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Uvod

Zavadéni novych 1éciv do 1€katské praxe je v dnesni dobé jevem béznym a zadoucim.
Nova léciva nabizeji nové léCebné moznosti, nahrazuji stard, méné bezpeCna jak pro
pacientku tak pro vyvijejici se plod, nahrazuji metody nefarmakologické ¢i je vhodné
dopliuji. Zavedeni takového nového 1é¢iva vSak predchazi rozsahlé testovani 1éku s ohledem
na moznost vyskytu riiznych nezadoucich u¢ink. Ty mohou byt od zcela nevyznamnych az
po velmi zavazné. Tato prace je zaméfena predevSim na zavazny vedlejsi ucinek tj. Gcinek
embryotoxicky. Znamena to, ze lé¢ivo v davkach pro matku netoxickych néjakym
mechanismem zasahuje do procesu vyvoje plodu a ten je vlivem latky usmrcen nebo
poskozen.

Tato prace se vénuje prukazu mozné embryotoxicity lispro-insulinu, jednoho
z pouzivanych 1€Civ pro terapii diabetes mellitus I. typu, nebot’ poznatky o jeho plisobeni na
vyvijejici se plod jsou dosud jen sporé. Testovani embryotoxicity bylo provedeno metodou
CHEST (Chick Embryotoxicity Screening Test), kterd je v této ¢asti prace podrobné popsana.

Dékuji za vyznamnou pomoc pii provedeni a zhodnoceni vysledkii metody CHEST
prof. MUDr. R. Jelinkovi, DrSc., 1. Jelinkové, MUDr. E. Manakové, MUDr. M.Spaékovi a
MUDr. L. Hubi¢kové-Heringové.



Literarni reserse

Tehotenstvi diabetickych matek je ve srovnani s normalni populaci vyrazné rizikové.
Procento pacientek s diabetes mellitus 1. a 2. typu tvoii v populaci téhotnych asi 1,5- 2,0 %
/5/. Vrozené vady se vyskytuji 2 az 3x castéji nez je tomu v normalni populaci a zhruba
v 18 % konc¢i téhotenstvi potratem /6/. Tyto vady zahrnuji syndrom kaudélni regrese,
malformace nervové trubice a kardiovaskularni soustavy. Za rozhodujici pro teratogenezi se
povazuje fada etiologickych faktorii spojenych s metabolickymi odchylkami vyvolanymi
hyperglykémii. AvSak na vyvoj zarodku mé negativni vliv i vysokd hladina insulinu.
Kritickou fazi pro vznik malformaci predstavuje ¢asné obdobi téhotenstvi. Z tohoto hlediska
je tfeba posunout prevenci vyvojovych vad do obdobi jesté pied graviditou.

Perinatalni mortalita déti matek s diabetem je dnes v zemich s dobie organizovanou
diabetologickou péci zcela srovnatelnd s perinatalni mortalitou ve zdravé populaci, avSak

perinatalni morbidita téchto déti zlistava stale vyssi nez u populace bez diabetu.

Pod pojem diabetes mellitus je zahrnovana skupina etiologicky zcela odlisnych
onemocnéni, pro které je typické zvySeni glykémie a porucha glukdzové tolerance. Miize se
jednat o autoimunni onemocnéni (diabetes 1. typu, LADA- latent autoimmune diabetes in
adults) s absolutnim nedostatkem insulinu, o geneticky defekt majici vliv na diferenciaci
B- bunck a sekreci insulinu (MODY- maturity onset diabetes of the young), ¢i v piipadé
diabetu II. typu (NIDDM- non-insulin dependent diabetes mellitus) o zcela odliSny stav
s hyperinsulinémii a periferni rezistenci na insulin. Gesta¢ni diabetes pak predstavuje
heterogenni skupinu, zahrnujici pfedchozi typy vzniklé nebo diagnostikované béhem
téhotenstvi, doplnéné o poruchu vzniklou v souvislosti s hormonalni dysbalanci néasledkem
téhotenstvi. Ve vSech ptipadech hraje nezastupitelnou tllohu v mozné patogenezi i geneticka
predispozice, ktera vSak hraje jinou roli v piipadé diabetu L. typu (ovlivnéni imunity) nez u

ostatnich typu.

Mechanismus diabetické embryopatie neni stale vysvétlen. Faktorti, které se mohou
podilet na vzniku vrozenych vyvojovych vad, je celd fada. Mizeme mezi né pocitat
hyperglykémii, zménu lipidového spektra, pokroc€ilé produkty glykace, poruchy metabolismu
prostaglandint, ucinek na stavbu a funkci membran, tvorbu volnych kyslikovych radikala ¢i

poskozeni funkce mitochondrii, vyloucit vSak nelze ani hypoglykémii, které je teratogenni u



zvitat, ¢i medikaci, tedy insulin a peroralni antidiabetika. U diabetickych matek se také
popisuji znamky patologickych zmén placenty — nezralé klky, hypertrofie kapilar a ztlusténi
bazalni membrany trofoblastu, coZ rovnéz negativné ovliviiuje vyvoj a rist plodu. Za
nejpravdépodobnéjsi embryotoxicky faktor se v soucasnosti vS§eobecné povazuje nedostatecna
metabolicka kontrola, tedy hyperglykémie a jeji nasledky v organismu matky.

Incidence kongenitalnich malformaci u novorozencl diabetickych matek je 6- 9 %,
coz je dvakrat az tfikrat vice nez v béZné populaci /6/. Vyskytnout se mohou vSechny
kongenitalni malformace stejné jako v populaci bez diabetu. AvSak Kucera /4/ pii srovnani
vyskytu malformaci u diabeti¢ek s nediabetickou populaci zjistil 6 az 200nasobny vyskyt 10
typt malformaci, které povazuje za typické pro diabetes. Jedna se o nasledujici:

Syndrom kaudalni regrese, absolutni riziko jinak vzacné malformace, je u diabeticek
odhadovéno na 1,3 na 1000 narozenych, coz je 211 nasobn¢ vice nez v nediabetické populaci.
Jednd se o inkompletni vyvoj sakralni oblasti s poruchou vyvoje lumbdlnich a sakralnich
obratli. Chybi koncova cast t¢la, coz vede k oplosténi glutedlni oblasti. Vada, je-li vétSiho
rozsahu, zahrnuje i poruchu vyvoje michy s neurologickym poSkozenim rtizného rozsahu,
mozno povazovat sirenomyelii (splynuti dolnich koncetin). Kritickym obdobim pro vznik této
malformace je 3. gestacni tyden.

Defekty uzavirani neuralni trubice (anencephalie, holoprosencephalie,
meningomyelocele). Neurélni trubice se normaln¢ uzavira do 28. dne. Riziko této malformace
odhaduje Kucera /4/ 4,6 na 1000 narozenych. Kritickym obdobim pro vznik téchto defektl je
4. tyden po koncepci.

Situs inversus, pro tuto malformaci je kritickym obdobim 3. tyden.

Poruchy vyvoje mocového systému: napi. hydronefrosa, ureter duplex. Pro tuto vadu
je kritickym obdobim 5. tyden po koncepci.

Srdeéni vady: sdiabetem jsou spojeny malformace srdce vzniklé v ¢asném
embryondlnim vyvoji, kompletni porucha vyvoje komorového septa a kardiomyopatie.
Népadné ztluSténi svaloviny interventrikularniho septa popsala studie Jaeggiho a
spolupracovnikii /8/ béhem 2. a 3. trimestru i u dobie kontrolovaného a nekomplikovaného
diabetu, stupenn hypertrofie byl vétSinou mirny bez vlivu na diastolické i systolické funkce

srdce. Toto ztluSténi vSak mtze byt nasledkem diabetické fetopatie.



Experimentalni prace studujici pticiny vedouci ke vzniku té€chto malformaci vychazely

z premisy, ze vyvolavajicim faktorem je:

» vysoka hladina glukosy
Malformace skeletu mohou byt vyvolany zvysenou koncentraci glukézy v séru, nebot’
zmeéna hladiny glukézy (o 50 % niz$i nebo o 100 % vys$si) vede k inhibici syntézy
m-RNA osovych proteinii pro chondroitinsulfat v chondrocytech a zméndm v glykosylaci
kolagenu. Ptitomnost cukernych zbytki na molekuldch kolagenu inhibuje tvorbu pficnych
mustkli a nasledné tvorbu fibril /6/. Kolagen s poskozenymi pii¢nymi vazbami je tak vice

nachylny k degradaci.

> oxidativni stres
Dalsim z faktorii je oxidativni stres, vedouci ke zvySené peroxidaci lipidi a zvySené
glykaci proteinti. Kromé mozné indukce malformaci je povazovan i za pricinu spontannich
potrati a to bud’ samostatné¢ nebo v kombinaci deplece inositolu. Oxidativni stres dale
zpusobuje pokles hladiny prostaglandinii, coz ma negativni vliv na funkci membran, a tim i na

vyvoj embrya, a redukuje obsah antioxidant (vitaminy C a E) v embryonélnich tkénich /6/.

» insulin
Samotny insulin mé za fyziologickych podminek stimula¢ni Gi€inky na riist a vyvoj, a
to pres receptor IGF. Avsak ve vysokych koncentracich ma inhibi¢ni Gcinek. Insulinem
experimentalné vyvolané malformace u kufecich zarodkd jsou morfogeneticky totozné se
syndromem kaudalni regrese /10/. Insulin sdm sice neprochazi pies placentarni barieru, ale
vazany na protildtky byl prokazan v pupecnikové krvi /9/. Hyperinsulinémie samotna jiz
v prediabetickém stadiu je povazovana za siln¢ rizikovou pro vznik defektli neurdlni

trubice /6/.

Diabetes mellitus je v t€hotenstvi povazovan za vyznamny rizikovy faktor. Ovliviiuje
negativné vyvoj zarodku od samého pocatku téhotenstvi az k porodu a jeho vliv na dité
pretrvava i postnatalné. Prevence béhem tehotenstvi, které je ve vyspélych zemich vénovana
znacna pozornost, umoznuje snizit mortalitu na hodnoty srovnatelné s nediabetickou populaci.
Diabetes mellitus mad vyrazny embryotoxicky potencidl se vSemi klasickymi projevy od
zaniku plodu ptes strukturalni a funkéni vady az k odchylkédm riistu, které se projevuji jesté

dlouho po porodu. Sledovani té¢hotenstvi v druhém a tetim trimestru a zvySend prenatdlni a



diabetologicka péce vedouci k lepsi progndze té¢hotenstvi jiz nema vliv na vznik vyvojovych
vad, které jsou vazany na Casnou graviditu, tedy na obdobi jesté pied prvni navstévou téhotné
u gynekologa. Proto je velmi zdsadnim doporucenim planovani gravidity a intenzivni
prekoncepcni péce, kterd by méla zahrnovat snahu o co nejlepsi metabolickou kompenzaci
diabetu tak, aby koncepce byla doporucena v dob¢, kdy ma pacientka normalni hodnoty
glykovaného hemoglobinu. Normalni hodnoty glykovaného hemoglobinu (HbA. do 6,4 %)
tii mésice pred koncepci jsou povazovany za optimalni, nikoli vSak obligatorni /5/.
Glykovany hemoglobin vice jak 10 % v 1. trimestru vysoce koreluje s rizikem fetalnich
malformaci /4/. Idedlni hladina krevni glukézy na lacno by méla byt nizsi nez 5,5 mmol/l,
postprandidlni méné jak 7 mmol/l /4/. Nejvetsi vyznam ma normalni hladina glykovaného
hemoglobinu v dobé koncepce. V ramci kontroly spravné metabolické kompenzace diabetu
jsou pacientky vybaveny glukometry a provadé¢ji kontroly glykémii formou selfmonitoringu.
Je n¢kolik schémat pro kontroly glykémii. Doporucuje se bud’  denni méteni 3 — 4 hodnot
nalac¢no a po jidlech nebo méfeni tzv. velkého glykemického profilu 1 x tydné, pfi némz
pacientka méfi glykémie nalacno, pied hlavnimi jidly, hodinu po hlavnim jidle a dale ve
vecernich a nocnich hodinach. Vedle velkého profilu je méfen jesté 1-2 x v tydnu maly

glykemicky profil se dvéma az tfemi hodnotami glykemie denné.

Kontraindikaci gravidity jsou Spatnd metabolickd kontrola diabetu s vysokymi
hladinami glykovaného hemoglobinu a diabeticka nefropatie. Absolutni kontraindikaci je
postizeni velkych cév (koronarnich arterii a cév zejména na DK).

Soucasti prekoncepéni péce by mélo byt také vySetfeni genetické. Pii neplanované
gravidité se genetické vySetfeni doporucuje co nejdiive po zjisténi pozitivity téhotenského
testu.

Zeny s diabetes mellitus maji taktéZ vyssi riziko téhotenskych komplikaci, jako jsou

pre-eklampsie, proteinurie a polyhydramnion.

V ramci terapie jsou pacientky s diabetes mellitus I. typu 1é€eny humannimi insuliny
intenzifikovanymi rezimy snejméné 3-4dennimi davkami insulinu nebo insulinovymi
pumpami. Otazkou je pouzivani insulinovych analog, které zatim v naSem evropském regionu
neni jednoznaéné doporuceno /5/. Pokud se prokdze bezpecnost insulinovych analog pro plod,
bude mozné jejich pouzivani v t€¢hotenstvi doporucit.

Insulin je tradi¢né volba ¢islo 1 pii 1é¢bé diabetes mellitus 1. typu v téhotenstvi. Je to

nesynteticky preparat na hyperglykémii, kterou nemtizeme kontrolovat jen dietou. Insulin je



hormon s kli¢ovou roli v metabolismu sacharidi, tuki i proteinti. Je to polypeptidovy hormon
ziskavany z veptfovych nebo hovézich slinivek zbaveny proinsulinu i nepatrnych piimési
pankreatickych bilkovin. Vysoce ¢isténé insuliny se nazyvaji ,,monokomponentni” a jsou
obvykle oznaCovany zkratkou MC. Smésné insuliny jsou piipravovany z insulinl
extrahovanych zobou uvedenych zvifecich druhti. ,,Lidsky” monokomponentni insulin
(humanni insulin) se vyrabi semisynteticky z vepfového insulinu (zaménou alaninu za
threonin v B-fetézci) nebo biotechnologicky pomoci pienosu rekombinantni DNA do buiiky
Escherichia coli nebo Saccharomyces cerevisiae.

Insulin je rozkladan v gastrointestindlnim ustroji, a proto se musi aplikovat
parenteralné: aplikace do podkozi je nejvhodngjsi a nejCastéji pouzivana. Misto aplikace
ovliviiuje rychlost vstfebavani insulinu a tim i rychlost nastupu jeho u¢inku: nejrychleji se
vsttebava po aplikaci do podkozi na bfichu, pomaleji na pazi, na hyzdich a nejpomaleji
z podkozi na stehnech (rychleji po cviceni). Zplsob aplikace insulinu urcuje zvolena 1é¢ebna
taktika podle typu onemocnéni, klinického stavu a osobnosti nemocného. Je tieba zvolit
takovy zptisob podavani insulinu, aby se doséhlo co nejlepsi kompenzace diabetu co nejnizsi
davkou insulinu pfi co nejmensim naruSeni bézného zivotniho rezimu diabetika. Nezbytnym
pozadavkem je dodrzovani vhodné diabetické diety i1 pravidelné fyzické aktivity.

Ptipravky insulinu jsou charakterizovany jednak u¢innosti na snizovani glykémie
(tj. pocet mezinarodnich jednotek), jednak zacatkem a dobou ptisobeni (tj. nastup a konec
ucinku, pficemz maximalni Gc¢inek je asi v poloviné doby ptisobeni). U nas dostupné insuliny
obsahuji nejcastéji 40 jednotek (IU) v 1ml, zacinaji se pouZivat insuliny, které obsahuji
100 jednotek (IU) v 1 ml.
Podle doby ptisobeni se insuliny rozdéluji do 3 skupin:
1) kratkodobé ptsobici insulin, tzv. rozpustny insulin, s rychlym nastupem uc¢inku za 15-
30 minut, vrcholem U¢inku za 2-4 hodiny a jeho trvanim 6-7 hodin.
2) Intermediarni, sttedné dlouhodobé plisobici insuliny, s nastupem uc¢inku za 1-3 hodiny
a jeho trvanim 7-24 hodin.
3) Dlouhodobé¢ puisobici insuliny, s pozdéjsim nastupem ucinku za 3-4 hodiny a jeho
trvanim po dobu 24 hodin i déle.
K dispozici je mnozstvi piipravkd, jejichZ slozeni nebo pfipadné kombinace poskytuji fadu
moznosti modifikace 1é¢ebnych rezimii.
Insulin neprochéazi placentou, jestlize ano, tak pouze jako komplex insulin-protilatka
(jediné ma-li matka protilatky proti insulinu). Insulin mtize zptsobit fetalni makrosomii, ktera

je rizikovym faktorem fetdlniho Gmrti, pravdépodobné kvili zvySené spottebé kysliku /7/.



Fetalni makrosomie se vyskytla u zen s vysokou hladinou insulinu v pupeénikové krvi a
amniové tekutin¢ /7/. Vysoké hladiny fetdlniho insulinu jsou nasledkem matefské
hyperglykémie spi$ nez diisledkem terapie insulinem, protoze glukéza prochazi placentou a
zpisobuje fetdlni hyperinsulinémii. Cilem 1écby insulinem je substituce endogenni sekrece.
Endogenni sekrece je komplexni proces, ktery zavisi na jidle, fyzické aktivit¢ a aktivit¢ jinych
hormonti. Nejlepsi substitu¢ni metodou je pouziti insulinové pumpy.

Insulinova analoga- abychom dosahli hodnot normélni glykémie, subkutanni aplikace
exogenniho insulinu by méla mit podobnou farmakokinetiku jako insulin secernovany
z pankreatu zdravych lidi. To znamena, rychly narast insulinové koncentrace, kratka doba
trvani insulinového peaku a rychly pokles insulinémie po aplikaci kratkodobé ptisobicich
insulintl a navic insulinémie bez peaku u dlouhodobé plisobicich insulinil. To jsou vlastnosti,
které by mé¢l insulin mit, aby se co nejvice podobal insulinu secernovaného z pankreatu
u zdravych lidi. Purifikovany praseci insulin a lidské insuliny nemaji tyto vlastnosti, proto je
snaha remodelovat insulinovou molekulu. Zménou primarni sekvence aminokyselin se zméni
terciarni struktura a zaroven se zméni doba vazby na insulinovy receptor /7/.

Lispro-insulin je ptipraven metodami genové technologie, které umoziuji cilené
pozménéni sekvence aminokyselin na urCité pozici v molekule humanniho insulinu, a tak
ovlivnit uvolovani latky z mista injekce.Lispro-insulin méd zménu sekvence 28. a 29.
molekuly. Jedna se o vyménu prolin-lysin za lysin-prolin. Timto se insulin stava vice podobny
IGF-1 a jeho afinita ktvorbé diméri a hexaméri se sniZzuje/7/. Farmakokinetika
lispro-insulinu je vice podobna insulinové odpovédi zdravého €loveka. Vzestup insulinové
koncentrace je rychlejsi nez u normalniho insulinu. Zaroven peaky koncentrace insulinu jsou
vys$i. Lispro-insulin dokaze lip zvladnout postprandidlni hyperglykémie nez normalni insulin
bez rizika hypoglykemie /7/. To vede klepsi kontrole glykemie. Lispro-insulin se ze
subkutanniho depa uvoliuje rychleji, nez je tomu po subkutanni injekci roztoku ptirozeného
humanniho insulinu: maximalni koncentrace v plazmé je dosazeno zhruba za 40 minut a
koncentrace je cca trojndsobna oproti situaci po podani normalniho insulinu v téze davce;
ucinek trva zhruba 3 hodiny /13/. Oproti molekule normalniho insulinu zména sekvence
aminokyselin snizi schopnost molekul agregovat a vytvofit hexamery. Zatimco hexamery se
musi nejdiive rozpadnout na dimery a potom na monomery, je lispro-insulin ve tkani

k dispozici piimo ve form¢ monomeru a mize rychle oddifundovat.
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Graf 1: Farmakokinetika sekrece endogenniho insulinu a exogenniho humanniho

insulinu. Prevzato z /7/.

Jedna z prvnich studii je z roku 1999/7/, kdy 42 téhotnych Zen nahodné dostalo bud’
lispro-insulin nebo normalni insulin. U lispro-insulinu byl snizeny vyskyt hypoglykémie a
insulin a C-peptid byly niz§i. HbAc, glykemie nala¢no a po jidle byly podobné v obou
skupinach. Ani lispro-insulin, ani normdlni insulin se neobjevil v pupe¢nikové krvi a
mnozstvi insulinovych protilatek bylo stejné v obou skupinach. V zadné skupiné nebyly
pozorovany malformace plodu.

Ani dalsi retrospektivni studie (138 t€hotnych lécenych normalnim insulinem a 75
téhotnych lécenych lispro-insulinem) nepoukézaly na fetdlni abnormality. HbAc u lispro-

insulinu byla signifikantné nizsi a pacienti byli vice spokojeni s terapii/7/.



Test embryotoxicity lispro- insulinu

Na zéklad¢ soucasnych znalosti o farmakokinetice a vzhledem k nedostatku informaci
o vlivu lispro-insulinu na intauterinni vyvoj ¢lovéka jsme se rozhodli provést jeho
screeningovy test. Volba na lispro-insulin padla diky spolupraci s Teratologickou informacni
sluzbou, v jejimz ramci je lispro- insulin ¢asto dotazovanym lé¢ivem.

Prikaz teratogennich ucinkl chemickych latek u clovéka je velmi obtizny, nebot
vysledny efekt je zavisly na fad¢ faktord, jako je chemicka struktura slouceniny, délka jejiho
pusobeni, zptisob podani, distribuce k cilovym tkdnim, metabolickéd transformace i rychlost
exkrece. Kromé toho jen vyjimecné je vyvijejici se organismus vystaven vysokym davkam
jedné slouceniny, zpravidla jde o spoluptisobeni vice latek najednou. Navic z pochopitelnych
diivodll je testovani l1éCiv na te€hotnych Zendch zcela nepfipustné. Proto byla v teratologii
vyvinuta cela fada metod, umoznujici alternativni testovani. My jsme na Odd¢€leni histologie
a embryologie 3.LF UK zvolili metodu CHEST (Chick Embryotoxicity Screening Test),
nebot’ jde o metodu zde velmi dobie zavedenou. Rozpracoval ji prof. Jelinek se svymi
spolupracovniky. Je to metoda jednoduchd, rychla a nendro¢nd na laboratorni vybaveni.
Hlavni vyhodou je, Ze cely vyvoj kuieciho embrya probihd in ovo, a proto s metabolismem
testované latky nijak neinterferuje matefsky organismus, jak je tomu u cCastéji pouzivanych
laboratornich savcii. Navic je mozny piisny vybér experimentalniho materidlu, piesna

aplikace testované latky a k hodnoceni vysledki se uziva kvantitativniko parametru.

Nasi pracovni hypotézou bylo, ze vliv lispro- insulinu na vyvoj plodu se nelisi od

bézn¢ uzivanych huménnich insulind.
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Metoda

Pro testovani jsme zvolili geometricky se snizujici koncentraci lispro-insulinu ve
vodném roztoku: pro skupinu casnych vyvojovych stadii — 0,01 pg, 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng
a 0,001 ng/1 ml roztoku. Pro skupinu starSich vyvojovych stadii — Ing, 0,1 ng, 0,01 ng
a 0,001 ng/1 ml roztoku. VSechny vzorky byly pfipraveny a zpracovany ve stejné laboratofi.

V prvni fazi metody — CHEST I — jsme hledali pdsmo embryotoxicity, tedy takovou
davku, ktera ohrozuje plod umrtim nebo malformaci. Oplodnéna slepi¢i vejce (White
Leghorn) byla inkubovana v horizontdlni poloze pifi teplot¢ 37 °C a relativni vlhkosti
40- 60 % po dobu dvou dni. Tésn& pred aplikaci testované latky byla vejce oteviena
standardni okénkovou metodou, umoziujici u embryi zkontrolovat vyvojové stadium
a normalitu vyvoje. Vyftadili jsme mrtvé plody a vejce neoplozend. Pouzity byly pouze
zarodky morfologicky normalni a ve vyvojovych stadiich HH 10- 11 (vyvojova stadia dle

Hamburgera a Hamiltona /2/, viz tab.1) zbyld embrya byla z testu vyfazena.

Tabulka 1: Stadia vyvoje kufeciho embrya dle Hamburgera a Hamiltona

Stadium Stari plodu Pocet Popis
(hod.) somitl
9 29- 33 7 PFitomny primarni optické vacky. Parové zaklady

srdce zacinaji splyvat.

10 33-38 10 Prvni somit mizi (a nepocita se do po¢tu somitl
v nasledujicich stadiich). Prvni naznak hlavového
ohnuti. Jsou jasné viditelné tfi mozkové vacky.

Optické vacky nejsou pfi bazi zaskrcené. Srdce je

lehce naklonéno doprava.

11 40- 45 13 Lehka kranialni flexura. Je zfetelnych 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 staci vlevo. Pfedni neuroporus uzavien.
Naznacen telencephalon. Jsou dobfe vyvinuté
primarni optické vacky a o¢ni stopka. Sluchova

jamka je hluboka a Siroce oteviena. Srdce ma lehce

esovity tvar. Hlavovy zahyb amnia pfekryva celou
oblast pfedniho mozku.
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Obrazek 1 : Kureci embryo staré 48 hodin
prevzato z /2/ a modifikovano.

24- telencephalon, 25- piedni stievo, 26- diencephalon,
27- mesencephalon, 28- myelencephalon, 29- somity,
30- arteria vitellina, 31- ocasni konec, 32- méfena
vzdélenost

Plodim ve stadiich dle HH 10-12 jsme sklenénou
mikropipetou pod mikroskopickou kontrolou aplikovali
subgerminalng, do blizkosti kaudalniho
morfogenetického centra, 3 pl roztoku lispro-insulinu
v takové koncentraci, aby vzdy 6 plodu bylo injikovano
stejnou koncentraci. Poté jsme vejce uzavieli krycim
sklickem pfipevnénym k vejci parafinem a nechali dale
inkubovat.

Po 24 hodinové inkubaci jsme vejce znovu
otevieli a okularnim mikrometrem méfili vzdalenost
mezi arteria vitellina a koncem ocasu, ktera odpovida
noveé vytvorené casti trupu, jako funkci kaudalniho
morfogenetického centra. Nevyvinuti arteria vitellina
jsme hodnotili nulou. Pro kazdou koncentraci jsme

ziskali Sest hodnot, z nichZ jsme stanovili medién.

Mediany jsme zanesli do grafu, ve kterém je na abscise oznacena koncentrace a na
ordinaté délka trupu (graf 2). Zacatek padsma embryotoxicity se odhadne jako interval
mezi posledni neefektivni davkou a prvni uc¢innou davkou, kterd je nédsledovéna dalSim

trvalym sestupem v grafu.
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Obrazek 2: Vyvojova stadia kurecich zarodkt dle Hamburgera a Hamiltona

ptevzato z /2/ a modifikovano

Druhd faze metody- CHEST II- slouzi k verifikaci ptfedchoziho odhadu na
pokrocilejsich stadiich vyvoje a k ur¢eni obdobi nejcitlivéj$iho na danou latku ve vztahu ke
koncentraci dané latky. Stejné tak je v této fazi mozné hodnotit Cetnost jednotlivych typt
malformaci. Jednotlivé davky lispro-insulinu jsme aplikovali ve druhém inkubacnim dni
(kazdou koncentraci u deseti vajec) a hodnotili typ a zdvaznost embryotoxicity. VSechna vejce
jsme nechali od aplikace dale inkubovat az do devatého dne. Béhem této doby jsme provadeli
kazdodenni kontroly, pti kterych jsme vyfazovali mrtvé plody a pficinu jejich umrti
zaznamenavali. Po deviti dnech inkubace jsme kazdy plod zvézili a standardnim zptsobem
prohlédli. Po prohlédnuti zevni morfologie jsme provedli pod kontrolou preparacniho
mikroskopu pitvu srdce, pii niz se ozfejmila i pfipadna mald komunikace mezi pravou a levou
komorou. VSechny objevené vady a tiimrti plodu jsme zaznamenali. Ze ziskanych vysledk
v druhé fazi jsme vypocitali pravdépodobnost pro umrti nebo malformaci plodu vzhledem ke

koncentraci lispro-insulinu.
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Vysledky

Podle vySe uvedeného hodnoceni jsme v prvni ¢asti experimentu CHEST I odhadli, Ze

pasmo embryotoxicity lispro-insulinu za¢ina v intervalu koncentrace 107a 10,

N D
o o
I ]

|

Délka trupu (pmm)
N w
o o

-
o o
L

9 -8 -7 -6 -5
log davky

Graf 2: CHEST I - odhad pasma embryotoxicity.

Zaneseny jsou medidny spocitané z jednotlivych naméfenych délek nové tvofenych casti
trupu (pmm) v zavislosti na aplikované déavce lispro-insulinu. Odhadnuté pasmo
embryotoxicity lispro-insulinu za¢ina v intervalu koncentrace 107 a 10, tedy mezi posledni
neefektivni davkou a prvni uc¢innou davkou, kterd je nasledovana dalSim trvalym sestupem

v grafu.
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Vysledky CHEST II (graf 3) jsou ziskané aplikaci davek lispro-insulinu v odhadnutém
pasmu embryotoxicity ve druhém dni. Embryotoxicky efekt lispro-insulinu u 2 dennich

zérodki je v rozmezi 10® az 10”. Davka 107 byla pro kufeci zarodky davkou letalni.

0,9 -
0,8
0,7 1
0,6 1

0,4 ¢
0,3 -
0,2 -
0,1

log davky

Graf 3: CHEST II — embryotoxicky efekt lispro-insulinu
Zobrazeno je pomérné zastoupeni mrtvych a malformovanych plodii v zavislosti na davce. P-

proporce poskozeni.

davka(log) N D M P srdce trup oko mozek
-6 10 4 6 1 2 6 2 0
-7 10 2 8 1 2 7 3 1
-8 10 1 3 0,4 0 3 1 0
-9 10 1 4 0,5 2 1 1 2
Psyst 0,2 0,58 0,24 0,1

Tabulka 2: CHEST II- embryotoxicky efekt lispro-insulinu, spektrum malformaci
Zaznamenany jsou jednotlivé druhy vad.

N- celkovy pocet aplikovanych plodi, D- pocet mrtvych plodi, M- pocet malformovanych
plodt, P- proporce malformovanych nebo mrtvych plodd, P syst- proporce postizeni
jednotlivych orgénovych systémt u zivych ploda v ramci jedné koncentrace, srdce- postizeni
kardiovaskularniho systému, trup- postizeni trupu, oko- postizeni oka, mozek- postiZeni

centralniho nervového systému
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Diskuse

Vysledek CHEST I ukazal, ze pasmo embryotoxicity u kufecich zarodkl za¢ind mezi
koncentraci 107 az 10° . Zdat popisujicich distribuci latek v matefském a fetdlnim
kompartmentu u savct lze odhadnout, ze sav¢i embryo bude postizeno pii davce ziskané
z CHEST I nasobené 107 /11/. To by v nasem p¥ipadé znamenalo davku vy3si nez 10 ng/kg
mateiské vahy. Bézn¢ uzivana celkova denni davka je 30 IU (mezindrodnich jednotek). Coz je
dle propoctu 300 pg, za predpokladu ze 1 pg je 0,1 IU. Celkova denni davka je o jeden tad
niz$i nez je horni mez pdsma embryotoxicity. A proto je mozné piedpokladat, ze podavani
lispro-insulinu v Casnych fazich téhotenstvi nebude mit embryotoxicky ucinek. Tomuto
vyrazn¢ ptispiva fakt, Ze insulin sdm o sob& neprochazi placentou.

Pii hodnoceni CHEST 1I jsme zjistili, Ze vyssi stadia jsou citlivéjsi. Lispro-insulin
zpusoboval nej€astéji rumpless syndrom, ktery se vyskytoval u 45 % Zivych ploda (ptehled
vSech vad udava tab.2). Jednd se o sakralni agenezi plodu, v podstaté jde o frustni formu
syndromu kaudalni regrese. Z malformaci srdce se nejcastéji vyskytoval defekt septa komor
pritomny u 13 % vSech zivych plodd. Z ostatnich vad byla castéji zastoupena
mikroftalmie 23 %. Celkem 39 % Zivych plodi bylo postizeno vic neZ jednou vrozenou
vadou.

V porovnani s dfive testovanymi insuliny (insulin ARMOUR USA, insulin VUFB
Czechoslovakia) prof. Jelinkem a spolupracovniky /14/ je studované pasmo embryotoxicity u
CHEST 1 v rozmezi 0,03-3 ng /14/, coz je o tad posunuto k vys$sim davkam oproti naSemu
zjisténému zacatku pasma embryotoxicity, které je v rozmezi 0,1-1 pg. V ptipadé CHEST II
se vysledky fadoveé shoduji: 0,003-0,03 pg /14/, nas vysledek: 0,001-0,01 pg. Z toho vyplyva,

ze pouzivani lispro-insulinu mtize byt doporuceno.
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Souhrn

Procento pacientek s diabetes mellitus 1. a II. typu tvoti v populaci téhotnych 1,5-2 %.
Dobra metabolickd regulace hladiny krevni glukosy je preventivnim faktorem spontannich
abortl, malformaci a makrosomie plodu. Cilem 1é¢by diabetu v téhotenstvi je
normoglykémie. Zakladem terapie je 1écba huménnim insulinem. Insulinova analoga nejsou
zatim v naSem evropském regionu jednoznacné doporucena. AvSak se zda, ze vramci
kontroly hladiny krevni glukosy, je vyhodnéjsi pouzivani insulinovych analog. Lispro-insulin
Iépe reguluje postprandidlni hyperglykémii nez humanni insulin, a zéroven bez rizika
hypoglykémie. Dalsi vyhodou je snizeni vyskytu noc¢nich hypoglykémii, které jsou u
pacientek s diabetes mellitus I. typu pii 1é€be humannim insulinem c¢astéjsi.

Vysledky testu metodou CHEST ukézaly, Ze pouZivand denni davka insulinu je o 1 fad
niz§i nez je horni mez pasma embryotoxicity. Vzhledem k obecné nejisté exploraci dat
ziskanych na jinych zivociSnych druzich na ¢lovéka, je pochopitelné nutné tento vysledek

interpretovat opatrné.
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Summary

Percentage of pregnant female pacients with diabetes mellitus I type and II type is
between 1,5-2 %. Sufficient metabolic regulation of blood glukose level is a prevention for
miscarriage, malformations and macrosomy of the fetus. The aim of diabetes treatment during
pregnancy is normoglycemia. Its main tool is human insulin treatment. Insulin analogs are not
yet recommended in Europe. However it seems that their use is more efficient for control of
glycemia. Lispro-insulin mainly regulates postprandial hyperglycemia and does it better then
human insulin and without risk of hypoglycemia. Another benefit is lowered risk of
hypoglycemia during night, which bothers most patient with diabetes 1. type, treatment with
human insulin.

Result of CHEST test proved that use of daily dose of insulin is lower by one order of
magnifule than is limit of embryotoxicity range. Due to species exploration of data obtained

from other animal species to men it is understandable to interpret the results with caution.
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