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Uvod

Alkoholismus zlstava pres rlizna preventivni opatfeni vyznamnym
celospole¢enskym problémem, se zavaznymi dopady zdravotnimi, socialnimi i
ekonomickymi. Tato prace v prvni ¢asti ukazuje zejména negativni dopady
nadmémeého uzivani alkoholu a rizikové faktory vzniku zavislosti na alkoholu.
Déle popisuije tfi hlavni zplsoby prevence alkoholismu s dirazem na terciami
prevenci, tj. pouzivani léCiv k odstranéni jiZz vzniklé zavislosti.

Druha ¢ast prace se vénuje prukazu mozné embryotoxicity disulfiramu,
jednoho z Ié€iv uzivanych v terciamni prevenci alkoholismu, nebot poznatky o
jeho pusobeni na vyvijejici se plod jsou dosud jen sporé. Testovani
embryotoxicity bylo provedeno metodou CHEST (Chick Embryotoxicity
Screening Test), ktera je v této ¢asti prace podrobné popsana.

Dékuiji za vyznamnou pomoc pii provedeni a zhodnoceni vysledkd metody
CHEST prof. MUDT. R. Jelinkovi, DrSc., I. Jelinkové, MUDr. S. Jelinkovi a
MUDr. M. Spackovi.



I. CAST: ALKOHOLISMUS A MOZNOSTI JEHO PREVENCE

Alkohol (etylalkohol, etanol) ve formé alkoholickych napojli byl vyrabén a
pouzivan jiz v dobach davnych civilizaci, o éemz svéd¢i ¢etné archeologické
nalezy. Zpoc€atku byl vyuZivan jako latka zviastniho vyznamu pii naboZenskych
obfadech, pozdéji viak stale ¢astéji jako napoj bézného uziti. Z historie nasi
zeme existuji doklady o tom, Ze jiz pfed nékolika staletimi pfinasela obliba piva
a medoviny fadu zavaznych problém(, které bylo nutné mocensky resit. Prvni
protialkoholhi zakon byl vyhlaSen roku 1039 Bretislavem |. a zavedI pfisné
tresty pro opilce i krémare, ktefi jim nalévali.

Termin alkoholismus, oznacujici nadmérnou konzumaci alkoholickych
napojl, byl poprvé pouZzit roku 1849 a je pfipisovan Svédskemu lékar
Magnussu Hussovi. Teprve o sto let pozdéji vdak zacal byt alkoholismus
oficialné povazovan za medicinsky problém (WHO, 1951) /1/.

Alkoholismus je chronické, €asto progresivni onemocnéni, které mize mit
fatalni nasledky. Typické je nadmérné pozivani alkoholu az ztrata kontroly nad
jeho pfijmem. ZneuZivani alkoholu pak pokracuje i pres vznik vaznych
zdravotnich, osobnich, pracovnich &i finanénich problém(. Mezi hlavni rizikové
faktory alkoholismu patfi /2/:

- vek: lide, ktefi zaCnou pit v miadi (kolem 14. roku &i dfive), maji vy$$i riziko, ze
se z nich stanou alkoholici.

- geneticke faktory: genetické vybaveni mize zapficinit nevyvazenost
jednotlivych neuromediatort a tim vzrist rizika vzniku alkoholové zavislosti.

- pohlavi: muzi maji vy$3i sklon k zneuzivani alkoholu nez Zeny.

- rodinna anamnéza: vy38i riziko vzniku alkoholismu maji lidé, jejichz rodi¢ ¢i
rodiCe zneuzivaji alkohol. To bylo prokazano i u adoptovanych déti, jejichz
biologicti rodi¢e alkohol zneuZivaji, avSak adoptivni rodié¢e nikoli.

- emocni potiZe: t&2ké deprese nebo Uzkost €asto vedou k zneuzivani alkoholu.
Dospéli s poruchou pozomnosti a s hyperaktivitou (ADHD syndrom) se Castgji
stavaji zavislymi na alkoholu.



Hlavni pfiznaky, které vzbuzuji podezieni na zneuzivani alkoholu, jsou
shrnuty nize /2/. Pfi zneuzivani alkoholu nemuseji byt vyjadieny v8echny
charakteristiky alkoholové zavislosti.

piti o samoté &i tajné
o vypadky paméti — zapomina, o ¢em konverzoval, zapomina na své

povinnosti
e ritudlni piti pfed jidlem, pfi ném ¢i po ném, je-li toto piti vy€itano a
zpochybriovano, tak to u dotyéného vyvolava vztek
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citi potfebu napit se
podrazdénost, blizi-li se chvile, kdy obvykle pije, anebo je-li zrovna alkohol
nedostupny
e schovavani alkoholu na neobvyklych mistech doma, v praci ¢i v auté
hitavé polykani dousku, dvojité davky, zamémé opijeni se za ucelem citit se

X it

dobi'e nebo citit se ,normainé

e problémy se zakonem, problémy v rodinnych vztazich, v zaméstnani,
finanéni problémy

o vytvoreni si tolerance na alkohol, k dosazeni stejného Ucinku je potfeba
zvySovat mnozstvi vypitého alkoholu

o zku$enost s abstinenénimi pfiznaky — zvraceni, poceni, ties

Z psychiatrického hlediska Ize poruchy vyvolané nadmérnym uzivanim
alkoholu rozdélit na poruchy zptisobené pfimym Géinkem alkoholu na CNS, jako
jsou akutni intoxikace (prosta ebrieta — opilost), paticka ebrieta, alkoholovy
odvykaci stav, psychotické poruchy a amnesticky syndrom; a na poruchy
zpUsobené navykovym chovanim, jako je $kodlivé uzivani a zavislost na
alkoholu. Skodlivé uZivani pfedstavuje vzorec uzivani, ktery posSkozuje zdravi.
Poskozeni rhi]ie byt télesné nebo dusevni (napf. deprese objevujici se
sekundarne pfi tézkém piti). Nemélo by se diagnostikovat, jestlize je pfitomen
syndrom zavislosti, psychoticka porucha nebo jiné zavaznéjsi specifické
poruchy. Zavislost na alkoholu, nebo-li syndrom zavislosti, je skupina
fyziologickycih, behavioralnich a kognitivnich fenoménu, v nichz uzivani
alkoholu ma u daného jedince mnohem vétsi prednost nez jiné jednani, kterého
si kdysi cenil vice. Hlavni charakteristikou je silna touha po alkoholu. Navrat
k uzivani alkoholu po obdobi abstinence ¢asto vede k rychlejSimu



znovuobjeveni jinych ryst syndromu, nez je tomu u jedincd, u nichZ se zavislost
nevyskytuje.

Alkohol plisobi na receptory v centralni nervové soustavé. Dochazi
k Gtlumu dopaminergni, serotonergni a taurinergni aktivity, k potiaceni
inhibiéniho G&inku kyseliny gamaaminomaselné (GABA) /3/. Zaroven dochazi
k zvy$eni aktivity glutamatu, kalciovych kanall, zvySeni poctu NMDA-receptor(,
hyperstimulaci cholinergniho, noradrenergniho a opioidového systému.

Z klinického hilediska se pusobeni alkoholu na CNS projevuje sedativnim
Géinkem. U nékterych lidi se zpocatku projevi stimulaéni ucinky, ale pfi dalSim
piti prevazi tumici efekt. Utlumem kontrolnich mozkovych center dochézi
k uvolnéni a redukci zabran. Zpoc¢atku dojde k naru$eni pozornosti, emoci a
asudku. Alkohol ve vy$$im mnozstvi narusuje artikulaci a svalovou koordinaci a
navozuje spanek. V nadmémém mnozstvi je alkohol Zivotu nebezpecny, nebot
muze zpUsobit Gtlum zakladnich Zivotnich center v CNS s naslednou
kvantitativni poruchou védomi.

Excesivni naduzivani alkoholu se projevi alkoholickou hepatitidou, pro niz je
typické nechutenstvi, nausea, zvraceni, bolest biicha, horeCka a ikterus.
Dlouhodobé piti potom vede k prfechodu hepatitidy v cirhdzu. Pro po$kozeni
| gastrointestinalnino traktu svéd¢i gastritida, porucha vstiebavani vitamina
skupiny B (pfevazné kyseliny listové a thiaminu) a pankreatitida. Mezi projevy
postizeni kardiovaskulamiho systému patfi hypertenze ¢i kardiomyopatie, které
mohou vést k srde¢nimu selhani. Dale alkohol brani uvolfiovani glukézy z jater
a nasledna hypoglykémie ohrozuje zviasté diabetiky na terapii inzulinem.
Naru$eni sexudlnich funkci se manifestuje dysfunkéni erekci u muzd a
menstruaénimi poruchami u Zen. Chronicky alkoholovy abuzus byva spojen
s astéj$im vznikem rakoviny jicnu, hrtanu, jater a tlustého streva.

Mezi dal$i komplikace spojené s alkoholismem ¢&i nadmérnym pitim patfi
dopravnich nehod se smrtelnymi nasledky, vy$si vyskyt sebevrazd i vrazd atd.

Zvlastni kapitolu tvofi embryotoxické Gcinky alkoholu /4, 5/. V roce 1973 byl



definovan fetalni alkoholovy syndrom (FAS) zpasobeny chronickym ablzem
alkoholu téhotnymi Zenami. Jeho incidence je 1-2 pripady na 1000
novorozencd a zahrnuje charakteristicky vzorec defektt, mezi které patfi
intrauterinni ristova retardace, psychomotoricka dysfunkce, kraniofacialni
malformace (mikrocefalie, hypoplazie maxilly, epikantus apod.), vrozené
srde¢ni vady atd. FAS je povazovan za viibec nej¢astéj$i pfiinu mentalni
retardace. Vady s nim spojené nejsou zcela specifické a mnohdy nebyvaiji
vyjadreny ve své Uplnosti, takZe diagnéza je ¢asto stanovena jen na zakladé
informace o alkoholismu matky. | mirnéjsi piti muze zpusobit poruchy chovani a
uceni, neékdy oznacované terminem ,porucha nervového vyvoje spojena
s alkoholem*, ARND (Alcohol-related neurodevelopmental disorder), ktera se
vyskytuje asi trikrat ¢astgji nez FAS.

Screening a diagndza

Pro Iékare je ¢asto obtiZzné rozhodnout, koho zagit vySetifovat kvili
problému s alkoholem a jak viibec rozpoznat pfiznaky alkoholismu. Nékteré
symptomy jako ztrata paméti ¢i pady mohou byt spiSe disledky starnuti nez
alkoholového abtzu. Pro alkoholiky je typické popirani problému s alkoholem,
takZe Casto si chodi stéZovat k I€kafi jen na travici problémy, bolest, slabost
apod., ale nikdy se nepfiznaji k alkoholismu. Lékafr, ktery ma podezieni, ze jeho
pacient ma problém s alkoholem, by se ho mél cilené vyptat na navyky
v konzumovani alkoholu, a pokud se mu potvrdi jeho podezieni, mél by provest
kratky screeningovy test sloZzeny ze standardizovanych otazek /2/. Pro
alkoholismus svédci i nékteré laboratorni nalezy, jako napi. makrocytarni
anémie. Alkoholické poskozeni jater se zase projevi vzestupem GMT i hodnot
aminotransferaz s typickym pomérem AST:ALT > 1.

Moznosti prevence alkoholismu

Primami prevence

Jejim cilem je predchazet problémim s alkoholem u téch, ktefi jej jeste
nezadali zneuZivat. Radime sem rlizna preventivni opatieni, jako je napfiklad



sniZzeni dostupnosti alkoholu dospivajicim — zékon povolujici nalévat alkohol jen
osobam star$im 18 let; predavani relevantnich informaci, aby se miadistvi
dozvédéli o alkoholu a problémech s jeho nadmémym uzivanim spojenych.
Velmi diskutované je v dneséni dobé téz omezeni reklam ve sdélovacich
prostiedcich. Statni protialkoholova politika u nas bohuzel selhava, narozdil od
politiky zamiiené na ilegaini navykové latky. Primérna spotieba alkoholu na
jednoho obyvatele v Ceské Republice stéle stoupa.

Sekundarni prevence '

Jejim cilem je poskytnout efektivni pomoc tém, kdo jiz zacali alkohol
zneuZivat. Patfi sem indikovana prevence, nebo-li ¢asna intervence. Je ur¢ena
hlavné détem a dospivaijicim, ktefi sice alkohol uzivaji, nelze véak u nich jesté
diagnostikovat $kodlivé uZivani nebo zavislost na alkoholu. Mezi formy Casné
intervence patfi opakovana doporuéeni prestat pit alkohol, posilovani motivace,
svépomocné pfiruéky, spoluprace s rodinou, sebemonitorovani, linky daveéry,
centra krizové intervence, zvladani cravingu (bazeni), diouhodobé sledovani a
nasledné kontroly /6/.

Terciami prevence

Tato forma prevence se prekryva s IéEbou zavislosti na alkoholu. Vétsina
alkoholik(i podstupuje l1é¢bu velmi neochotné, nebot’ popiraji, Ze maji néjaky
problém. K 1é¢bé je pfiméji az zdravotni, socialni &i pravni probléemy. LécCba je
velmi individualni. Siroka $kala moznosti terapie alkoholismu, od vyhodnoceni
stavu zavislosti, kratké intervence, pfes ambulantni poradenstvi az po
hospitalizaci, umoZnuje pomoci alkoholikim zbavit se jejich zavislosti.

Prvnim krokem v |é¢bé je urcit, zda je pacient na alkoholu skute¢né
zavisly. V pripadé Skodlivého uzivani, kdy pacient jesté neztratil kontrolu nad
piijmem alkoholu a je je$té schopen prerusit nebo sniZit piti alkoholu, mize byt
vysoce efektivni aplikace strategie oznacované jako kratka intervence. Jejim
smyslem je upozomit pacienta na zdravotni rizika Skodlivého uZivani. Kratka
intervence (5 — 30minut) byla vypracovana zejména pro praktické |€kare a dalSi

pracovniky primami lékarské péce. Cilem této intervence je, aby pacient



gkodlivé piti omezil, popiipadé se pokusil abstinovat alespor do dosazeni
stabilizace zdravotniho stavu. Pokud v8ak pacient jiz neovlada spotrebu
alkoholu, coz je typické pro syndrom zavislosti, pak je nutné zahdjit Gpinou
abstinenci jako nezbytnou soucast dalSi Ié¢by, nebot pouhé redukovani piti
nestaci a neni efektivni. Casnou intervenci v piipadé zavislosti na alkoholu,
kterou provadi vétSinou jiz specialista, je hlavné psychoterapeuticka intervence
s cilem motivovat pacienta k brzkému zahajeni odvykaci 1&é€by.

Odvykaci 1é¢ba se sklada z nékolika krok(i. Méla by byt zahajena
detoxifikaénim programem, jenZ obvykle trva prvni ¢tyfi az sedm dni. Lécba
spociva v korekci poruch elektrolytové rovnovahy, dostateéné hydrataci a
farmakoterapii, pfi které se provadi substituéni Ié€ba na principu zkfizené
tolerance uZivanych farmak s alkoholem. Nejéastéji se pouzivaji
benzodiazepiny (chlordiazepoxid, oxazepam, lorazepam). Pfi hrozicim deliriu
tremens je mozno s vyhodou pouZzit neuroleptikum tiaprid. Pokud je delirium
komplikovano kieCemi, doporucuje se podavat MgSQO,, pfipadné karbamazepin.
Vzhledem k vyrazné vitaminové depleci je téZ vhodné podavani
multivitaminovych preparat(, zejména pak thiaminu a kyseliny listové.

Po detoxifikaci nasleduje farmakoterapie zamérena na senzitizaci a
terapii tzv. cravingu (baienf, touze po alkoholu). United State Food and Drug
Administration doporucuje v dnesni dobé tfi schvalena léciva — disulfiram,
naltrexon a akamprosat /7, 8/.

Senzitizace je empiricky podloZzena farmakoterapie, spocivajici
v podavani preparatli zvysujicich vnimavost organismu vaci G¢inkdm alkoholu.
Disulfiram (Antabus) a jeho metabolické derivaty dithiokarbamaty jsou diky své
afinité k sulfohydrylovym skUpiném a schopnosti sluCovat se s kovy vysoce
reaktivni chemicke latky. Disulfiram je u¢inny inhibitor mnoha enzymu jako jsou
napr.: aldehyd dehydrogenaza, cytochrom P450, glutathion S-transferaza,5-
lipooxygenaza, dopamin-beta-hydroxylaza, RNA-dependentni DNA polymeraza,
1,4,5-trifosfat 5-fosfatdza a kaspazy. Disulfiram je pouzivan k 1é¢bé alkoholové
zavislosti jiz pfes 40 let. Hlavnim mechanismem G¢&inku je jeho schopnost



inhibovat jatemi aldehyd dehydrogenazu. Pokud je podavan samotny, je
relativné netoxickou substanci, ale jakmile dojde ke kombinaci s alkoholem,
dochazi k nepfijemné reakci, na niz je zalozeno jeho terapeutické vyuziti. Tato
reakce zvana DER (disulfiram-ethanol-reaction), kdy dojde k zablokovani
odbouravani acetaldehydu vznikajiciho oxidaci ethanolu, ma za ’nésledek
hromadéni acetaldehydu. To vede k rozvoji nepfijemnych subjektivnich a
objektivnich pfiznakl — zrudnuti klize, nauzea, zvraceni, rozmazané vidéni,
zmatenost, bolest na hrudi, zavraté ¢i mdloby, nadmémé poceni, pulsujici
bolest hlavy, tachykardie, slabost, které brani pozivani alkoholu béhem
odvykaci |&éCby disulfiramem /9/. Prislus§né pfiznaky se rozvijeji b&éhem 15 minut
po poziti alkoholu a mohou pfetrvavat az nékolik hodin /10/.

Ackoliv se potvrdilo, Ze disulfiram sniZuje ¢etnost dnd, kdy se pacient nepije,
bylo souCasné prokazano, Ze vyskyt relapsu je srovnatelny s pouzitim placeba.
Kontraindikovan je u pacientd, ktefi neprestali pit alkohol, u pacient uzivajicich
metronidazol, u pacientl s psychézou, s kardiovaskularnim onemocnénim.
Neni doporu€ovan pii t&zkém plicnim onemocnéni, chronického renalniho
selhani, u diabetikil, u pacientl nad 60 let, u pacientll s periferni neuropatii,

s jaterni cirhdzou a portaini hypertenzi. Hepatotoxicita je vzacna, ale
potencialné muze byt fatalni. Proto néktefi odbornici doporuéuiji pravideiné
provadét jaterni testy. Pro tato ¢etna omezeni neni disulfiram doporu¢ovan
obzvlasté v primarni pé&gi /11/.

Dal8im zptsobem odvykani je, kromé vy$e popsané senzitizace, Ié¢ba
cravingu. Prokazatelny efekt pii snaze farmakologicky potlacit craving byl
dosazen dvéma riznymi typy latek — naltrexonem a akamprosatem.

Naltréxon plsobi jako antagonista opioidnich receptorti. Snizuje tak
ucinky alkoholu a zaroven snizuje craving. Redukuje kratkodobé relapsy
v kombinaci se sou€asnou psychosociélni terapii. Kontraindikovan je u pacientt
dlouhodobé iéc":enych opioidy pro chronickou bolest &i zavislych na heroinu,
protoZze muze pfivodit téiky: abstinencni syndrom. Ve vysokych davkach, které
vsak nejsou uzZivany pfi 1é¢bé alkoholové zavislosti, je naltrexon hepatotoxicky.



Je tedy kontraindikovan u pacientl s hepatitidou Ci s jinym postiZzenim jater. U
ostatnich pacientd by pii jeho uZivani mély byt pravidelné kontrolovany jaterni
enzymy. V3eobecné je naltrexon dobfe tolerovan. ObCas se vyskytuiji
nezadouci G¢inky, jako jsou nausea, bolesti hlavy, Gzkost a sedace.

U akamprosatu se piiedpokiada, Ze blokuje glutaminergni N-methyl-D-
aspartatové receptory a aktivuje GABA receptory. Bylo prokazano, Ze snizuje
kratkodobé i dlouhodobé relapsy, je-li kombinovan s psychosociélni terapii. Je
dobie tolerovan diky nizkému vyskytu nezadoucich G€inkd, z nichz nej¢astéjsi
byva pfechodny prijem. Nevyvolava zadné interakce pii sou¢asnem piti
alkoholu &i uzivani Iékl jako jsou diazepam nebo imipramin, takze pacient
mlze pokragovat v terapii akamprosatem i v priibéhu relapsu. Kontraindikovan
je pfi renalni insuficienci a pokrogilé jaterni cirh6ze. Opatmé vSak mizZe byt
uzivan pacienty s leh¢i jaterni dysfunkci.

Dalsi léky, které jsou zatim ve stadiu testovani, jsou napfiklad SSRI
(Serotonin Selective Reuptake Inhibitor — napf. fluoxetin) anebo antikonvulziva
(topiramat, ondansetron).

Alternativni formy |&éCby, napf. v zahrani€i nékdy aplikovana akupunktura
a fyzikalni 1é¢ba, jsou u nas vyuzivany minimaine.

Mezi nové postupy v lé¢bé patfi napi. svépomocné skupiny,
psychosociélni terapie, motivaci posilujici terapie, kognitivné behavioralni
terapie a dal$i. Svépomocné skupiny jsou souc¢asné nejvice vyhledavané zdroje
pomoci pii problémech s alkoholem. Anonymni alkoholici, jedna
z nejznamé;jich svépomocnych skupin, navrhia dvanéctibodovy program, ktery
by alkoholici méli spinit b&hem odvykaciho procesu. Pacienti mohou vyhledat
pomoc u Anonymnich alkoholik(l je$té predtim, neZ vyhledaji odbomou
lékafskou pomoc, anebo se zapoji mezi Anonymni alkoholiky po odvykaci
lé¢bé. Clenové Anonymnich alkoholik(i si navzajem pomahaji udrzet motivaci a
podporuiji se v rozhodnuti abstinovat. A¢koliv se zd&, Ze Anonymni alkoholici
piinaseji pozitivni vysledky, je jim jen vzacné vénovana pozomost

v randomizovanych klinickych studiich /11,12/.
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Il. CAST: TEST EMBRYOTOXICITY DISULFIRAMU

Embryotoxické uginky alkoholu byly jiz dobfe prokazany (viz vyse), avsak o
vlivu disulfiramu na intrauterinni vyvoj clovéka dosud neni dostatek informaci.
V literature se objevilo nékolik kazuistik a praci poukazujicich na mozny
teratogenni uginek disulfiramu /13-15/. Jiné studie se naopak pfiklonily
k nazoru, Ze.disulfiram je teratogenni pouze pokud t&hotné Zeny soucasné
uzivaly alkohol a Ze sam o sobé neni lidskym teratogenem /16/. K této diskusi
jsme se rozhodli pfispét a otestovali jsme proto embryotoxicitu disulfiramu na
kufecich zarodcich metodou CHEST (Chick Embryotoxicity Screening Test).
Nasi pracovni hypotézou bylo, Ze disulfiram sdm o sobé nema teratogenni
ucinek.

Priikaz teratogennich G¢inkl chemickych latek u ¢lovéka je velmi obtizny,
nebot vysledny efekt je zavisly na celé radé faktorl, jako je chemicka struktura
slou¢eniny, délka jejino plisobeni, zplisob podani, distribuce k cilovym tkanim,
metabolicka transformace i rychlost exkrece. Kromé toho jen vyjimecné je
vyvijejici se organismus vystaven vysokym davkam jediné slouCeniny, obvykie
se jedna o spoluplsobeni vice latek. Navic z pochopitelnych divodl je
testovani I&éCiv na téhotnych Zenach zcela nepfipustné. Proto byia v teratologii
vyvinuta cela fada metod, umoziujicich altemativni testovani. My jsme na
Oddéleni his‘tologie a embryologie 3. LF zvolili metodu CHEST, nebot se jedna
o metodu zde dobie zavedenou. Rozpracoval ji prof. Jelinek se svymi
spolupracovniky /17, 18, 19/. Je to metoda jednoducha, rychla a nenarotna na
laboratomi vybaveni. Hlavni vyhodou je, Ze cely vyvoj kufeciho embrya probiha
in ovo, a proto s metabolismem testované latky nijak neinterferujve matersky
organismus, jak je tomu u ¢astéji pouzivanych laboratornich savci. Navic je
mozny pﬁsny vybér experimentainiho materialu, pfesné aplikace testované

latky a k hodnoceni vysledkl se uZiva kvantitativnino parametru.
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Metoda

V prvni fazi metody (CHEST 1), slouzici k ur€eni pasma embryotoxicity, byla
oplodnéna slepiti vejce (White Leghorn) inkubovana v horizontaini poloze pii
37,5°C a relativni vihkosti 40-60% po 40 hodin (36-42). Tésné pfed aplikaci
disulfiramu byly skofapky otevieny standardni okénkovou metodou, umoznujici
u embryi zkontrolovat vyvojové stadium a normalitu vyvoje. PouZzity byly pouze
zarodky morfologicky normaini a ve vyvojovych stadiich HH 10 — 11(vyvojova
stadia dle Hamburgera a Hamiltona, viz tab. 1), zbyla embrya byla z testu

vyfazena.
Stadium  Stafi plodu  Pocet Popis
[hod] somitt
9 29-33 7  Piitomny primami optické vacky. Parové zaklady
srdce zacinaji splyvat
10 33-38 10  Prvni somit mizi (a nepogita se do poctu somita
v nasledujicich stadiich). Prvni naznak hlavového
ohnuti. Jsou jasn& viditelné tfi mozkové vacky.
Optické vagky nejsou pii bazi zaskrcené. Srdce je
lehce naklonéno doprava.
11 40 - 45 13 Lehka kranialni flexura. Je zietelnych pét neuromer
na zadnim mozku. Pfedni neuroporus se uzavira.
Optické vacky se pfi bazi zaskrcuji. Srdce se sklani
vpravo.
12 45-49 16  Hlava se stadi vlevo. Pfedni neuroporus uzavien.

Naznaden telencephalon. Jsou dobfe vyvinuté
primami optické vacky a o¢ni stopka. Sluchova
jamka je hluboka a Siroce oteviend. Srdce ma lehce
esovity tvar. Hlavovy zahyb amnia pfekryva celou
oblast pfedniho mozku.

Tabulka 1: Stadia vyvoje kuieciho embrya dle Hamburgera a Hamiltona /20/

Geometricky se snizujici davky disulfiramu v fedéni od 1:10% do 1:10°
v 0,5% roztoku CMC (tj. 10ug/10ul, 3ug/3ul, 0,3pg/3ul, 0,03ug/3ul, 0,003ug/3ul)
jsme sklenénou mikropipetou pod mikroskopickou kontrolou aplikovali
subgerminalné do blizkosti kaudalniho morfogenetického centra. Pracujice za
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semisterilnich podminek jsme danou koncentraci injikovali vZdy Sest vajiCek,
ktera jsme poté uzavreli skli€ky, utésnili parafinovym rameckem a vratili zpét do
inkubatoru. Po dalSich 24 hodinach byla vejce znovu oteviena a okularnim
mikrometrem zméfena vzdalenost mezi aa. vitallinae a koncem ocasu, ktera
~ odpovida nové vytvorené €asti trupu jako funkci kaudalnino morfogenetického
centra. Nevyvinuti a. vitellina jsme hodnotili nulou. Pro kazdou koncentraci jsme
ziskali Sest hodnot a z nich vypocitané mediany jsme zanesli do grafu, ve
kterém je na abscise oznacena koncentrace a na ordinaté délka trupu (graf 1).
Zacatek pasma embryotoxicity se odhadne jako interval mezi posledni
neefektivni davkou a prvni Gginnou davkou, ktera je nasledovana dalSim
trvalym sestupem v grafu.

Druha faze CHEST Il slouzi k verifikaci pfedchoziho odhadu
na pokrocilej§ich stadiich vyvoje a k uréeni obdobi nejcitlivéjSiho na danou latku
ve vztahu ke koncentraci dané latky. Stejné tak je mozné v této fazi hodnotit
¢etnost jednotlivych typa malformaci. Pouzili jsme pouze pfisludna fedéni od
odhadnutého zaéatku rozsahu embryotoxicity, ktera jsme aplikovali
v inkubaénim dni 2, 3 a 4 (kazdou koncentraci v kazdém dni u deseti vejci) a
hodnotili typ a zavaznost embryotoxicity. U dvoudennich zarodkd jsme
disulfiram injikovali opét subgerminalné, u vyssich stadii potom intraamniaine.
V8echna vejce jsme nechali od aplikace dale inkubovat az do devateho dne.
Béhem této doby jsme provadéli kazdodenni kontroly, pfi kterych jsme
vyfazovali mrtvé plody a pfi€inu jejich amrti jsme zaznamenavali. Po deviti
dnech inkubace jsme kazdy plod zvazili a standardnim zplsobem prohlédli. Po
prohlédnuti zevni morfologie jsme provedli pod kontrolou preparacniho
mikroskopu pitvu srdce, pfi niz se ozfejmila i pﬁpadné mala komunikace mezi

pravou a levou sini. V8echny objevené vady a imrti plodu jsme zaznamenali.
Vysledky

Podle vyse uvedeného hodnoceni jsme v prvni ¢asti experimentu CHEST |
odhadli, Ze pasmo embryotoxicity disulfiramu zacina v intervalu koncentrace
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10~* a 1073, tj. pii fedé&ni 1:10 000 a 1:1000 (viz graf 1).

Disulfiram - CHEST |

60

50 \

N~
NIZEN

Délka trupu (pmm)
w
(@]

log davky

Graf 1: CHEST I - odhad pasma embryotoxicity.

Zaneseny jsou mediany spoc€itané z jednotlivych naméfenych délek nové tvofenych
¢asti trupu (pmm) v zavislosti na aplikované davce disulfiramu. Odhadnuté pasmo
embryotoxicity disulfiramu za&ina v intervalu koncentrace 10™* a 107, tedy mezi
posledni neefektivni davkou a prvni G¢innou davkou, ktera je nasledovana dal§im

trvalym sestupem v grafu.

Vysledky CHEST Il (graf 2) ziskané aplikaci davek disulfiramu
v odhadnutém pasmu embryotoxicity ve dnech 2, 3 a 4 ukazuji, Zze
pravdépodobnost podkozeni nevzrista statisticky vyznamné s rostouci davkou
disulfiramu. Naopak Ize pozorovat vyznamnou zavislost na dni aplikace
disulfiramu, s 80% pravdépodobnosti podkozeni pfi aplikaci ve druhém dni
inkubace. V pozdéj$ich stadiich se jiz nezavisle na podané davce tato
pravdépodobnost dostala pod 30% hranici, coz se povazuje za vysledek, ktery

neni dan vlivem testované latky.
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Graf 2: CHEST II - embryotoxicky efekt disulfiramu

Zobrazeno je pomérné zastoupeni mrtvych a malformovanych plodi v zavislosti na
davce (vlevo modie) a v zavislosti na terminu aplikace disulfiramu (vpravo ¢ervené), P
— pravdépodobnost poskozeni

Disulfiram zpusoboval nej¢astéji rumpless syndrom, ktery se vyskytoval u
18% zivych plodl (prehled vSech vad podava tab. 2). Jedna se o sakralni
agenezi plodu, v podstaté jde o frustni formu syndromu kaudalni regrese.

Z malformaci srdce se nejcastéji vyskytoval defekt septa sini piitomny u 12%
vSech Zivych plodl. Z ostatnich vad byla ¢astéji zastoupena mikrooftalmie 7% a
myeloschiza 6%. Celkem 14% zivych plod{ bylo postiZzeno vic nez jednou

vrozenou vadou.
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davka N D M P srdce  trup oko  mozek
(log)

a. Aplikace provedena 2. den
-2 10 3 6 0,90 2 6 3
-3 10 1 8 0,90 4 4 2 3
-4 10 2 4 0,60 2 2 1

Pyys 0,33 0,50 0,25 0,21

b. Aplikace provedena 3. den

-2 10 0 0 0,00 0 0 0 0
-3 10 0 1 0,10 0 1 0 0
-4 10 1 0 0,10 0 0 0 0
Pyt 0,03
c. Aplikace provedena 4. den

-2 10 0 2 0,20

-3 10 0 2 0,20 1 1 0 0
-4 10 0 1 0,10 1 0 0 0

Psyst 0,08 0,07
Peen 0,12 0,18 0,07 0,06

Tabulka 2: CHEST II — embryotoxicky efekt disulfiramu, spektrum malformaci
Zaznamenany jsou druhy vad rozdélené podle dne aplikace disulfiramu.

N — celkovy pocet aplikovanych plodt, D — poéet mrtvych plodt, M — podet
malformovany ch plodii, P — pravdépodobnost malformovanych nebo mrtvych plodii, P
syst — pravdépodobnost postizeni jednotlivych organovych systémi u Zivych plodd

v ramci jedné koncentrace, P celk — pravdépodobnost postiZeni jednotlivych
organovych systému u v$ech zZivych plodd, srdce — postiZeni kardiovaskularniho
systému, trup — postiZeni trupu, oke — postiZeni oka, mozek — postiZeni centralniho
nervového systému.

Diskuse

Vysledek CHEST | ukazal, Ze pasmo embryotoxicity u kufecich zarodkd
zatina pii koncentraci 10~ a2 10~ Z dat popisujicich distribuci latek
v materském a fetalnim kompartmentu u savci Ize odhadnout, Ze sav&i embryo
bude postiZzeno pfi davce ziskané z CHEST | nasobené 107 /19/. To by
v nasem piipadé znamenalo davku od 1 do 10 mg/kg matei'ské vahy. Bézné
davkovani disulfiramu je 400 mg/den, tj. priblizné 5,7 mg/kg. Z toho vyplyva, ze
pouzivana terapeuticka davka disulfiramu je v pasmu embryotoxicity zji§téném
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metodou CHEST |, a proto je moZné predpokladat, Ze podavani disulfiramu
Zzenam v Casnych fazich té&hotenstvi bude mit teratogenni ti€inek na vyvijejici se
zarodek. CHEST Il v této studii prokazal hiuboky teratogenni efekt disulfiramu
na 2 denni kufeci embrya, navic pravdépodobnost poskozeni v tomto stadiu
stoupala s aplikovanou davkou. Teratogenni efekt disulfiramu na kufeci zarodky
staré 3 a 4 dny nebyl prokazan, a to nezavisle na podané davce. Z toho Ize
usuzovat, Ze ani kufeci metabolity disulfiramu nemaiji embryotoxicky vliv, nebot
jejich vznik by se zfetelné projevil na vzestupu mnozstvi postizenych plodi
aplikovanych od dne 3. Podle vysledkd testu CHEST jsme ¢aste¢né zamitli nasi
pracovni hypotézu, tedy Ze disulfiram sam o sobé nema teratogenni U¢inek,
nebot se ukazalo, Ze vyznamny teratogenni efekt disulfiramu je mozné
predpokladat v €asnych stadiich organogeneze. Na druhou stranu Ize soudit, Ze
disulfiram podavany v terapeutickych davkach v pozdéjsich stadiich
prenatalniho vyvoje nema negativni vliv na vyvijejici se plod. Vzhledem

k obecné nejisté exploraci dat ziskanych na jinych Zivo¢i$nych druzich na
Clovéka je pochopitelné je nutné tento vysledek interpretovat opatmé. Nicméné
lze na zakladé provedeného screeningového embryotoxického testu doporudit
velmi dukladné zvazeni pied podanim disulfiramu u Zen ve fertiinim obdobi, a
pokusit se primarné o jiné mozZnosti terciari prevence alkoholismu. Vzhledem
k relativné Castému relapsu alkoholismu pfi Ié¢bé disulfiramem by bylo vhodné
rozsirit testovani také o sou¢asnou aplikaci alkoholu a porovnat teratogenni
efekt samotného disulfiramu, alkoholu a kombinace alkoholu s disulfiramem.
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Souhrn

Tato prace se vénuje problematice alkoholismu. V prvni €asti jsou shmuty
rizikové faktory vzniku alkoholismu, hlavni symptomy zneuzivani alkoholu a
zakladni psychiatrické jednotky s uzivanim alkoholu spojené. Dale se popisuje
ucinek alkoholu na molekulami Grovni i jeho negativni vliv na jednotlivé
organové systémy, v€etné jeho embryotoxickych G€inkl. Po mozZnostech
diagnostiky problému s alkoholem spojenych je uveden piehled moznosti
v prevenci alkoholismu, s dirazem na terciami prevenci, ktera zahmuije i
podavani disulfiramu. Viastni pfinos prace spociva ve druhé c¢asti, ktera
popisuje otestovani embryotoxicity disulfiramu metodou CHEST (chick
embryotoxicity screening test). Vysledky testu ukazaly, Ze disulfiram ma
vyznamny teratogenni U¢inek na kureci embrya pfi jeho aplikaci ve druhém
inkubacnim dni. Naopak teratogenni efekt disulfiramu na kureci zarodky staré 3
a 4 dny nebyl prokazan, a to nezavisle na podané davce. Opatma interpretace
ziskanych dat je tfeba pfi jejich aplikaci na ¢lovéka, nicméné je mozné
predpokladat teratogenni efekt disulfiramu v €asnych stadiich organogeneze, a
proto Ize u Zen ve fertilnim véku doporucit upfednostriovani jinych metod

preventivniho pasobeni.
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Summary

The present thesis deal with problems related to alcohol. Risk factors, main
symptoms of alcohol abuse, and respective psychiatric disorders are reviewed.
Furthermore, the impacts of alcohol on the molecular level and on the organ
systems as well as its embryotoxicity are described. Methods for screening,
diagnosis, and prevention strategies are provided, including disulfiram
administration. Using the CHEST method (Chick Embryotoxicity Screening
Test) disulfiram embryotoxicity was studied. Results showed profound
teratogenic effect of disulfiram on chick embryos incubated for 2 days. On the
opposite, disulfiram manifested no apparent teratogenic potential when
administered on 3 and 4 day old chick embryos. Results should be interpreted
with caution when adapted to human, nevertheless teratogenic effect produced
by administration of disulfiram in early organogenesis could be predicted.
Therefore alternative preventive methods should be preferred in fertile women.
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