 2010).

Z alternativnich metod nejvice vyhovuje uvedenym kritériim metoda, kterd pouziva
k testovani zarodek kuiete in ovo, CHEST. P#i této metodé¢ neni modifikovana
farmakokinetika testované latky matefskym organismem a zarodek se vyviji ve svém
prirozeném prostiedi, takZe neni tfeba pouzivat zadna uméla Zivna média. Testovani lze
provadét na celém zarodku po dostate¢né dlouhou dobu, ktera pokryje viechny kritické
organové periody. Vyvoj zarodku je mozné kontrolovat zrakem pied vlastnim
testovanim i po experimentalnim zasahu az do skonceni. Testovat 1ze latky nejen ve vodé
rozpustné, ale i latky ve vod¢é nerozpustné (ve formé¢ suspenze) a navic je metoda CHEST

finan¢né nenaroc¢na a relativné rychla (Peterka, 2005, Peterka et al., 2010).

243.1 CHEST

Metoda CHEST (CHick Embryotoxicity Screening Test) je alternativni metoda
testovani vyuzivajici zarodek kufete v p¥irozeném prostiedi in ovo. Byla vyvinuta v Ustavu

experimentalni mediciny Ceskoslovenské akademie véd. Princip této metody byl poprvé
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publikovan Jelinkem vroce 1977, metoda pak byla patentovana autory Jelinkem,
Rychterem a Peterkou v USA, Velké Britanii a CSR (viz 10.1). Prvni vysledky testovani
touto metodou publikovali autofi Jelinek a Peterka v roce 1981 v prestizni monografii

o alternativnich metodach (Peterka, 2005).

Metoda testovani embryotoxicity na zarodku kufete spo¢iva ve zkoumani odezvy
kufeciho embrya na aplikovanou latku (latka embryotoxicka zarodek usmrti nebo
ovlivni jeho morfogenetické procesy - zpomali, zastavi, modifikuje je). Testovani metodou
CHEST mutze byt vyuzivano ve farmaceutickém a chemickém pramyslu nebo pfi

monitorovani kvality zivotniho prostredi (Jelinek et al., 1979).

Metoda CHEST je zaloZzena na okénkové metodé se subgerminalni ci
intraamnialni injikaci testované substance sklenénou mikropipetou kutfecim zarodkiim
Vv pfesné definovanych vyvojovych stadiich 2., 3. a 4. embryondlni den (ED), coZ pokryva
vétSinu kritickych period vyvoje organd. Jelikoz nékteré vyvojové vady lze vyvolati 5. a 6.
embryondlni den (napf. rozs$tép zobdku a srdecni defekty mezikomorové piepazky),

vyuzivaji se v posledni dobé¢ k testovani embryotoxicity i tato vyvojova stadia (Peterka et

al., 2010).

Okénkova metoda umoznuje provadét selekci zarodku vstupujicich do pokusu a tak
muzeme snadno vyfadit zarodky mrtvé ¢i spontanné malformované. Jak opakované
ukézala kontrolni skupina, umrtnost zarodkli zptisobend nespecifickym zadsahem b&hem
experimentalni manipulace s ndsadovymi vejci, je u zkuSenych pracovnikii minimalni.
Vysledky testovani jsou reprodukovatelné a vykazuji pozitivni zavislost na dévce
(Peterka et al., 2010).

Zkoumana latka je testovana v nékolika riznych davkach, které se vzdjemné lisi
vzdy o jeden fad, pro kazdou zkoumanou davku a embryonalni den je pouZzito nejméné 10
zarodkl. Latka se fedi zpravidla ve vodé nebo fyziologickém roztoku, nerozpustné
substance musi byt pfevedeny do suspenze pomoci ultrazvuku. Vstfikované objemové
mnozstvi roztoku se zkoumanou latkou je 3 pl nebo 10 pl. Po subgerminalni
(2. embryonalni den) nebo intraamnidlni aplikaci (star$i zarodky) je okénko ve skotapce
uzavieno sklickem na parafinovém ramecku, coz umoziuje pfi nasledné inkubaci snadnou
pribéznou vizualni kontrolu zarodkt. Muzeme tak jednoduse odhalit a nasledné vytadit

z pokusu mrtvé zarodky, pocitat srde¢ni frekvenci a podobng. V den odbéru zarodku, coz

62



v

binokuldrniho mikroskopu je provedena diagnéza velkych vyvojovych vad. VySetieni
zahrnuje také pravidelnou diagnézu srdecnich malformaci, ptipadné dalSich vnitinich

organu (Peterka et al., 2010).

Soucet malformovanych a mrtvych zarodki pro kazdou zkoumanou davku
a embryonalni den je zdkladem konec¢ného hodnoceni vysledkii. Obdrzime tak zavislost
odpovédi jednak na davce a jednak na stadiu vyvoje zarodku. Vynesenim hodnot do grafu
Ize zjistit za¢atek pasma embryotoxicity, tedy prvni nejmensi zkoumanou davku, kterd
Jiz vyznamn¢ zvysi projevy embryotoxicity ve srovnani s kontrolou. Tato hodnota je velmi
dilezita pro urCeni pasma bezpecnosti, které je rozdilem mezi maximalni denni

terapeutickou davkou a zacatkem pasma embryotoxicity (Peterka et al., 2010).
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M w0 np e

Cile prace

Otestovat embryotoxicky potencial hormonu thyroxinu na zarodcich kuftete.
Zjistit zaCatek pasma embryotoxicity thyroxinu pro zarodky kuiete.
Popsat malformacni spektrum thyroxinu.

Provést teoreticky prepocet zacatku pasma embryotoxicity na ¢lovéka.
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4 Material

Biologicky material:

Nasadova vejce COBB 500 (Gallus gallus), XAVERgen, a.s., lihent Habry.

Chemikalie:

Natrium Chloratum Biotika, Solutio isotonica inj, Natrii chloridum 90 mg v amp;
BB Pharma, a.s., ¢.5.: 0110112.

Agua pro injectione Braun, inj. sol. 10 ml; ¢.5.: 25/13593692/0310.
L-Thyroxine Sodium salt; Fluka Analytical, ¢.5.: WA13381.

Destilovana voda, 70% ethanol a jiné bézn¢ pouzivané chemikalie.

Pristroje:
Elektricka pila se zubatfskym diskem HORICO (HOPF, RINGLEB u. CO).

Inkubatory Gallenkamp; s rozsahem 30-100 stupiit a piesnosti regulace teploty na

desetiny stupné.
Topné hnizdo s parafinem.
Analyticke vahy Sartorius BP 110S; s maximem 110 g a piesnosti na 0,0001 g.
Stereomikroskop Leica MZ6 s ptidavnym fotoaparatem.

Bézné pouzivané laboratorni vybaveni.
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5 Metodika

O principu CHESTu jsem psala vySe, v této kapitole detailnéji popiSu samotny

pracovni postup této metody.

Cela metoda CHEST zacina pfevzetim a tzv. nasazenim vajec, tedy zahajenim
inkubace. Po pievzeti vajec je nutno zaznamenat tidaje o dodavce (pocet vajec, datum, Cas

nasazeni). Pokud se vejce nenasazuji okamzité, skladuji se v lednici pti cca 15 °C.

Do inkubatoru je tfeba vlozit nadobu s vodou kvuli udrzovani vlhkosti a nastavit
teplotu na 37,5 °C. Teplota se mé&fi minimo-maximalnim teplomérem, ktery je uvnitf
inkubatoru. Pfi nasazovani vajec do nosi¢l je nutné dbat na to, aby vSechna vejce pevné
sedéla v miizkach. V idedlnim ptipadé se nasazuji lehce Spickou nahoru. Vejce je tieba
behem inkubace otaCet kolem dlouhé osy vzdy o Ctvrt obratky denné az do aplikace

testované latky.

Obr. 18: Inkubétor s vaji¢ky v nosi¢ich.

Za dva ¢i tfi dny se vytvareji okénka. Je nutné vysterilizovat sklicka na prekryti
okének, pinzety na sklicka a Petriho misky. Rano v den otevirani se vaji¢ka naposledy

oto¢i. Vyvaii se vSechny nastroje a nastroje pro otevirani okének (pilky, skalpely, bodylka)
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se vydezinfikuji v 70% ethanolu. Vodou a etanolem se otie pracovni plocha a pokryje se
filtraénimi papiry. Do 20ml injekéni stiikacky se pfipravi kureci fyziologicky roztok

(10 dilu Natrium Chloratum Biotika - Solutio isotonica a 3 dily Agua pro injectione).

Vajicka se jedno po druhém prosviti, diky tomu se vyfadi neoplozena vejce
a uhynulé¢ zarodky a je viditelnd poloha zarodkt zivych. Na kazdém vajicku se pak
obycejnou tuzkou vyznaci okénko v misté zarodku (cca 1,5 cm na délku a 1 cm na Sitku)

a vzduchové bublina. Pomoci elektrické brusky se nasledné napiluji okénka.

Obr. 19: Prosvécovaci lampa. Obr. 20: Napilovani vajicka elektrickou bruskou.

Dotvoreni okének v ruce musime provadét jiz v rousce, abychom zabranili infekci.
Pomoci tzv. bodylka propichneme skofapku v misté vzduchové bubliny, malou pilkou
pilujeme v drazkach naznacenych elektrickou bruskou. S timto pilenim je tfeba skoncit,
jakmile narazime na membranu pod skotfédpkou. Postup se opakuje u vSech stran okénka,
pak je jiz mozné skalpelem odklopit skotapku tak, aby membrana papiracea zustala

neporusend. Nasledné zakdpneme okénko fyziologickym roztokem, opatrné prodéravime
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membranu (jehlou od injekéni stiikacky, ¢i sterilni pinzetou) v misté kde vidime bublinu
nebo v misté, kde neni zarodek ani cévy. Sterilni pinzetou odpilujeme membranu po

obvodu okénka od vnitini strany skotapky.

Obr. 21: Postup p¥i otevirani vajicka.

Pokud provadime testovani latky na druhém (ED2) ¢i tietim (ED3) embryonalnim
dni, je mozné provést aplikaci hned po tomto otevieni. Pokud chceme testovat na embryich
Vv pozd¢jsich stadiich, je nutné vajicka oteviit na ED2 ¢i ED3, zavtit je, vlozit je zpét do
inkubatoru a pockat na dany embryonalni den. Kdybychom vajicka otevirali pozdéji,

zarodky by uz byly pfili§ velké a pti otevirani by hrozilo jejich poranéni.
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Zavirani okénka se provadi tak, Ze do sklenéné Pasteurovy pipety nabereme
parafin a nejprve zakdpneme otvor na poélu v misté bubliny, az poté vytvorime okolo
okénka ramecek, na ktery ptiklopime sklicko. Mezi parafinovym rameckem a sklickem
nesmi ziistat mezery, jinak hrozi riziko infekce, proto vSechny dirky parafinem peclivé

utésnime. Vajicka vratime do inkubéatoru.

Obr. 22: Vytvareni parafinového ramecku kolem okénka.

Den pted aplikaci testované latky je nutno opét vysterilizovat nastroje, rano v den
pokusu vyvafit pinzety, vodou a 70% etanolem otfit pracovni plochu a pokryt ji filtraénimi
papiry. Dale je nutné mit pfipraveny kufeci fyziologicky roztok a roztok latky, kterou
budeme testovat (v piipadé této prace se jednalo o L-thyroxin).

Roztok testované latky se pripravi tak, Ze si nejprve navazime latku v pevném stavu
a pifidame vodu pro injekce (nejjednodussi je namichat 10 mg latky s 1 ml vody, 20 mg
latky se 2 ml vody apod.). Vzhledem k tomu, Ze thyroxin je latka krystalicka, je nutné tento
roztok drtit ultrazvukem, aby byl co nejvice homogenni. Z tohoto roztoku odebereme
100 pl, ke kterym piidame 900 ul vody pro injekce a opét drtime ultrazvukem. Takto

postupujeme dale, az ziskame sestupnou fadu koncentraci.
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0,01 kg thyroxinu

vil \:‘odv 900 pl 900 pl 900 ul 900 pl
(napf. 10mgviml) vyody vody vody vody

Obr. 23: Schéma Fedéni thyroxinu.

Nad kahanem zahtejeme plochu pilky, tu opatrné pfilozime na sklicko, ¢imz se

rozpusti parafinovy ramecek a sklicko se pomoci pinzety stahne.

Obr. 24: Otevirani vaji¢ka pred
aplikaci.

Nyni je jiz moZzné provést samotnou aplikaci testované latky, ale nejdiive se uréi,
a do protokolu zapiSe, staddium vyvoje zarodku podle publikace Hamburgera a Hamiltona
(Hamburger et al., 1951). Pomoci sklenéné mikropipety se aplikuje pod lupou zvolené
mnozstvi (v tomto ptipadé 3 pl) roztoku testované latky do subgerminalni dutiny (ED2)

nebo amniového vacku (ED3 a pozdéji) zarodku. Okénko se opét uzavie novym, sterilnim
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sklickem a vajicko se vrati do inkubatoru. Od tohoto dne jsou vajicka pribézné
kontrolovana a uhynulé zarodky vyfazovany (pted vyfazenim je nutné prohlédnout a do

protokolu zaznamenat piiblizné staii zarodku a jeho ptipadné vady).

Obr. 25: Aplikace thyroxinu do zarodku ve vaji¢ku.

Devéaty embryonalni den (ED9) se zarodky tzv. odebiraji. Opét se otie pracovni
plocha a pokryje se filtratnimi papiry, pfipravi se nastroje, ale jiz neni nutné pracovat ve
sterilnim prostiedi. Z vajicek se skalpelem odklopi skli¢ka, pokud je to nutné odlamou se
okraje okynka, aby bylo na zarodek dobfe vidét. Pod stereomikroskopem vystiihame
nizkami zarodek ze zarodecnych oballi a poté opatrné¢ ustiihneme pupecnik. Hackem
uchopime zérodek za krckem a pfemistime jej do tzv. rakvicky. Takto odebrané zarodky

srovnané podle poradi do rakvi¢ek je nutné zvazit a hmotnosti zapsat do protokolu.

Nasledné zarodky pozorn¢ prohlizime pod stereomikroskopem. Do misticky
S parafinem napustime vodu, zarodek v misti¢ce piiSpendlime za dolni koncetiny
aprohlizime od hlavy po ocas a konCetiny (tato kontrola je provadéna pfii
dvanactindsobném zvétSeni). Poté néasleduje néstiih télni stény na biisni strané a kontrola
bfiSnich organti, nakonec rozstiihneme i sténu pravé srdecni komory a hledame ptipadné
defekty mezikomorové piepazky (pifi dvacetinasobném zvétSeni). Veskeré vady se

zaznamenavaji do protokold.
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Obr. 27: Prohlizeni zarodku.
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6 Vysledky

6.1 Testovani embryotoxicity thyroxinu metodou CHEST

Testovani probihalo na ED2, ED3, ED4 a ED5 a to v fadé koncentraci L-thyroxinu,
po analyze protokolt z testovani se jako dulezité ukazaly davky od 0,0003 pg do 3 ug.

V kazdem embryonalnim dni a kazdé koncentraci bylo otestovano 10 zarodku.

Vyjimkou jsou tyto piipady:

-V souboru ED3 s aplikovanou davkou 0,0003 pg je pouze 9 zarodka — jeden byl
vyfazen, protoze mél vadu, tzv. rumplessness (chybé&jici ocasni ¢ast), ktera
muze byt zpusobena nejpozdéji v druhém embryonalnim dni, a tedy vime jiste,
7Ze tato vada vznikla spontanné.

-V souboru EDS5 s aplikovanou davkou 0,003 pg je pouze 9 zarodka — jeden byl
vyfazen, protoze jsem ho omylem povazovala za mrtvy, oteviela jsem jej
a prestoze byl ihned poté zavien, tento zasah neptezil.

- Soubor ED3 nebyl otestovan na davku 3 pg a soubor ED4 nebyl otestovan na

davku 0,0003 pg, vysledky lze vSak v téchto ptipadech doplnit extrapolaci.

V kazdém souboru byl spoéitan pocet mrtvych (D) a pocet Zivych
malformovanych (M) zarodk, jak ukazuje nasledujici tabulka. Pro dalsi vypocty a grafy

byla pouZita také suma mrtvych a Zivych malformovanych (D+M).

V piipad¢ tohoto experimentu se jedna o tzv. screeningovy (odhadovaci) test, proto
bylo testovano takto Siroké spektrum davek na ctyfech embryondlnich dnech po 10
zarodcich. Ugelem tohoto screeningového testu je piiblizné najit zaGatek pasma
embryotoxicity. Na zakladé vysledkt takovéhoto experimentu pak lze navazat testovanim
jiz uz8iho rozpéti koncentraci davek na ur¢itych dnech s vice z&rodky a doséhnout tak

presnéjsich vysledku.
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Tab. VII:

Poéty D a M v jednotlivych embryonalnich dnech a davkéch.

3 Mg 0,3 ug 0,03 pg 0,003 g 0,0003 ug

D M D M D M D M D M
testovanych 10 | testovanych 10 | testovanych 10 | testovanych 10 | testovanych 10

ED2 6 3 0 3 0 1 0 0 2 0
testovanych 10 | testovanych 10 | testovanych 10 | testovanych 10 | testovanych 9

ED3 10 0 4 5 2 2 0 1 0 0
testovanych 10 | testovanych 10 | testovanych 10 | testovanych 10 | testovanych 10

ED4 10 0 4 5 0 2 0 0 0 0
testovanych 10 | testovanych 10 | testovanych 10 | testovanych 9 | testovanych 10

EDS 10 0 4 1 0 1 2 2 1 0

Na zaklad¢ tabulky ,,Pocty D a M v jednotlivych embryonélnich dnech a davkach.”

jsem vytvofila nekolik dil¢ich vypocth (viz Tab. VIII a Tab. IX), jejichz vysledky jsem

nasledné vynesla do grafi.

6.1.1

Zavislost na davce (dose response)

Tab. VIII: Poéty a proporce D, M a D+M pro jednotlivé davky.

Sectena data Proporce
\Ens;gh D M  D+tM D M D+M
3 Ug 40 36 3 39 0,90 0,08 0,98
0,3 ug 40 12 14 26 0,30 0,35 0,65
0,03 ug 40 2 6 8 0,05 0,15 0,20
0,003 g 39 2 3 5 0,05 0,08 0,13
0,0003pg = 39 3 0 3 0,08 0,00 0,08
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Obr. 28: Proporce sumy D a M ku celkovému poétu testovanych zarodki v zavislosti na davce.

V grafu ,,Proporce sumy D a M ku celkovéemu poctu testovanych zarodkii
vzavislosti na davce.” je wvidét kiivka zndzorfiujici sumu mrtvych a zivych
malformovanych zarodki (v zavislosti na davce) klesajici umérné davce (dose response).
Na trovni 0,3 (30 %) kiivka protind horni mez konfiden¢niho intervalu, v tomto misté se

nachazi za¢atek pasma embryotoxicity.

Horni mez konfiden¢niho intervalu, neboli také horni mez nespecifické ucinnosti
byla stanovena opakovanymi pokusy na 0,3 (30 %). Hodnoty pod touto mezi zahrnuji
spontann¢ se vyskytujici mrtvé ¢i malformované zarodky, vSechny hodnoty nad touto mezi
jsou statisticky signifikantni (Jelinek et al., 1985, Peterka et al., 1992, Peterka et al.,
1997).

Po rozdé€leni poctu mrtvych a zivych malformovanych, vznikly dvé kfivky, které
jsou znazornény v grafu nésledujicim, tedy ,,Proporce D a M ku celkovéemu poctu
testovanych zdrodkii v zavislosti na davce”. Kiivka mrtvi klesa imérné davce (dose

response), kiivka Zivi malformovani tvofi pik na davce 0,3 ug, dé se usuzovat, Ze davky

......

75



0,9 \

0,8

07 |\

0,6 \
0,5 \

- AR o

0

3 0,3 0,03 0,003 0,0003

Proporce

Davka [ug]

Obr. 29: Proporce D a M ku celkovému poctu testovanych zarodki v zavislosti na davce.

6.1.1.1 Zacdatek pasma embryotoxicity thyroxinu pro zarodky kurete

Z grafu ,,Proporce sumy D a M ku celkovému poctu testovanych zarodkii
v zavislosti na davce* je zjevné, Ze zaCatek pasma embryotoxicity lezi mezi davkami

0,03 pg a7 0,3 g, coZ odpovida koncentracim 10™ aZ 10™.

Nesmime opomenout fakt, Ze se tyto davky stokrat nafedi v amniové tekuting

i v samotném zarodku a vysledkem je koncentrace o 2 fady nizsi:
(10° a7 10 x 102 =10" az 10°®

Zacatek pasma embryotoxicity tedy ve skutec¢nosti lezi mezi koncentracemi 107

v v s

a1 mg/kg (1 mg je 10°° kg).
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6.1.2  Zavislost na stadiu (stage response)

Tab. IX: Poéty a proporce D, M a D+M pro jednotlivé embryonalni dny.

Sectena data Proporce
\/Taens;gh D M | D+M D M D+M
ED2 50 8 7 15 0,16 0,14 0,30
ED3 49 16 8 24 0,33 0,16 0,49
ED4 50 14 7 21 0,28 0,14 0,42
EDS 49 17 4 21 0,35 0,08 0,43
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Obr. 30: Proporce sumy D a M ku celkovému poctu testovanych zarodki v zavislosti
na embryonalnim dni.

V grafu ,,Proporce sumy D a M ku celkovéemu poctu testovanych zarodkii
v zavislosti na embryonalnim dni.“, ve kterém je vykreslena kiivka pro sumu mrtvych

a Zzivych malformovanych v zavislosti na embryonalnim dni, je vidét, ze embryotoxicky

7l



M v

efekt byl vyrovnany napii¢ embryonalnimi dny. Z tohoto mizeme usuzovat, Ze thyroxin
nepusobi specificky na uréity morfogeneticky systém a tedy v urcité fazi vyvoje, ale

vykazuje ucinnost po celé sledované obdobi.
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Obr. 31: Proporce D a M ku celkovému poctu testovanych zarodki v zavislosti
na embryonalnim dni.

Po rozdéleni poctih mrtvych a Zivych malformovanych a vyneseni téchto hodnot do
grafu ,,Proporce D a M ku celkovému poctu testovanych zdrodkii v zavislosti
na embryonalnim dni.”, je vidét, ze stejné jako v piipadé¢ sumy téchto hodnot, i v tomto
piipadé jsou hodnoty napii¢ embryonalnimi dny vyrovnané a to pro ob¢ kiivky.
Z tohoto grafu se jevi, Ze vzadném embryonalnim dni nemél thyroxin pievazujici
potencidl tvorit malformace, resp. usmrcovat, ale ze jeho schopnost vytvofit vadu ¢i

usmrtit byla ve vSech sledovanych dnech vzajemné proporéné vyrovnana.
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6.1.3  Zavislost na davce pro jednotlivé embryonalni dny a na stadiu

pro jednotlivé davky

V dalSich grafech, které jsem vytvoftila, jsou zobrazeny sumy mrtvych a zivych

malformovanych pro jednotlivé embryonalni dny, resp. jednotlivé davky, zvlast'.

V prvnim z nich, tedy v grafu ,,Proporce sumy D a M ku celkovému poctu
testovanych zdrodkit v zavislosti na koncentraci davky pro jednotlivé embryonalni dny.
jsou znazornény kitivky pro kazdy embryondlni den zvIast’ v zavislosti na ddvce. Mlzeme
vidét, Zze vSechny kiivky (s malou odchylkou ED5 v davce 0,003 pg) mély sestupnou

tendenci imérnou davce (dose response) s velmi podobnou dynamikou.
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Obr. 32: Proporce sumy D a M ku celkovému poctu testovanych zarodkua v zavislosti
na koncentraci davky pro jednotlivé embryonalni dny.

V poslednim grafu ,,Proporce sumy D a M ku celkovému poctu testovanych zarodka
v zavislosti na koncentraci davky pro jednotlive embryondlni dny.” jsou rozkresleny kiivky
pro kazdou davku zvlast' v zavislosti na embryonalnim dni. V grafu jasné vidime, ze ¢im
vys$si byla davka, tim vétSi byl embryotoxicky efekt, z toho grafu je také patrné (aZ na
mensSi odchylky), Ze kazda jednotlivd davka méla podobnou Wcinnost napri¢

embryonalnimi dny.

79



1 P P
0,9 0/.
0,8
0r / N\
0,6 \ =03 ug
0,5 / \ ~0—03ug
/ »
/
/

Proporce

90,03 pg
0,4 / /\ —8—0,003 pg
03 —
0,2

=®-0,0003 pg
0,1 -

2 3 4 5
Embryonalni den

Obr. 33: Proporce sumy D a M ku celkovému poétu testovanych zarodku v zavislosti
na embryonalnim dni pro jednotlivé davky.
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6.2 Rozbor malformacniho spektra

Celkovy pocet zarodkt zahrnutych do pokusu je 198, z toho 55 nep¥eZilo a 143
prezilo. Z téchto 143 ptezivsich embryi bylo 117 bez vady a 26 s néjakou malformaci

(mtize se jednat o jedinou vadu, vice vad nezavisle na sob¢ ¢i o syndrom).

WD - mrtvi

N - Zivi bez vady

B M - zivi malformovani

Obr. 34: Grafické znazornéni poctu mrtvych, Zivych bez vady
a malformovanych embryi.
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Obr. 35: Grafické znazornéni poctu jednotlivych vad.
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Tab. X: Vady vypsané po jednotlivych embryonalnich dnech a davkéach.

Dny

Déavky

Vady

ED2

3 g

Defekt mezikomorové prepazky

Defekt mezikomorové piepazky

Defekt mezikomorové piepazky

0,3 ug

Stendza plicnice

Defekt mezikomorové piepazky

Defekt mezikomorové piepazky
Umbilikalni hernie

0,03 ug

Rumplessness

ED3

0,3 ug

Syndrom svéraci kazajky

Defekt mezikomorové piepazky
Eventrace
Kettlerova transpozice

Syndrom svéraci kazajky

Eventrace
Kettlerova transpozice

Syndrom svéraci kazajky

0,03 ug

Defekt mezikomorové piepazky

Defekt mezikomorové piepazky

0,003 pg

Defekt mezikomorové piepazky

ED4

0,3 ug

Eventrace
Kettlerova transpozice
Oboustranny rozstép

Eventrace
Kettlerova transpozice

Defekt mezikomorové piepazky
Eventrace
Hypoplazie horni celisti

Eventrace
Oboustranny rozstép

Syndrom svéraci kazajky

0,03 pg

Eventrace

Defekt mezikomorové piepazky

ED5

0,3 ug

Defekt mezikomorové piepazky

0,03 ug

Defekt mezikomorové piepazky

0,003 pg

Defekt mezikomorové piepazky

Defekt mezikomorové piepazky
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Rozbor jednotlivych vad:

Nejfrekventovanéjsi vadou tohoto experimentu byl srde¢ni defekt mezikomorové

prepazky, objevil se patnactkrat z celkovych 44 vad.

U clovéka je ventrikularni septélni defekt zodpovédny za 25 % vsech srdeénich
vad, je ¢ast&jSi u muzi nez u zen. Nejobvyklej$im defektem je defekt membrandzni, kde
je nelplny uzavér interventrikularni prepazky vysledkem nedostateného vyvoje pars
mambranacea septi ventriculorum nebo také mulze vzniknout poruchou rustu
subendokardové tkané z pravé strany endokardového navalku, ktery nésledkem toho
nesplyne s aortopulmonarnim septem a svalovou ¢asti interventrikularni pfepazky. Malé
defekty se mohou spontanné uzavftit, velké defekty s nadmérnym pulmondlnim plnénim
a plicni hypertenzi se projevi dusnosti a srde¢nim selhanim v raném détstvi. Méné cCasté
jsou muskularni defekty piepazky, ty se mohou vyskytnout kdekoli ve svalové ¢asti
mezikomorové piepazky a vznikaji pravdépodobné nasledkem excesivni kavitace
myokardu béhem histogeneze komorovych stén a svalové ¢asti interventrikularniho septa.
Velmi vzacné muizZe interventrikularni septum uplné chybét a srdce ma tedy pouze tfi

oddily — dv¢ sin¢ a jedinou komoru (Moore et al., 2002).

Obr. 36: Defekt mezikomorové prepazky u kuiete
v 9. embryonalnim dni.
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Eventrace, cili vyhfeznuti bfiSnich a hrudnich organt, je nasledkem tzv.
gastroschisis, defektu stény biisni pobliz stfedni ¢ary. Tento defekt umoziuje vyhieznuti
atrob do amniové dutiny (Moore et al., 2002). V tomto experimentu se eventrace objevila
jedenéctkrat, z toho ¢tytikrat v ramei syndromu svéraci kazajky, coZ je patologické stazeni
amnia, které méa za nasledek extrémni prohnuti embrya, jeZz zptusobi nespojeni té€lni stény
a nasledné vyhteznuti organti pneumogastrického a urogenitalniho systému (Jelinek et al.,
1976a).

U cloveéka je Gastroschisis Castéjsi u muzii nez u Zen a vznikd nasledkem

neuplného uzavieni postrannich télnich zahybt (Moore et al., 2002).

Obr. 37: Eventrace b¥i$nich organi, bo¢ni Obr. 38: Eventrace b¥iSnich organi, pohled
pohled u kufete v 9. embryonalnim dni. zepi‘edu u kufete v 9. embryonalnim dni.

Kettlerova transpozice patti mezi transpozice velkych cév, v tomto ptipadé ale
nedochazi k dplnému vymeénéni plicnice s aortou, obé tyto cévy vedou z pravé komory,
typicky pro tento defekt je navic vyskyt obou piedsini na levé strané. Z osmi piipadu

vyskytu v tomto experimentu, étyfi spadaji pod syndrom svéraci kazajky.

O

U cloveka je transpozice velkych cév nejbéznéjsi cyanotizujici vada novorozenych
déti. Nejcastéji u ¢loveka transpozice spociva v tom, ze aorta je uloZena vpredu a napravo
od plicnice a zafina v piedni ¢asti pravé komory a truncus pulmonalis vychazi z leve
komory. Casto se sdruzuje s jinymi srde¢nimi anomaliemi, diky kterym je umoznén uréity
stupein vymény krve mezi télnim a plicnim ob&hem, ale i Vv takovémto piipade, bez

chirurgického zasahu takto postizené déti umiraji do nékolika mésicti (Moore et al., 2002).

84



Obr. 39: Transpozice velkych cév u kufete
v 9. embryonalnim dni.

V ramci tohoto experimentu se ¢tyfikrat objevila hyperlordéza. Hyperlordéza je
vada zpusobena kontrakci amnia, resp. zvySenim intraamnialniho tlaku (Jelinek et al.,
1976b). Amniova dutina je zmenSena, prostor pro embryo je tedy omezeny, zarodek se
z tohoto diivodu prohne do tvaru luku, nejvyraznéjsi ohyb je pak v thorakolumbalni casti

Jjeho patere (Jelinek et al., 1976a).

Hyperlordéza vznikla stazenim amnia a zvySenim intraamnialniho tlaku byla

popsana také u ¢lovéka (Slipka et al., 1978).

Obr. 40: Tézka hyperlordoza doprovazena Obr. 41: Tézka hyperlordéza (pohled zezadu)
eventraci u kuiete v 9. embryonalnim dni. u kufete v 9. embryonalnim dni.
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Oboustranny rozstép zobaku. V naSem souboru malformaci se dvakrat objevil
oboustranny rozstép, jenZ je zpusoben narusenou schopnosti mezenchymovych mas obou
maxilarnich vybézk k sobé pfilnout a splynout se srostlymi medidlnimi nasalnimi
vybézky. Vzhled i rozsah defektu mize byt na kazdé strané rizny (Moore et al., 2002).
Orofacialnimi rozs§t€py indukovanymi podénim teratogenu kufecim embryim se
dlouhodob& vénuje Oddéleni teratologie UEM AV CR, napiiklad rozitép vyvolany
podanim hydrokortizonu je popsan v praci Peterka et al. (1983).

U cloveka se rozstépy horniho rtu a patra vyskytuji pomérné casto a jsou velice
napadné, protoze deformuji obli¢ej a maji za nasledek vady feCi. Roz$tépy milizeme
rozdélit do dvou hlavnich skupin, zaprvé rozstépy postihujici horni ret a predni cast horni
celisti S nebo bez soucasného postizeni ostatnich tvrdych a mékkych ¢asti patra a zadruhe
izolované rozstépy tvrdého a mékkého patra. Rozstépy postihujici horni ret s nebo bez

rozstépu patra se vyskytuji jednou na 1 000 porodi, rozstépy miizou byt jednostranné nebo

oboustranné, jejich vyskyt kolisa v zavislosti na etnickém ptvodu, v 60-80 % se vyskytuji
u chlapcu (Moore et al., 2002).

Obr. 42: Oboustranny roz§tép zobaku, pohled Obr. 43: Oboustranny rozstép zobaku, pohled

na levou stranu u Kuiete v 9. embryonalnim dni. na pravou stranu u kuiete v 9. embryonalnim
dni.

V souboru malformaci se jednou objevila sten6za plicnice neboli atresia

pulmonalis.
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U clovéka se tato anomalie vyskytuje také. Muze se objevit v piipadé, ze
rozdéleni trucus arteriosus je natolik nesoumérné, Ze plicnice nema zadné lumen nebo
v trovni pulmonalnich chlopni neni zadny otvor (Atresia pulmonalis mize a nemusi byt
doprovazena ventrikularnim septalnim defektem, jejich kombinace je extrémni formou tzv.
Fallotovy tetralogie.) Cely pravokomorovy vytok prochazi aortou, pratok krve plicemi pak
zavisi pouze na otevieném ductus arteriosus a na kolateralnich cévach bronchu. Jsou-li
pulmonélni arterie siln€ hypoplastické, je jejinou moznou terapii kardiopulmondlni

transplantace (Moore et al., 2002).

Umbilikalni hernie, vtomto experimentu zastoupena jednim ptipadem, neboli
pupecni kyla je zplUsobena vyhfeznutim utrob dutiny bfiSni neuplné¢ uzavienym
pupecnikem. V pifipadé této vady je vyhfezld masa kryta kiizi a podkoznim vazivem
(Moore et al., 2002).

U clovéka vznikd pupecni kyla v desatém tydnu vyvoje, obvykle vyhtezne

omentum majus a ¢ast tenkého stieva (Moore et al., 2002).

Obr. 44: Umbilikalni hernie, bo¢ni pohled Obr. 45: Umbilikalni hernie, pohled zezadu
u kufete v 9. embryonalnim dni. u kufete v 9. embryonalnim dni.

Rumplessness (jeden ptipad vyskutu) je termin uzivany u kufecich embryi pro

kaudalni regresi. Vada vznika nedostate¢nym rozvojem mesodermu pii kaudalnim konci
embrya (Sadler, 2011).
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U c¢lovéka hovorime o kaudalni dysgenezi ¢i regresi. Mesoderm této oblasti se
podili na vyvoji dolnich koncetin, urogenitalniho systému a lumbosakralnich obratlii, proto
se vyvojové odchylky tykaji vSech struktur v této oblasti, miZze se jednat o nedostate¢ny
vyvoj a rust dolnich koncetin, abnormalni vyvoj obratli, agenese ledvin ¢i atresie

a anomalie pohlavnich organti (Sadler, 2011).

Obr. 46: Chybéjici kaudalni ¢ast u kufete
v 9. embryonalnim dni.

Hypoplazie horni Celisti je nedokonale vyvinuta, mensi horni Celist. Jedinym

piipadem je zastoupena take v tomto testovani.

U clovéka byva soucasti syndroml (napt. Crouzonliv syndrom) a casto je

pfitomna spole¢n¢ s roz§tépovymi vadami.

Syndrom svéraci kazajky. Jelinek et al. (1976a, 1976b) ve svych dvou studiich
vysvétluji, Zze intraamnidlni tlak vyvolany patologickou kontrakci amnia, pisobi na embryo
jako ,.svéraci kazajka®. Popsali soubor malformaci zplsobeny stazenim amnia kolem
zarodku vlivem intraamnialni aplikace teratogenu 3.-6. embryonalni den. Plné rozvinuty
syndrom se sklada z exencefalie, redukcnich deformit v oblicejové oblasti, extrémni
lorddzy v thorakolumbdlni oblasti patere, vyhieznuti hrudnich a brisnich Utrob a riznych
srdecnich defekni (Jelinek et al., 1976a). Samotny kufeci zarodek dosahuje normalni

velikosti, ale amnio je zmenSené, proto ma embryo malo prostoru, prohyba se do
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hyperlordozy, nasledkem ¢ehoz dochazi k eventraci bfisSnich organi a dalsim zminénym
deformacim (Jelinek et al., 1976b). V ramci tohoto experimentu se syndrom svéraci
kazajky objevil ¢tyfikrat a to po aplikaci thyroxinu 3. a 4. embryonalni den. Manifestoval
se (krom¢ kontrahovaného amnia) hyperlod6ézou, eventraci a Kettlerovou transpozici

velkych cév.

Také u clovéka mohou byt malformace vytvofeny tlakem, a to stdhnutim
amniovych pruhii. Vady takto zplisobené vytvateji Siroké spektrum, od zaskrceni prsti az
Kk tézkym koznim, kraniofacialnim a visceralnim defektim (Moore et al., 2002). Slipka
et al. (1978) dokonce popisuji stejné deformace, jaké vytvaii syndrom svéraci kazajky
u kurete, také u Cloveéka. Kontrakce amnia (a zvySeni intraamnialniho tlaku) utlacujici
embryo, ma za nasledek vytvofeni hyperlordozy, exencefalie, orofacialnich a srdecnich

defektit a vyhieznuti organii trhlinami v bfis$ni a hrudni sténé (Slipka et al., 1978).
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6.3 Teoreticky prepocet za¢atku pasma embryotoxicity na ¢lovéka

Cvwr

(Img je 10° kg). Tento zalatek pasma embryotoxicity je platny S nejvetsi

pravdépodobnosti také pro embrya lidska.

Druhou moZnosti, jak pfepocitat zacatek pasma embryotoxicity z kufeciho embrya

v v/

kuteci embrya, dosadit do matematického vzorce:
log D =log Dy + K

Dn je davka v mg/kg savce
Dch je aplikovana davka v mg/kureci embryo

K je konstanta rovna 4

Tento matematicky vzorec pracuje s ptepoéty fadi. Byl vytvofen na zakladé

opakovanych experimentl a pozorovani (Peterka et al., 1992)

v v

u kufete lezi mezi davkami 0,03 pg (0,00003 mg) az 0,3 ug (0,0003 mg), po dosazeni do

vzorce ziskame hodnoty od 0,3 mg/kg ¢loveka do 3 mg/kg ¢loveka.

v v

S nejvetsi pravdépodobnosti lezi mezi davkami od 0,3 mg/kg do 3 mg/kg. Pii ur€ovani
zacatku pasma embryotoxicity ale nezaleZi ptesné hodnoté, urCuje se pouze fadove,

Vv tomto piipadé tedy vychazi od 0,1 mg/kg do 1 mg/kg.

Ob¢ metody tedy shodné ukazaly, Ze zaatek pasma embryotoxicity thyroxinu

leZi mezi 0,1 mg/kg a 1 mg/kg ¢lovéka.
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7 Diskuze

7.1 Testovani embryotoxicity thyroxinu

Testovani embyotoxicity thyroxinu bylo provedeno metodou CHEST, nebot’ diky
této metod¢ neni tfeba pouzivat zddna umélad zivnd média (zarodek se vyviji ve svém
pfirozeném prostiedi - in ovo) a hlavné, pii této metodé neni modifikovana
farmakokinetika testované latky matefskym organismem, je tedy mozné testovat pouze

zkoumanou latku a ne matetské metabolity (Peterka, 2005, Peterka et al., 2010).

Testovani probihalo na druhém az patém embryonalnim dni, coz pokryva vétSinu
kritickych organovych period. Vzhledem ktomu, Ze se jednalo o tzv. screeningovy
(odhadovaci) test, byly testovany davky Sirokého rozpéti. Aplikované davky thyroxinu
byly 0,0003 pg, 0,003 pg, 0,03 pg, 0,3 pug a 3 pg, tuto Skalu jsme vybrali proto, Ze davka
davkou, ktera jesté nebyla zcela embryoletani. Na zaklad¢ takovéhoto odhadovaciho testu,
lze pro dal§i experimenty jiz pfipravit davky v uz$im rozpéti a tim ziskat ptesnéjsi

vysledky.

Aplikovani thyroxinu bylo provadéno sklenénou mikropipetou a to do
subgerminalni dutiny (druhy embryonalni den) nebo amniového vacku (od tietiho
embryonélniho dne). V amniovém vacku a samotném zarodku je davka stokrat nafedéna,
proto pii urCovani zacatku pasma embryotoxicity nesmine zapomenout vyslednou davku
posunout o dva tady. Musime si ale uvédomit, ze amnio v priabé¢hu vyvoje roste,
mirné odlisné, navic druhy embryonalni den je$té amnio neni vytvotfeno, proto musi byt
latka aplikovana subgerminalné. Nicméné pro potieby takovéhoto screeningového testu

staci pocitat s tim, ze primérn¢ je aplikovana latka nafedéna stonasobné.

je stanoveni zacatku pasma embryotoxicity. Zacatek pasma embryotoxicity odpovida
prvni nejmensi zkoumané davce, kterd jiz vyznamné zvysi projevy embryotoxicity ve
srovnani s kontrolou. Tato hodnota je velmi dileZita pro uréeni pdsma bezpeénosti dané

latky. Pasmo bezpecnosti pro zevni faktor je rozdil mezi davkou expoziéni a zacatkem
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pasma embryotoxicity. V ptipad¢ 1éka se pouziva jako expozi¢ni davka maximalni denni
terapeuticka davka (Peterka et al., 2010). V této praci, ve které byla testovana
embryotoxicita thyroxinu, tedy hormonu, jez se vyskytuje pfirozené¢ v organismu
a substituéni terapii je pouze upravovana jeho hladina, povazujeme za davku expozi¢ni
horni mez normalni hladiny thyroxinu v krvi. Dostateéné Siroké pasmo bezpecnosti
musi byt alesponn jeden davkovy fad (zacatek pasma embryotoxicity musi byt davka

desetkrat vyssi nez davka expoziéni) (Peterka et al., 2010).

Ze zminénych faktl vychazela pocate¢ni hypotéza této prace - znacnd cast nasi
populace (2-3 %) trpi hypothyredzou a léci se thyroxinem. Z Eehoz vyvstala otazka, zda ma

thyroxin dostatecné Siroké pasmo bezpecnosti.

embryotoxicky efekt, byly davky 0,03 pg az 0,3 ug. Teoretickym piepoétem pro savéi
(atedy i lidskd) embrya ziskavame zacatek pasma embryotoxicity thyroxinu pro ¢lovéka,
ktery lezi mezi davkami od 0,1 mg/kg do 1 mg/kg, coz odpovida koncentracim 107
az 10°°. Normalni hodnoty thyroxinu v krevni plazmé u dospé&lého &lovéka jsou v rozmezi
od 55 pg/l do 110 g/l (Safaréik, 1998). Tyto hodnoty odpovidaji koncentracim 10 az
10, Z tohoto vyplyva, 7e normdini hladina thyroxinu se ve své horni hranici jiz miiZe

dotykat pasma embryotoxicity.

Testovani embryotoxicity latek 1ze provadét experimentalné na laboratornich
zvitatech, u lidské populace se embryotoxicita bézné¢ provadi retrospektivnim
anamnestickym Setfenim, méné Casto pak vznikaji prospektivni studie (Peterka et al.,
2010). Také vliv thyroxinu na vyvin embrya byl testovan jak na laboratornich zvitatech,

tak existuji také studie pro lidskou populaci.
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7.2 Testovani embryotoxicity thyroxinu na laboratornich zviratech

Letalita:

NejcastéjSim projevem embryotoxicity thyroxinu v tomto experimentu byla letalita,
se stoupajici ddvkou mirné stoupal i pocet mrtvych embryi az do davky 0,03 pg, od davky
0,3 ug aplikovaného thyroxinu nastal prudky vzestup po¢tu mrtvych, embryoletalni u¢inek

byl velmi podobny ve v3ech testovanych vyvojovych stadiich.

Chaudhry et al. (1966) ve své studii zkoumali mimo jiné vliv thyroxinu na resorpci
embryi. Snazili se také urcit, zda ma thyroxin synergicky ¢i antagonisticky uéinek
v kombinaci s kortikoidy na embryonalni resorpci. Vyzkum provedli na mysich embryich
linie A/Jax. Mysi byly rozdéleny do péti skupin, z nichz kazda prosla jinou 1é¢bou. Prvni
skupina dostala 0,1 mg thyroxinu, druha skupina dostala také 0,1 mg thyroxinu a k nému
navic 10 mg kortizonu, tieti skupina dostala pouze kortizon, ¢tvrta a pata skupina byly
kontroly, kdy ¢tvrta dostala thyroxinovy nosi¢ a pata skupina vibec nic. Vysledky fetalni
resorpce nevykazovaly statisticky vyznamny rozdil mezi thyroxinem lé¢enou skupinou
(14,2 %) a kontrolami (20,5 % a 17,5 %). Ale ve skupiné s kortizonem a kombinaci
kortizonu s thyroxinem byla tato incidence vyrazné vyssi (33,1 %, resp. 51,6 %)
(Chaudhry et al., 1966).

Podle této studie tedy samostatné podany thyroxin v davce 0,1 mg nema vliv na
zvySeni poctu mrtvych embryi. Davka 0,1 mg thyroxinu pro sav¢i embrya odpovida davce
0,01 pg aplikovaného thyroxinu pro kufeci embrya, tedy dévce pfiblizné¢ stejné, ktera
v nasem experimentu také jesté nevykazovala vyrazny embryoletalni potencial. Vzhledem
k tomu, Ze se farmakokinetické parametry u dospélych jedinci a citlivost zarodki zna¢né
liSi, je zbyte¢né urCovat naprosto piesné stanoveni zac¢atku pasma embryotoxicity, ale je

tieba urcit jeho rozmezi v decimalnich fadech. (Peterka et al., 2010).

Také Juriloff et al. (1985) provedli studii na mysich embryich, pouZili linii
A/WySn. Zkoumali pritomnost rozstépovych vad, embryoletalitu a jejich vztah, tedy zda
jsou embrya s rozstépovou vadou nachylnéjsi k embryoletalité, to vSe po podani thyroxinu
a bez né&j. Thyroxin byl podavan biezim samicim. V time-response studii dostala kazda

biezi samice 0,9 mg thyroxinu v 0,3 ml vody a to v jednom ze dnt od 7.-12. dne vyvoje.
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14. den byla embrya kontrolovana. Jak embryim po podani thyroxinu, tak kontrolam (tedy
embryim bez thyroxinu) byla zkontrolovana pritomnost rozstépu rtu a srdecni akce.
V ptipadé mrtvych embryi byl den smrti odhadnut podle stddia vyvoje koncetiny.
Z vysledkti jejich studie plyne, ze embryondlni mortalita byla jasné vyvolina
thyroxinovou lé¢bou. Z pohledu zavislosti na ¢ase se ukazalo, Ze vysSi letalita embryi
s roz§tépem byla v celém sledovaném obdobi, coZ ukazuje, Ze pro tento jev neexistuje
Zadna presné vymezend kritickd perioda. Mezi embryi s roz§tépem rtu byla mortalita 3 %
u kontrol a 46 % u embryi s thyroxinem podanym 11. den. Umrtnost embryi bez rozitépu
byla po thyroxinu také zvySena, ale jen mirn¢ (3 % u kontrol, 15 % s thyroxinem). Ve
véech testovanych dnech byla embrya s rozstépem rtu ndchyinéjsi k letalnimu ucinku
thyroxinu nez embrya bez rozstépu. Co se tyce zavislosti na davce (v dose-response studii
byly pouzity davky 0,4 mg, 0,7 mg, 0,9 mg, 1,4 mg a 1,8 mg thyroxinu v 0,3 ml destilované
vody a to 10. den vyvoje, embrya byla opét kontrolovana 14. den), ukézalo se, Ze je rozdil
u embryi s rozst€épem a bez néj jen kvantitativni ne kvalitativni - embrya byla usmrcena
stejnym mechanismem, ale jinak velkou davkou. Narust po¢tu imrti se zvySujici se davkou
stoupal jak u embryi s roz§tépem, tak bez néj, ale u embryi s rozst€pem byl pocet mrtvych
vys3i na kazdé davce s vyjimkou kontroly, tedy bez podaného thyroxinu. Thyroxin nijak
podstatné nezvySil frekvenci rozstépu, proto se zda, Ze zvySena frekvence thyroxinem
indukované smrti u embryi s rozstépem je zpisobena jinym mechanismem neZ samotné
zvyseni frekvence rozStépu. Thyroxin tedy nezplsobuje zvyseni vyskytu rozstépu rtu, ale
po 1é¢bé thyroxinem je posunuty prah pro dosazeni letality (jak pro s embrya s rozstépem,
tak bez n¢j). PfiCina umrti po podani thyroxinu tedy zlistava nevysvétlena. Embrya, ktera

podani thyroxinu ptezila, nebyla opozdéna ve vyvoji ani velikosti (Juriloff et al., 1985).

Vzhledem k tomu, Ze jsme v naSem experimentu kontrolovali vyvojové vady pouze
zivych embryi, je nemozné potvrdit ¢i vyvratit, zda byla nase embrya s rozs§tépem
nachylnéjsi k thyroxinem indukované smrti, stejné jako mysi embrya ve studii Juriloff
etal. (1985). Dle zminéné studie byla embryoletalita zarodki bez rozstépové vady po
podani 0,9 mg thyroxinu mirné zvysena (ze 3 % u kontrol, na 15 % s thyroxinem). 0,9 mg
(900 pg) pro savci zarodky odpovida 0,09 pg aplikovaného mnozstvi thyroxinu pro kufeci
embrya. Opét se tedy jedna o davku srovnatelnou s davkou 0,03 pg, v tomto piipadé
mozna az s davkou 0,3 pg, které i v naSem experimentu mély embryoletalni potencial,

i kdyZ letalita dominovala az na vysSi davce.
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Teratogenita:

Malformace se v naSem ptipadé objevovaly od davky 0,003 pg aplikovaného
thyroxinu, jejich Cetnost stoupala do davky 0,03 pg a pak zase klesala. Stoupajici davka
teratogenu vede ke zméné poctu mrtvych a zijicich malformovanych zarodkt. Zpocatku
dochazi k vzestupu poctu mrtvych i zivych malformovanych, pfi dal§im zvySeni davky se
uz zvysuje pouze efekt letalni, zatimco teratogenni efekt klesd. Po podani nejvyssich davek
pak teratogenni efekt upIné vymizi, protoZe vSechny zarodky hynou v duasledku tézkych

vyvojovych vad neslucitelnych se Zivotem nebo dfive, nez malformace staci vibec

vzniknout (Peterka et al., 2010, Jelinek et al., [200-7]).

Stejné jako v piipadé mrtvych embryi, i pocet zivych malformovanych, byl béhem
jednotlivych embryonalnich dnd vyrovnany. Z vyvojovych vad se Vv experimentu
nékolikrat objevil defekt mezikomorové prepazky, dale pak eventrace brisnich a hrudnich
organii, Kettlerova transpozice velkych cév a hyperlordoza, posledni tfi jmenované vady se
nékolikrat objevily spole¢né v rdmci syndromu sveraci kazajky. Dalsi vady, konkrétné
oboustranny rozstép zobdku, stendza plicnice, umbilikalni hernie, rumplessness
a hypoplazie horni Celisti, se v naSem experimentu objevily pouze jednou, resp. rozstép
zobéku dvakrat. V téchto ojedinélych ptipadech vyskytu malformace, si nemizeme byt
jisti, zda vadu zplsobil nami aplikovany thyroxin nebo byla spontanni. Dale je dilezité si
uvédomit, ze malformace byly kontrolovany na zarodcich, které devaty embryonalni den

Zily.

O studii Chaudhry et al. (1966) jsem jiZ psala vySe v souvislosti s fetalni resorpci,
v této studii ale zkoumali i vliv thyroxinu na fetalni hmotnost a vznik rozstépovych vad
(spontanni rozstép rtu spojeny s rozstépem patra — CL/CP a indukovany izolovany rozstép
patra - CP). Vyzkum dé¢lali jak pro ¢isty thyroxin (0,1 mg), tak také pro kortizon (10 mg)
a kombinaci thyroxinu a kortizonu (Chaudhry et al., 1966). Experiment provedli na mysich
embryich linie AlJax, u které je geneticky dana zvySena incidence spontanniho rozstépu
rtu — 14 %, Casto spjata s rozstépem patra (Goldstein et al., 1965). Co se tyce spontanniho
CL/CP, tak nejvyssi vyskyt tohoto rozstépu (11,76 %) byl pozorovan u kontrol, tedy
u mysi které dostaly thyroxinovy nosi¢ nebo viibec nic. Nejnizsi vyskyt (a tedy nejveétsi
ovlivnéni) rozstépu (3,34 %) byl ve skuping, které byla podana kombinace kortikoidu

a thyroxinu. U skupiny, ktera dostala pouze thyroxin, se neobjevil Zadny statisticky
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vyznamny rozdil v ovlivnéni incidence spontanniho CL/CP (9,17 %) ve srovnani
s kontrolnimi skupinami ¢tyfi a pét (8,73 % a 11,76 %). V ptipadé indukovaného CP
ptisli na to, ze samostatné podavany thyroxin nezpiisoboval rozstépy (0 %), kortizon
aplikovany samostatné mél za nasledek 89,2% incidenci CP a jejich kombinace dokonce

96,7% incidenci rozstépu patra (Chaudhry et al., 1966).

Velmi podobny vyzkum, avsak srozdilnymi vysledky, provedli Woolam et al.
(1960) u mysi linie Strong A (mysi s vyssi incidenci roz§tépovych vad). Biezi samice
rozdélili do dvou skupin, prvni, kontrolni skupina byla bez podani jakékoli latky a druha
skupina dostala injek¢éné 0,1 mg thyroxinu 11. a 12. den biezosti, 18. den byly samice
usmrceny a jejich mlad’ata prohlédnuta kviili ptitomnosti rozStépovych vad. Vysledkem
bylo statisticky vyznamné sniZeni po¢tu roz$tépi u skupiny, které byl podavan
thyroxin (4,4 %) oproti kontrolni skupiné (12,1 %). Tyto vysledky podle nich odivodnuji
zaveér, ze podavani thyroxinu ma za nasledek snizeni vyskytu rozstépovych vad u této mysi

linie (Woolam et al., 1960).

Také Juriloff et al. (1985) provedli studii na mysi linii, kterA ma geneticky dany
zvySeny vyskyt rozstépu rtu - A/WySn (20-30% incidence). Jak piSu vySe, zkoumali
pritomnost rozstépovych vad, embryoletalitu a vztah rozstépové vady a embryoletality.

Dosli k zavéru, ze thyroxin nezpiisobuje zvyseni frekvence rozstépovych vad.

Autofi vSech tii zminénych studii uzili podobné davky - 0,1 mg nebo 0,9 mg
thyroxinu a nezaznamenali zvySenou frekvenci malformaci. Po piepoctu na aplikované
mnozstvi thyroxinu pro kufeci embrya, se dostavame k davkam 0,01 pg, resp. 0,09 pg, jez
mizeme piirovnat k nami aplikovanym davkam 0,03 pg, resp. 0,3 pg. V obou téchto
davkach se v naSem experimentu objevovaly malformace, na davce 0,3 pg dokonce

majoritné.

Ze studii Chaudhry et al., (1966) a Juriloff et al. (1985) vyplyva, Ze samostatné
podavany thyroxin nezvySuje frekvenci rozs$tépi. V nasem experimentu se rozstép,
konkrétné oboustranny rozsté€p zobaku, vyskytl pouze dvakrat, nemizeme proto s jistotou

tvrdit, ze byl indukovany aplikaci thyroxinu, mohl vzniknout spontanné.

Protoze jsme nepouzili linii, které by méla geneticky zvysené riziko rozstépu, neni

mozné diskutovat otazku, zda nema podavani thyroxinu vliv na snizeni vyskytu

96



rozstépovych vad, jak tvrdi prace Woolam et al. (1960), ale dle Chaudhry et al. (1966)

nema podavani thyroxinu na takové snizeni vliv.

Rustova retardace:

Degitz et al. (2005) provedli experiment, zda ma thyroxin vliv na urychleni vyvoje
s larvami drapatky vodni (Xenopus laevis). Na téchto obojzivelnicich zkouseli rizné latky
a sledovali jejich vliv na metamorfozu. Testovani provadéli ve dvou stadiich vyvoje larev
(od stadia 51, kdy ucinnou latku dostavali larvy po 21 dni a od stadia 54, kdy a¢innou latku
dostavali larvy po 14 dni). Pulci byli umisténi do tankd s vodou s riznymi latkami. Nas ale
zajimaji pouze tanky s thyroxinem, ktery pouZzili v koncentracich 0,25 pg/l, 0,5 pg/l,
1 pg/l, 2 pg/l a4 pg/l, kontroly byly umistény do ¢isté vody. Larvy ve vSech testovanych
koncentracich thyroxinu byly oproti kontroldm na vysSich stupnich vyvoje. V pokusu,
kdy ucinnou latku dostavaly larvy od 51. stadia, byly kontroly na konci experimentu ve
stadiich 57-62. Jedinci, ktefi dostavali thyroxin, byli vyvinutéjsi, vyrazné pak ti, ktefi
dostavali vysoké davky (se 2 ug/l byli ve stadiich 59-63, se 4 ug/l dokonce 63-65).
Analogické vysledky vySly i u jedinct testovanych od stadia 54, i kdyZ vzhledem k dob¢
expozice ucinnou latkou, ne tak vyrazné (v tomto piipad¢ byly kontroly ve stadiich 56-60,
se vzrustajici davkou thyroxinu byly vyvinutéjsi, jedinci se 2 pg/l byli ve stadiich 58-60,
jedinci se 4 pg/l ve stadiich 60-62) (Degitz et al., 2005).

Autofti této studie pouzili velmi nizké davky (nejvyssi pouzita davka odpovida
koncentraci 10°, v nasem experimentu jsme pouZili koncentrace od 10 do 10°®), nicméné
z této studie plyne, Ze thyroxin snejvétsi pravdépodobnosti nezpisobuje rustovou
retardaci, ba pravé naopak. V naSem experimentu také nebyly zaznamenany projevy
rastové retardace. Ani dle prace Chaudhry et al. (1966), kterou podrobné rozvadim vyse,
samostatny thyroxin nevykazoval, co se ty¢e sniZzeni hmotnosti plodu, rozdilné hodnoty ve
srovnani s kontrolami (rustova retardace se projevila pti podani kombinace kortizonu

a thyroxinu).
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7.3 Epidemiologické studie embryotoxicity thyroxinu pro ¢lovéka

Na téma, zda je thyroxin embryotoxicky pro c¢lovéka, byly sice sepsany
retrospektivni epidemiologické prace, ale stejné jako autofi experimentalni studii, dochazi

i tito autofi k mirn¢ rozdilnym zavéram.

Wikner et al. (2008) provedli vyzkum, jehoZ cilem byl popis zdravotniho stavu
novorozencul, resp. pritomnost vrozenych vad u déti narozenych Zendm se substitucni
1é¢bou hormony §titné zlazy v prabéhu téhotenstvi. Jak bylo uvedeno vyse (viz 2.3.4.2),
prostudovali tidaje déti narozenych Zenam léCenych thyroxinem ve $védském zdravotnim
registru, v tomto registru bylo 10 055 déti, referencni vzorek se skladal ze vsech déti, které
se v daném obdobi ve Svédsku narodily - 861 989. Onemocnéni §titné Zlazy byla zjisténa
u osmi novorozencu (sedm bylo s thyreotoxikdzou a jeden nespecifikovany). Dale se
u nich objevilo malé, ale statisticky vyznamné, riziko vrozenych malformaci. Zenam, které
zaCaly s 1éEbou levothyroxinem az béhem t&hotenstvi, se narodilo celkem 4 913 déti,
znichz u 241 (4,9 %) byla diagnostikovana néjakd vyvojova vada, nejcastéji srdeCni
defekty a malformace ledvin. Zavéry této prace jsou takové, ze zeny se substitucni 1écbou
thyroidnimi hormony, mély jak zvySené riziko nékterych komplikaci v téhotenstvi, tak
také, Ze déti téchto Zen byly mirné negativné ovlivnény. Tato studie nicméné poukazuje
na fakt, Ze onemocnéni $titné Zzlazy byva Casto spjato s dalSimi zdravotnimi komplikacemi,
coz muze vysledky této studie (a samoziejmé i jinych) ovlivnit. Pacientky s poruchami
Stitné Zlazy Castéji trpi diabetem a ve vyS$s$i mife uzivaji i 1éky na kardiovaskularni choroby,

kortikosteroidy, psychofarmaka a anti-astmatické ptipravky (Wikner et al., 2008).

Stejné jako ve studii Wikner et al. (2008) i v naSem experimentu byly nejcastéj$imi

vadami srde¢ni defekty, malformace ledvin v naSem ptipad¢ nebyly hodnoceny.

Také Wolfberg et al. (2005) se snazili zjistit, zda Zeny s 1é¢enou hypothyreozou trpi
castéji porodnickymi komplikacemi (viz 2.3.4.2) nebo zda jejich déti maji Castéji vrozené
anomalie, nez déti zdravych Zen. Ti ale na rozdil od Wikner et al. (2008) tvrdi, Ze u zen
s 1éCenou hypothyredzou, ve srovnani s kontrolni skupinou, nebyla zvy3ena frekvence
porodu ditéte s nizkou porodni hmotnosti, umrti plodu, nebo vrozené anomalie
(Wolfberg et al., 2005).
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Blazer at al. (2003) zkoumali funkci osy hypofyza-§titna zlaza v Casném
novorozeneckém obdobi déti hypothyredznich matek, které podstupovaly substituéni 1écbu
levothyroxinem. Mezi 27 386 donoSenymi novorozenci (sledované obdobi bylo 6 let), se
259 déti narodilo 250 matkam s 1é¢enou hypothyredzou, 246 z téchto novorozenct tvotilo
skupinu, na které probihala studie. Kontrolni skupinou bylo 139 novorozenct narozenych
zdravym matkam. Studie probihala prospektivnim zptisobem, kdy byly novorozencim
v jejich prvnich 25-120 hodinach Zivota odebirany vzorky krve. Ve srovnani s kontrolami,
byly hodnoty TSH i FT4 v krevni plazmé studované skupiny vyssi a to zejména u déti
starych 49 hodin a vice (44,7 % novorozenct ve sledované skupiné mélo hladinu FT4 vy3si
nez 95. percentil skupiny kontrolni). Porodni vaha a obvod hlavy byly ve studované
skupiné niz$i nez u skupiny kontrolni. SniZeni intrauterinniho vzristu inadmérné
zvySené sérové hodnoty FT,, které se nachazely ve zna¢né Easti studované skupiny
novorozencl, mize podle Blazera odrazet nedostate¢nou Uroven substitucni terapie béhem

téhotenstvi jejich hypothyredznich matek (Blazer at al., 2003).

V naSem experimentu ani v praci Chaudhry etal. (1966), kterou uvadim vysSe,
nebyla detekovana ristova retardace. Blazer at al. (2003) uvadé&ji, ze nékteti novorozenci

matek 1é¢enych thyroxinem trpéli intrauterinni ristovou retardaci, tento fakt ale naopak

vvvvvv

Je dualezité si uvédomit, ze pokud by vysoka hladina thyroxinu indukovala
u lidskych embryi vznik tézkych vyvojovych vad, mohlo by dochdzet ke spontannim
abortim takovychto zarodki ve velmi Casné fazi t¢hotenstvi, tyto potraty bychom tedy

nejspise nebyli ani schopni zachytit.
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7.4 Léc¢ba poruch Stitné Zlazy

SniZzené funkce stitné zlazy t€hotnych Zen, vede u jejich ploda K ireverzibilnimu
posSkozeni centralni nervové soustavy, takto postizené déti jsou cCasto hluché, maji
zpomaleny rast kosti a snizenou inteligenci (Silbernagl et al., 2001). Vzhledem k témto
zavaznym dusledkam, jaké ma nedostatek thyroxinu u matek, je doporuc¢eno podstoupit
jesté pred koncepci nebo v ¢asné fazi téhotenstvi screening (Limanova et al., 2008). Ke
v¢asnému rozpoznani vrozené hypothyre6zy u ditéte pak slouzi novorozenecky screening
(Skéchova, 2011). Hypothyredzni Zeny, které otéhotni, nesou vy3$i riziko pro porodnické
komplikace, substituce hormony S&titné Zlazy cetnost téchto problému snizuji (Glinoer,
1997). Pokud tedy Zena bere thyroxin, neméla by ho v téhotenstvi vysadit (Jodthyrox,
2008, Thyreotom forte, 2008, Eltroxin, 2012).

I zvySend hladina thyroidnich hormont nepfiznivé ovliviiuje té¢hotenstvi ¢i porod
(Jodthyrox, 2008, Thyreotom forte, 2008, Eltroxin, 2012). Neléena zvysena funkce $titné
Zlazy v téhotenstvi (asi 0,2 % téhotenstvi) mize zpusobit potraty, preeklampsii, predéasné
porody & nizkou porodni hmotnost. Zendm lé¢enym na zvysenou funkci $titné Zlazy

thyreostatiky, je doporuc¢ovano, aby otéhotnély az po ukonéeni 1é¢by (Kremlova, 2010).

Z uvedenych fakt plyne, ze jak nizké, tak také vysoké hladiny thyroxinu v Krvi
Zeny, maji negativni vliv na prubéh te€hotenstvi a zdravi ditéte. Je tedy nutné udrZovat
hladiny hormonu $titné zlazy v norm¢. Dle naseho experimentu se horni mez normalni
hladiny thyroxinu v krvi jiz mtiize dotykat pasma embryotoxicity. Pfedavkovanim zvysena

hladina thyroxinu by tedy jiz mohla vykazovat embryotoxicky potencidl.

Nesmime opomenout dvé dilezité véci, které zmifuji vySe. Zaprve, v nasem
experimentu byl diky metodé CHEST otestovan pouze thyroxin, ale u ¢lovéka na zarodek
pusobi navic také metabolity matefského organismu (Peterka et al., 2010). A zadruhé, lidé
s poruchami §titné zlazy castéji trpi diabetem, kardiovaskularnimi chorobami, astmatem,
uzivaji Castéji kortikosteroidy, psychofarmaka apod. (Wikner et al., 2008). U takovych
téhotnych Zen, mize jak jejich zdravotni stav, tak medikamenty, které uzivaji, ovlivnit

spravny vyvoj jejich déti.
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Vzhledem k zavaznosti nedostatku thyroxinu pro vyvijejici se embryo je nezbytné,
aby hypothyreozni t€hotné Zeny podstupovaly substitu¢ni 1écbu, avsak stejné tak je
dilezité, aby byly kontrolovany, zda jsou jejich hladiny thyroidnich hormonii vV normé.
Z mého pohledu je substitu¢ni 1é¢ba thyroxinem u hypotyredznich téhotnych Zen nezbytna

a bezpecna.
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8 Zavéry

1. Embryotoxicita hormonu thyroxinu byla otestovana na zarodcich kutete (ED2,

ED3, ED4 a ED5) v davkach od 0,0003 pug po 3 ug.

Zavislost na davce. Se stoupajici davkou thyroxinu stoupal pocet mrtvych
zarodkl 1 suma mrtvych a zivych malformovanych zarodkt. Pocet zivych malformovanych
zarodkt stoupal se stoupajici davkou aZz do davky 0,3 ug, s vySSimi davkami, pak jiz

klesal.

Zavislost na stadiu. Poéty zarodkt mrtvych, zivych malformovanych i suma

mrtvych a Zivych malformovanych byly napfi¢ embryonalnimi dny vyrovnané.

Zavislost na davce pro jednotlivé embryonalni dny a na stadiu pro jednotlivé
davky. Suma mrtvych a Zivych malformovanych zarodku v jednotlivych embryonalnich
dnech vzrustala se vzrustajici davkou thyroxinu a s vzajemné velmi podobnou dynamikou.
Suma mrtvych a zivych malformovanych zarodku v jednotlivych davkach byla tim vyssi,
¢im vyssi byla davka thyroxinu, kazda jednotlivda davka méla navic podobnou u¢innost

napii¢ embryonalnimi dny.

2. Nejnizsi aplikovand davka thyroxinu, kterd uz byla pro zéarodek kuiete
embryotoxicka, se nachazela mezi 0,03 ug az 0,3 ug. Po nafedéni davky thyroxinu
v amniové tekutiné i v samotném zarodku, vychazi zacdtek pdasma embryotoxicity

thyroxinu pro zarodek kufete mezi davky 0,1 mg/kg a 1 mg/kg.

3. Z celkového poctu zarodkit zahrnutych do pokusu (198), bylo 143 Zzivych,

Z nichz 26 zarodkt mélo alespon jednu malformaci (Celkovy pocet malformaci byl 44).

Nejfrekventovanéjs$i vadou tohoto experimentu byl defekt mezikomorove
prepdzky, ktery se objevil celkem 15 krat. Pomérné Casta byla eventrace brisnich organii
(11 ptipadi) a Kettlerova transpozice velkych cév (8 ptipadi). Z téchto dvou vad se ve
Ctyfech pripadech jedna, spolu se vSemi ¢tyfmi piipady hyperlorddzy, o syndrom svéraci

kazajky. DalSi vady, které se vtomto pokusu objevily, byly oboustranny rozstép zobdku
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(ve dvou piipadech) a po jednom piipadu vyskyt stendzy plicnice, umbilikalni hernie,

rumplessness neboli kaudalni regrese a hypoplazie horni Celisti.

4. Po dosazeni nejniZsi aplikované davky thyroxinu, ktera uz byla embryotoxicka
pro zarodek kufete, do matematické rovnice, vychazi, ze se zacatek pasma embryotoxicity
thyroxinu pro ¢lovéka nachazi mezi 0,3 mg/kg a 3 mg/kg. Zacatek pasma embryotoxicity

je v8ak ur€ovan pouze fadové, vychazi tedy mezi 0,1 mg/kg a 1 mg/kg clovéka.
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10 Piilohy

10.1 Patent metody CHEST v USA z roku 1979

® UNITED STATES PATENT OFFICE
CERTIFICATE OF CORRECTION
Patent No. _ +:153,676 Dated May 8, 1979
@ Iaventor(s) Richard Jelinek, et al

It is certified that error appears in the above-identified patent
and that said Letters Patent are hereby corrected as shown below:

® 1n the aAbstract, line 5 from bottom: "faetal" should be
=-=foetal--,

Column 1, line 67 "ul.” should be —--pl.--.

® column 3, line 37: "vitallinae"” should be --vitellinae--.

Signed and Sealed this

Twentieth D a Y Of November 1979
ISEAL)
Attest:

LUT LE F.
RUTH C. MASON RELLE F. PARKER

Attesting Officer Acting Commissioner of Patents and Trademarks
® .
®
L

Jelinek, R., Rychter, Z., Peterka, M. (1979): Method for testing of embryotoxicity on
chicken embryo. U.S. Patent 4,153,676.
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10.2

Protokol testovani na ED2

nasazeni: 1. 12. 2012 v 9:00 - 9:10

otvirani: 3. 12. 2012 v 10:10 - 12:00

aplikace: 3. 12. 2012 v 10:10 - 12:00

L-Thyroxine Sodium salt (Fluka)

kdo: Peterka, Herlova, Pavlikova, Petruskova

pozn.: Aplikované mnozstvi: 3pl; latka redéna destilovanou vodou a drcenim ultrazvukem prevedena

na suspenzi, vejce: COBB500

ED2 ED
dévka |¢. | 2 (34 5/ 6|7/8|9 vady m (mg)
1 13 T (N) -
2 12 + (N), H&H 19 -
3| 13 t | CLP pravy -
4 | 14 # | defekt 2167
53 51| 14 # | defekt 2084
6| 13 # | defekt 1839
713 |+t (N), H&H 19 -
8| 13 |t (N), H&H 17 -
g9 13 |t (4] -
10| 13 #|N 2204
11| 12 #|N 1749
12| 14 #|N 1889
13| 12 # | stendza plicnice 1813
14| 12 #|N 1915
15| 13 #|N 2012
03Ke "6 12 # | defekt 1954
17| 13 #|N 1942
18| 13 #|N 1945
19| 12 # | umbilikalni hernie, defekt 1979
20| 13 #|N 2049
21| 12 #|N 1949
22| 13 #|N 2045
23| 13 #|N 2024
24| 12 #|N 1450
25| 13 #/|N 1839
0.03He 5 13 # N 1919
27| 13 #|N 1919
28| 13 #|N 1904
29| 13 #|N 2059
30| 13 # | rumplessness 1958
31 13 #|N 1712
32| 12 #|N 1896
33| 13 #|N 2229
34| 13 #|N 1855
35| 13 #|N 2071
0,003 g 15575 # N 1992
37| 12 #|N 1927
38| 13 #|N 1948
39| 12 #/|N 1949
40| 14 #|N 2326
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divka | ¢ | 2 |3|4|/5 6 7 8|9 vady m (mg)
41| 13 #|N 1775
42| 12 #|N 2004
43| 14 #|N 2044
44| 14 #|N 2008
45| 12 #|N 1596

0,0003 pg 26| 14 1 (N) i
47| 13 + (N) -
48| 14 #|N 2069
49| 12+ #|N 1996
50| 12+ # N 1742

10.3 Protokol testovani na ED3

nasazeni: 1. 12. 2012 v 9:00 - 9:10

otvirani: 4. 12. 2012 v 10:30 - 11:45

aplikace: 4. 12. 2012 v 10:30 - 11:45

L-Thyroxine Sodium salt (Fluka)

kdo: Peterka, Herlova, Petruskova, Vobrova

pozn.: Aplikované mnozZstvi: 3pl; latka fedéna destilovanou vodou a drcenim ultrazvukem prevedena

na suspenzi, vejce: COBB500

ED3 ED
davka ¢. 3 |4 5/6/7/8|9 vady m (mg)
1| 17 # | hyperlordéza, Kettlerova transpozice 1828
2|18 |t S-J syndrom -
3,17 |t S-J syndrom, H&H 25 -
4 | 19 # | eventrace, defekt, Kellerova transpozice 1906
03 g 5| 18 # | S-J syndrom 2022
! 6 | 17 # | eventrace, Kettlerova transpozice 1456
7|18 |t S-J syndrom -
8 | 17 T | hyperlorddza, eventrace -
9| 18 #|N 2241
10| 17 # | S-J syndrom 1711
11| 17 #|N 1833
12| 17 # | defekt 1867
3| 17 T | eventrace -
14| 18 # N 1993
15| 18 #|N 1984
003ue g 17 # | defekt 1919
7| 17 T | eventrace -
18| 19 # N 1928
19| 18 #|N 1830
20| 18 # N 2027
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davka ¢.| 3 |4|/5/6 7 9 vady m (mg)
21| 19 # N 1765
22| 17 # N 1908
23| 17 # N 1705
24| 17 # N 1727
25| 19 # N 1799
0003 ke e 7 # | defekt 1802
27| 17 # N 1996
28| 18 # N 1977
29| 17 # N 1809
30 18 # N 2113
31 18 t (N) byl omylem otevien na ED4 -
32| 17 # N 1694
33| 17 #|N 1678
34| 18 # N 1803
35| 18 #|N 2131
00003 g 3077 #N 1888
37| 18 #|N 1935
38 19 # N 2171
39| 18 #|N 1851
40| 17 # N 1811
10.4 Protokol testovani na ED4

nasazeni: 9.4.2012, 9:45

otvirani: 12.4.2012, dopoledne

aplikace: 13.4.2012

L-Thyroxine Sodium salt (Fluka)

kdo: Peterka, Herlova, Pavlikova, Petruskova

pozn.: Aplikované mnozstvi: 3ul; latka redéna destilovanou vodou a drcenim ultrazvukem prevedena

na suspenzi, ve

jce: COBB500

ED4

ED

davka

4 |5 67|8

vady

m (mg)

30 ug

kontr.

amnia a zZloutk.vaku, hyperlorddza, eventrace

'
—-+

kontr.

amnia a Zloutk.vaku, hyperlorddza, eventrace

kontr.

amnia a Zloutk.vaku, hyperlorddza, eventrace

kontr.

amnia a Zloutk.vaku, hyperlorddza, eventrace

kontr.

amnia a Zloutk.vaku, hyperlorddza, eventrace

kontr.

amnia a Zloutk.vaku, hyperlorddza, eventrace

kontr.

amnia a Zloutk.vaku, hyperlorddza, eventrace

kontr.

amnia a Zloutk.vaku, hyperlorddza, eventrace

Wt N >[4 w fo|w |0

1
| | = =+ |+

kontr.

amnia a Zloutk.vaku, hyperlorddza, eventrace
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davka ¢.| 4 |5 9 vady m (mg)
1| 23 |t kontrakce amnia a Zloutkového vaku, H&H 25 -
2|23 |t kontrakce amnia a zZloutkového vaku, H&H 25 -
3| 23 |t kontrakce amnia a Zloutkového vaku, H&H 25 -
4| 22 |t kontrakce amnia a zZloutkového vaku, H&H 25 -

3 g 15| 24 |t kontrakce amnia a Zloutkového vaku, H&H 25 -
6| 23 | T kontrakce amnia a Zloutkového vaku, H&H 25 -
17| 24 |t kontrakce amnia a Zloutkového vaku, H&H 25 -
8|23 |t kontrakce amnia a zZloutkového vaku, H&H 25 -
19| 22 |t kontr. amnia a Zl. vaku, H&H 25, hyperlord., eventrace -
20 23 | T kontrakce amnia a zZloutkového vaku, H&H 25 -
23| 22 |t N -
22| 24 |t kontrakce amnia a Zloutkového vaku -
23| 23 # | CLP bilaterdlni, eventrace, Kettlerova transpozice 1677
24| 23 S-J syndrom, CPL bilateralni -

0.3 g 2522+ |t Kettlerova transpozice, H&H 25 -

! 26| 23 #|N 1820
27| 23 # | hypoplazie horni Celisti, eventrace, defekt 1799
28| 24 # | CLP bilaterdlni, eventrace, Zlutd jatra 1755
29| 23 # | S-J syndrom 1679
30| 23 # | eventrace bez hyperlorddzy, Kettlerova transpozice 1664
31| 22 # | eventrace 1699
32| 23 #|N 1732
33| 23 # N 1854
34| 23 #|N 1720
35| 23 # N 1810

0.031g 5c7 5, #N 1728
37| 23 # N 1792
38| 23 # | defekt 1830
39| 23 # N 1714
40| 22 #|N 1514
41| 22 #|N 1648
42| 23 #|N 1881
43| 23 # N 1844
44| 23 #|N 1800
45| 23 #|N 1711
0,003 Mg )03 #N 1663
47| 23 #|N 1608
48| 22 # N 1587
49| 23 #|N 1713
50| 24 #IN 2012
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10.5 Protokol testovani na ED5

nasazeni: 1. 12. 2012 v 9:00 - 9:10

otvirani: 4. 12. 2012 L-Thyroxine Sodium salt (Fluka)

aplikace: 6. 12. 2012

kdo: Peterka, Herlova, Petruskova, Vobrova

pozn.: Apl. mnozstvi: 3ul; latka fedéna destilovanou vodou a drcenim ultrazvukem prevedena na
suspenzi, vejce: COBB500

ED5
davka ¢.| 5 |6/7/8 9 vady m (mg)
1| e |T (N) -
2| o |t S-J syndrom, velka alantois -
3| o |T (N), maly, velka alantois -
4| o |t (N), maly, velka alantois -
3 g 5| e |T (N), maly, velka alantois -
6 o t | kold¢, S-J syndrom -
| o | T S-J syndrom -
8| e |t (N) -
9| e |t (N) -
10| e T | kold¢, S-J syndrom -
11| e | (N) -
12| e t | (N) -
13| e #|N 1846
14| e #|N 1889
15 e | (N) -
031e 16 s #|N 1828
17| e | (N) -
18| e #|N 1913
19| e # | defekt 1886
20| e #|N 2293
21| e # | defekt 1896
22| o #|N 1978
23| e #|N 1870
24| e #|N 1656
25| e #|N 1966
003ue gl , #|N 1883
27| e #|N 1585
28| e #|N 1985
29| e #|N 1795
30| e #|N 1968
31| e #|N 1963
32| e # | defekt 1812
33| e #|N 2108
34| o #|N 1899
35| e # | rumplessness 1783
00031 "5 o ] (N) -
37| e # | defekt 1932
38| e #|N 1774
39| e #|N 1755
40| e |t (N) -
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divka |¢.| 5 6/ 7/8|9 vady m (mg)
41| e # N 1786
42| e # N 2095
43| e # N 1924
44| e # N 1827
45| e # N 1798
0,0003 ug )1y # N 2044
47| e # N 1982
48| e # N 2069
49| e | T (N) utrzen - vykrvacel -
50 e # N 2025
10.6 Zkratky a znaky pouZzité v protokolech

(N)

CLP

)
rumplessness
S-J syndrom
defekt

kolac

LEGENDA

embryonalni den

vypadd na embryonalni den

stadium podle Hamburger-Hamilton

na ED5 se jiz neurcuje stadium podle H&H
mrtvé

bylo odebrano zivé

nebyla pfitomna vada

nebyla pfitomna vada, presto nepfezilo
cleft lip, rozstép

embryo nenapojeno

chybéjici kaudalni ¢ast

strait jacket syndrome, syndrom svéraci kazajky
defekt mezikomorové prepazky
infikovano plisni
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	Thyroxin je hlavním hormonem štítné žlázy. Stav, kdy jej žláza nesecernuje do krevního oběhu dostatek - hypothyreóza, je spojen s celou řadou zdravotních komplikací a je tedy nutné podstupovat substituční léčbu tímto hormonem v adekvátních dávkách. U ...
	Cílem mé diplomové práce bylo popsat malformační spektrum thyroxinu, zjistit jeho začátek pásma embryotoxicity pro kuřecí embrya a tuto hodnotu přepočítat pro embrya lidská, díky čemuž lze posoudit, zda může být substituční léčbou zvýšená hladina thyr...
	Experimentální částí práce bylo alternativní metodou testování embryotoxicity využívající zárodek kuřete in ovo - CHEST, otestovat embryotoxický potenciál hormonu thyroxinu. Embryotoxicita je vlastnost zevního faktoru působícího na zárodek, může se ma...
	Nejfrekventovanějším projevem embryotoxicity v tomto experimentu byla letalita, z vývojových vad se nejčastěji objevoval srdeční defekt mezikomorové přepážky, dále pak vyhřeznutí břišních orgánů, transpozice velkých cév, hyperlordóza a syndrom svěrací...

