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Uvod

Deprese je bézné onemocnéni zen fertilniho véku. Celozivotni
prevalence je 10-25 procent s maximem mezi 25. - 44. rokem.

9 procent Zen ma v téhotenstvi depresivhi symptomy, mezi
které patfi Unava, zmény spanku, chuti kjidlu, nékdy tézko
odliSitelné od bé&Znych projevl v téhotenstvi. Mezi rizikové
faktory vzniku deprese patfi: predchozi depresivni porucha,
mladsi vék, omezena socidlni podpora, Zivot o samoté, vétsi
pocet déti, manzelsky konflikt, ambivalentni vztah ke gravidité.
Farmakoterapie deprese v téhotenstvi je velkym problémem pro
gynekologii a porodnictvi. Terapie vychazi z posouzeni rizika
a uZitku pro matku a dité. Nelé¢end deprese v t&hotenstvi mize
vést k feto-placentarni dysfunkci, predéasnému porodu,
abortim, rdstové retardaci a nefekanym perinatalnim
komplikacim. Na druhé stran& terapie muiZe vyvolat vznik
malformaci, symptomUd z odnéti a zhor&eny neuropsychologicky
vyvoj. (13) Existuje mnoho studii, které dokumentuji bezpecnost
tricyklickych  antidepresiv. a SSRI, ale c¢inek novych
psychofarmak je zatim malo zdokumentovany.

Ve své diplomové praci se vénuji testovani mirtazapinu
na vyvijejici se zarodek. K testovani jsme pouzili metodu
CHEST 1II - chick embryotoxicity screening test.

Cilem prace je prokazat bezpecnost wuziti mirtazapinu
v t8hotenstvi, ptipadné odhalit jeho teratogenni pusobeni

na vyvijejici se zarodek.



1. Teratologie a zakladni pojmy

Teratologie je nauka o vrozenych vadach, tj. o defektech
organizmu, jez vznikaji v disledku negativniho plsobeni zevnich
faktord na individudlni vyvoj. Vrozend vada znamenda trvalou
odchylku struktury, funkce c¢i biochemizmu, presahujici meze
normalni variability druhu, jez vznikla prenatalné narusenim
vyvojového procesu a svého nositele znevyhodniuje vzhledem
k ostatnim jedincdm. Podle toho dé&lime vrozené vady
na strukturalni, funkcéni a biochemické. (1) V soucasnosti je
teratologie rychle se vyvijejici obor. DileZitosti nabyl v 60. letech
po thalidomidové aféfe, pocet praci zkoumajicich efekt
jednotlivych farmak prudce stoupa. V souCasné dobé se
teratologie diferencovala do tfi vzajemné nezastupitelnych
sméru. Epidemiologického - sledujiciho a analyzujiciho vyskyt
vyvojovych vad v prostoru a case, klinického - klinicky
terotolog je clenem tymu prenatalnich poraden, kde se ucastni
patrani po Skodlivych vlivech vyvolavajicich vyvojové vady
a planovani dalSiho téhotenstvi, a konecné experimentalniho.

(1)

1.1. PFi¢iny vrozenych vad

PriCiny vrozenych vad je mozno rozdélit na genetické faktory
(chromozomalni aberace) a faktory prostredi (léciva, viry
a fyzikalni faktory). Mnoho vad ale vznika spoleénym plsobenim
genetickych a zevnich faktord na podklad® multifaktoridlni
dédi¢nosti. Z grafu ¢. 1 vyplyva, ze vétSina, tedy 50-60%
vyvojovych vad, je neznamé etiologie, u 20-25% je etiologie
multifaktorialni, z 6-7% jsou pri€¢inou chromozomalni abnormity,

v 7-8% mutantni geny a v 7-10% faktory prostredi. (2)
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Grafické znazornéni pricin vrozenych vad clovéka

O neznama etiologie 50-60% B multifaktoridlni dédi¢nost 20-25%
O chromozomove abnormity 6-7% O mutantni geny 7-8%
B faktory prostfedi 7-10%

Graf C. 1: Grafické znazornéni pFicin vrozenych vad clovék
(Prevzato z 2)

Citlivost k teratogennim agens se méni v zavislosti na vyvojovém
stadiu v dobé expozice. V Casnych fazich embryogeneze -
tj. pfed implantaci - pusobeni $kodlivych faktorl nevede
k lokalizovanym defektim. Nasledkem je bud smrt zarodku,
nebo jeho preZiti bez nasledki kromé& lehkého zpoZzdéni
vyvojového schématu - odpovéd vsSe, nebo nic. NejcitlivéjSim
obdobim pro indukci strukturalnich defektl a orgédnovych soustav
je obdobi organogeneze, které je charakterizovano segregaci
bunéénych populaci do primordii tvoricich budouci organy. (3)
Nasledujici tabulka ¢. 1 ukazuje mozné poskozeni plodu
teratogenem béhem jednotlivych period prenatalniho vyvoje.
Tuénym pismem je naznacena vysoce senzitivni perioda - citliva
perioda, béhem které dochazi ke vzniku tézkych vrozenych vad.
Kurzivou je naznacenda méné senzitivni perioda, kdy se mohou
vyvinout jenom drobné defekty. (TA - truncus arteriosus, ASD -
atrialni septalni defekt, VSD - ventrikularni septalni defekt.) (2)



Tabulka ¢. 1: Mozné poskozeni plodu béhem intrauterinniho obdobi
(Prevzato z 2)

perioda déleni
zygoty a implantace

F 3 | a4 [ 5 T 6 [ 7 T 8 9 1 16 32 | 38

defekty neuralni trubice mentalni retardace CNS
TA, ASD, VSD srdce

amelie/meromelie horni koncetiny

amelie/meromelie dolni kondetiny
rozstép rtu | horni ret
nevnimavé k nizko nasazené usi a hluchota usi
teratogenezi - smrt mikroftalmie, katarakta, glaukom oci
zérodku a spontanni hypoplazie a 2uby
abort zabarveni skloviny
rozstép patra patro [ |
maskulinizace Zenskych
genitalii

TEZKE VROZENE VADY | FUNKCNI DEFEKTY A DROBNE ANOMALIE

hlavni embryonalni obdobi (tydny) fetalni perioda (tydny)

zevni genitélie

1.2. Vymezeni pojmu — embryotoxicita, teratogen, pasmo
bezpecnosti

Embryotoxicita - je obecnou vlastnosti zevnich faktord a méze
zpUsobit vyvojovou vadu, rdstovou retardaci nebo smrt zarodku.
Vykazuje vzdy pozitivni zavislost na davce. Incidence
poskozenych zarodkl zpo&atku stoupd v zavislosti na intenzité
embryotoxického impulzu, ale po dosazeni urcitého limitu jejich
absolutni pocet klesd a malformované zarodky jsou vystfidany
zarodky mrtvymi.

Teratogenicita je schopnost latky vyvolat vyvojovou vadu.
Teratogen byva definovan jako faktor vyskytujici se v prostredi
v takovém mnozstvi, které v exponované Casti populace
vyznamné zvysi vyskyt projevi embryotoxicity nad jejich bazalni
frekvenci v populaci neexponované.

Pasmo bezpecnosti je rozdil mezi zacdtkem pdasma

embryotoxicity a pravdépodobnou davkou expozicni. (3)

1.3. Vyzkum teratogenity

Dukaz teratogennich G&inkd chemickych latek u ¢lovéka je velmi

obtizny, nebot vysledny efekt je zavisly na Fadé faktord, jako je



chemickd struktura slouc¢eniny, délka jejiho plsobeni, zplsob
podani, distribuce k cilovym tkanim, metabolicka transformace
i rychlost exkrece. Kromé toho jen vyjimecné je vyvijejici se
organismus vystaven vysokym davkam jedné slouceniny,
zpravidla jde o spoluplsobeni vice latek najednou. (1)

Podle FDA (Food and Drug Administration) délime latky do
nékolika kategorii:

Kategorie A: Latka u téhotnych zZen prokazatelné nevyvolava
poskozeni plodu

Kategorie B: Studie na zviratech jsou negativni, ale neexistuji
adekvatni studie u téhotnych Zen

Kategorie C: Studie na zvifatech zachytily nepfriznivy efekt
na plod, ale neexistuji adekvatni studie u téhotnych Zen
Kategorie D: Zahrnuje latky potencialné teratogenni, u nichz
terapeuticky efekt prevazi riziko vzniku malformace plodu
(propylthiouracil pfi tézkém onemocnéni stitné zlazy,
streptomycin pFi tbc a phenytoin u tézké epilepsie). Kdyz je latka
poddvana t&hotné Zené& nebo kdyZ Zena ot&hotni v pribé&hu
|éCby, je tfeba, aby ji Iékar na toto riziko upozornil.

Kategorie X: Zahrnuje latky v téhotenstvi zasadné
kontraindikované, protoZe zplsobuji abnormality u zvirat
i u Clovéka a potencialni riziko vzniku vady jasné prevazuje nad

ziskem z lécby. (1)

10



2. Testovani vlivu Mirtazapinu

2.1. Mirtazapin

Mirtazapin je z prvnich novych antidepresiv patricich do skupiny
NaSSA - noradrenergic and specific serotonergic
antidepressants. Ma& dualisticky UcCinek - blokuje a, receptory
noradrenergnich a serotoninovych neuront. Je antagonistou
i na histaminovych nervovych zakoncenich (sedace, zvySeni
télesné hmotnosti) a G¢inkuje slab& anticholinergné. PUsobi
antidepresivné, sedativné a hypnoticky a anxiolyticky. Indikaci je
deprese s insomnii, nechutenstvim, snizenim hmotnosti,
anxietou a sexualnimi dysfunkcemi, na které ma pozitivni vliv.
Nadéjny je ipro depresivné nemocné, ktefi jsou
farmakorezistentni k inhibitordm reuptaku  monoamind
a inhibitordm monoaminooxidazy. Klinické studie ukazali, Ze
mirtazapin ma lepsi ucinek nez placebo a srovnatelny efekt jako
tricyklickd antidepresiva - amitriptylin a klomipramin. Oproti
SSRI ucinkuje rychleji, proti TCA je Iépe snasen. Vyhodou
mirtazapinu je i blokdda 5-HT, a 5-HTs receptord, ¢imZ nepdsobi
nezadouci serotoninové ucinky jako SSRI. Jako nezadouci ucinky
se mohou objevit Unava, somnolence, zavraté, sucho v Ustech,
obstipace, zvySend chut kjidlu, zvysSeni télesné hmotnosti,
vzacné ortostatickd hypotenze, presmyk do manie, benigni
zvySeni  aminotransferaz, cholesterolu a triacylglycerold,
ojedinéle se mohou objevit kreCe, tfes nebo svalové zaskuby.
Zcela ojedinéle se mohou vyskytnout kozni vyrazky, Zloutenka
nebo poruchy krvetvorby, projevujici se zvysenou uUnavou,
horeckou, bolesti v krku a tvorbou modrin. Mirtazapin potencuje
Uc¢inek v8ech latek plsobicich tlumivé na CNS véetné alkoholu
a benzodiazepinl. Nesmi byt kombinovan s inhibitory MAO, které
by mély byt vysazeny 2 tydny pred zacatkem uzivani. (4,5,6)

Chemickou strukturu mirtazapinu znazorfiuje obrazek ¢.1.
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Obrazek ¢. 1: Chemicka struktura mirtazapinu

2.2. Dostupna data o uziti mirtazapinu v téhotenstvi

Mirtazapin ma malou molekuldrni hmotnost, proto se
predpoklada jeho dobry transport skrz placentarni bariéru. (11)
Jedna se o nové léCivo uzivané pri depresi, je tedy dostupnych
jen malo informaci o jeho efektu na vyvijejici se plod. V literature
je ale popsano néco malo studii téhotnych zen exponovanych
mirtazapinu.

Kessim a kol. publikovali kasuistiky dvou téhotnych zen
exponovanych mirtazapinu. Prvni Zena byla exponovana dlouhou
dobu pred téhotenstvim v kombinaci s trifluorperazinem,
vSechny gynekologické nalezy byly normalni, dité porodila
spontanné ve 40. tydnu téhotenstvi, bez zjiSténi pritomnosti
vrozené vyvojové vady.

Druha Zena brala mirtazapin v kombinaci s triflorperazinem po
dobu 4 tydnU té&hotenstvi, vdechny gynekologické nalezy byly
normalni. Porod probéhl cisafrskym fezem pro predcCasné
odlouceni placenty v 39. tydnu. Dité trpélo do 5. tydnu
gastroezofagealnim refluxem, jeho vznik ale nebyl pfipisovan
ucinku mirtazapinu. (8)

Yaris a kol. publikovali kazuistiku 9 téhotnych Zzen - 5 uzivalo
mirtazapin v kombinaci s ostatnimi psychofarmaky a 4 zZeny
samostatné mirtazapin v davce 30-60 mg/den po dobu

v priméru 1-12 gesta¢nich tydnl. Terapie byla indikovand jiz
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pred téhotenstvim a byla vysazena na prani téhotnych kromé
jednoho pfipadu, kdy byla indikovana interrupce ze strany
matky. VSechny gynekologické a sonografické nalezy byly
normalni. D&ti byly sledovany v pribé&hu jednoho roku a nebyly
nalezeny zadné vyvojové vady. (9)

Sokolover a kol. popsali pripad dvojcat, kdy matka byla lé¢ena
mirtazapinem po celou dobu trvani téhotenstvi. Déti se narodily
v 35. tydnu téhotenstvi cisarskym rezem. Oba novorozenci trpéli
mirnou az stfedni hypotermii (35,8-36 °C). V&echny pfi¢iny
hypotermie jako sepse, meningitida, encefalitida a malnutrice
byly vylouceny. Autori dospéli k zavéru, ze pri¢inou hypotermie
bylo uzivani mirtazapinu v téhotenstvi. Ten pravdépodobné
inhibuje termoregulacni centrum v hypotalamu. Po vylouceni
mirtazapinu z téla po 10 dnech hypotermie vymizela. (11)

Dal$i studie publikovand kolektivem autorl v The Journal of
Clinical Psychiatry se zabyvala porovnavanim skupin zen, které
byly béhem téhotenstvi exponovany mirtazapinu, jinym
antidepresivim a neteratogennim farmakdm. Ve skuping, ktera
byla |é¢ena mirtazapinem, bylo 106 zen. VétsSina zen byla
exponovana v prib&hu prvniho trimestru a asi 25% zen bylo
exponovano v prib&hu celého t&hotenstvi. Ze skupiny se
77 zenam narodilo zdravé dité bez malformaci, u 20 Zen
téhotenstvi skoncilo spontdnnim abortem, 6 Zzen pristoupilo
k umélému prerusSeni téhotenstvi, dvé déti mély malformace
a jeden plod byl porozen mrtvy. Pri pozorovani se zjistila vyssi
incidence spontdnnich potratd ve skupind Zen uzivajicich
mirtazapin (19% oproti 11% u zen s neteratogennimi farmaky)
a bylo zaznamendno zvydeni poctu predéasnych porodl (10%
oproti 2% u zen s neteratogennimi farmaky), vyskyt malformaci
vSak zvysen nebyl. (12)

Nasledujici tabulka ukazuje dostupnd data z Teratologické

informacni sluzby (CZTIS) na Oddéleni histologie a embryologie
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3.lékarské fakulty UK v Praze téhotnych pacientek uzivanych
mirtazapin v prab&hu t&hotenstvi. Ze souboru 15 pacientek byl
u dvou pacientek pritomen spontanni abort, jedna pacientka
podstoupila umélé preruseni téhotenstvi, jedna pacientka
porodila predcasné a tri pacientky porodily v terminu. Tabulka
uvadi pohlavi, porodni hmotnosti a porodni délku. U osmy
pacientek nejsou dostupna data (jednd se o nové pacientky,

nebo pacientky, které jiz nekontaktovali CZTIS).

Tabulka €. 2: Tabulka téhotnych pacientek uzivajicich mirtazapin

Cislo pohlavi | porodni
pacientky | porod/abort/UPT | hmotnost | délka

02-0078 | spontanni abort
03-0111 | porodv 39.tydnu | F 3550 g | 52 cm
04-0035 -

05-0002 UPT
06-0095 -

07-0044 | porod v terminu - -
07-0104 -
07-0122 -
09-002 porodv 32+2 |M 1980g| 47 cm
08-0132 | abort do 20 tydnu
09-0112 | porod v 39tydnu | F 2600g | 46 cm
08-0206 -
09-0183 -
10-0070 -
10-0144 -

2.3. Popis metody testovani

Testovani toxicity mirtazapinu bylo provadéno metodou CHEST
(Chick Embryotoxicity Screening Test). Je to alternativni metoda,
kterd zahrnuje testovani embryotoxicity a teratogenity latek
na kurecich zarodcich. Metoda CHEST ma dvé zakladni faze.
CHEST I, kdy rostouci davky aplikujeme do zarodkl
na vyvojovém stadiu 10 a 11 podle Hamburgera a Hamiltona. Po

24hodinové inkubaci méfime pFirlstek nové tvorenych ¢&asti
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pomoci mikrometru. Méri se vzdalenost mezi aa. vitellinae
a koncem ocasu. Vyrazné zkraceni téla zarodku dokazuje, Ze
latka interferuje s funkci kaudalniho morfogenetického systému.
Pri pouziti metody CHEST II aplikujeme vzestupnou davku
intraamnialné, zarodky inkubujeme a hodnotime vyskyt mrtvych
a malformovanych embryi. Velkou vyhodou CHEST metody je
fakt, ze neni pritomen matersky organizmus, ktery by mohl
vysledky podstatné zménit. Zkresleni vysledkli by mohlo byt
zpUsobeno hlavné tim, Ze v matefském organizmu dochazi
k biochemické degradaci a tim i k metabolickym zménam
primarné podavaného farmaka. Metabolizmus pokusného zvirete
muUze byt zcela odli§ny od metabolizmu ¢&lovéka. Ve vysledku by
mohlo byt teratogenni plsobeni latky mylné& vysvétleno
metabolity, které se u ¢&lovéka vibec nevyskytuji, pokud je
teratogenese u ¢lovéka vysledkem plsobeni metabolitd.

Pri testovani teratogenniho Ucinku Iéciv Ize v zédsadé postupovat
dvojim zplUsobem. Bud' prepoéitdvdme maximalni ptipustnou
terapeutickou davku u cClovéka na vahovy ekvivalent pro zvolené
pokusné zvife a zkousSime, zda vyvolava malformace, nebo
zvolime nejnizsi embryotoxickou davku u pokusného zvirete a tu
porovhame s terapeutickou davkou u clovéka. Vzdalenost
zjisténé hranice teratogenniho pasma od maximalni terapeutické
davky je pak méritkem bezpecnosti pouziti [éCiva v praxi
s ohledem na mozny vznik vrozenych vad. (10)

Horni limit nespecifického efektu byl opakované vypocten jako
0,3=30%. To znamena, ze vSechny hodnoty nad tento limit jsou
davkou, pFi které signifikantné vzrdstd pocet mrtvych
a malformovanych zarodkad.

Prediktivni hodnota pro alternativni testovaci metodu CHEST je

v porovnani s oficialnimi testy na savcich 80%. (6)

15



Pro testovani embryotoxicity jsme pouzili metodu CHEST II. Pro
testovani jsme uzili 4-denni kureci zarodky, zivé a morfologicky
normalni ve vyvojovych stadiich HH 21-24 (vyvojova stadia dle
Hamburgera a Hamiltna - popis viz tabulka ¢. 3).

Na pocatku testovani bylo nezbytné vyradit vejce neoplodnéna,
zarodky mrtvé a malformované. Pritomnost zarodku ve vejci
jsme ovérovali prosvicenim. Polohu zarodku jsme si oznacili
kfizkem a propichli jsme vzduchovou bublinu, aby doslo
k poklesu obsahu vejce. Nad zarodkem jsme nasledné pomoci
brusky vyfrizli okénko a pinzetou odstranili membranu papyraceu.
Vyhodou okénka je, ze mame moznost pozorovat morfologické
zmény nebo umrti zarodku pred zaclenénim do vyzkumu, po
aplikaci, po dobu inkubace az do okamziku odebrani vsech
zarodk(. Pod preparaénim mikroskopem jsme ovéfili vyvojové
stadium kureciho zarodku a sklenénou mikropipetou jsme pod
mikroskopickou kontrolou aplikovali intraamnialné 3ul roztoku
mirtazapinu rozpusténého v DMSO (dimethyl sulfoxide) a 3l
roztoku mirtazapinu rozpusténého v DMSO a destilované vodé.
DMSO bylo uzito jako redidlo, protoze mirtazapin neni ve vodé
rozpustny. Nékteré zarodky jsme ponechali jako kontroly bez
aplikace jen s otevienim, nebo jsme jako kontrolu aplikovali
3ul DMSO, 3ul Ringrova roztoku, 3pul destilované vody a 10yl
Ringrova roztoku. Vytvorené otvory jsme prekryli sterilnim
sklickem a upevnili do parafinového ramecku. Zarodky jsme
inkubovali v termostatu v horizontalni poloze po dobu 5 dni pfri
teploté 37,5 °C. Kazdy den jsme kontrolovali pteZiti zarodkd. Po
5 dnech (9-denni zarodky) jsme znovu otevreli vejce (odstranili
jsme sklicko s parafinem), vSechny zarodky jsme zvazili
a zkontrolovali na pfitomnost malformaci jednotlivych organd.
Kontrolovali jsme normalni morfologii hlavy (mozkové vacky,

oblicej - zobdk, oci), koncetin, ocasu, uzavér dutiny Dbfrisni
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a hrudni a stavbu srdce. Vysledky jsme zaznamenali do

protokolu.

Tabulka ¢&. 3: Stadia kufecich zarodkd podle Hamburgera a Hamiltna
(Prevzato z 14)

vyvojové
stadium podle
Hamburgera a

Hamiltna

znaky

proximalni kon€etinové pupeny se zvétsuji, proximalni jsou Sirsi nez
21 delsi,
dolni zakfiveni zahrnuje lumbosacralni oblast, dorsalni obrys trupu
je pfimy nebo lehce zakfiveny, je zfetelna o€ni pigmentace
proximalni konetinové pupeny jsou stale symetrické, délka je
22 pravidelné shodna s Sitkou, ventralné vpravo zfetelné viditelny vacek
allantoidy,
cévni feCisté allantoidy nediferencovano

proximalni i distalni koncetiny o malo deldi, nez je jejich Sitka,
23 proximalni konetina sméruje ke kaudalni ¢asti zarodku,
pocatek diferenciace cévniho systému allantoidy

proximalni i distalni koncetiny zietelné& delSi nez Sirsi, prstova
destiCka zfetelné& vyznacena u distalni koncetiny, zfetelné
24 odskrcovani distalni koncetiny v ramenni oblasti, diferenciace
cévniho systému allantoidy, kterd dosahuje k distalni konéetiné nebo
ji pfekryva

na koncetinach jsou zfetelné loketni a kolenni spoje, zfetelna
prstova desti¢ka u proximalni kon&etiny, ale bez vyznaceni prstu, na
distalni koncetiné naznak mélkych zlabka ohranicujici treti prst - je
vSak prekryta allantoidou

25
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3. Vysledky testovani

V testovani jsme aplikovali nékolik skupin zarodka.

Prvni skupiné jsme aplikovali 3ul roztoku mirtazapinu
rozpusté&ného v destilované vodé a DMSO. Této skupiné zarodk{
jsme aplikovali davky 0,004ug, 0,04ug a 1,2ug roztoku ve 3pl
roztoku a 0,36pg roztoku v 10ul roztoku. Jako kontroly k témto
zarodkim jsme aplikovali 3pl a 10pl Ringrova roztoku. Vysledky
aplikaci ukazuji tabulky €. 4-9 v priloze.

Druhé skupiné zarodkl jsme pfi testovani rozpoustéli mirtazapin
pouze v DMSO, protoze jsme zjistili jeho Spatnou rozpustnost
v kombinaci s destilovanou vodou ve vysokych davkach. V této
skupiné jsme aplikovali 3pl roztoku o davce 0,03ul, 0,05ul,
0,1ul, 0,15pul, 0,2ul. Jako kontrolu jsme aplikovali 3pl DMSO
a 3ul destilované vody. Vysledky této skupiny jsou zaneseny
v tabulkach ¢.10-16 .

V druhé skupiné zarodkl jsme porovnavali statistickou
vyznamnost jednotlivych vad diagramem aritmetickych primérd
s 95% intervalem spolehlivosti. Predpokladali jsme, ze mezi
skupinou zarodkl, kterym jsme aplikovali 0,05pl roztoku,
a skupinou zarodkl, kterym jsme aplikovali kontrolni roztok
DMSO, neni statisticky signifikantni rozdil. Hodnoty jsme vynesli
do grafl ¢. 5-12, které jsou souldsti prilohy. Nade hypotéza se
nam potvrdila ve vsSech pripadech kromé malformace, ktera
postihovala bfini a hrudni sténu. Aritmetické prdméry obou
porovnavanych skupin se statisticky vyznamné lisi. Pri testovani
zadrodkl  aplikaci mirtazapinu v ddvce 0,05ug  dochazi
ke statisticky vyznamné nizSi pocetnosti malformaci bfisSni
a hrudni stény nez je tomu u aplikace kontroly DMSO.

Z grafu ¢. 8 vidime rozdil mezi malformacemi télni stény ve
skupiné zarodkl s aplikaci mirtazapinu a kontrolnich zarodkd. Ve

skupiné kontrolnich zarodk( bylo mnozstvi t&chto vad vy3si.
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3.1 Diskuse

Z vysledku, které jsou uvedeny v tabulkach ¢. 4-9 vyplynulo, ze
davky 0,004ug a 0,04pug mizeme povazovat za davky bezpeéné,
zatimco pri davkach 0,12ug a 0,36pg dochdazelo k umrti vic nez
50% zarodkl a zbylé zarodky byli malformované ve 100%. Tuto
skupinu vysledkl ale nemGzeme spravné interpretovat, protoZze
jsme empiricky zjistili, Ze ve vySsSich davkach nedochéazelo
k Uplnému rozpusténi mirtazapinu v DMSO s destilovanou vodou.
Proto bylo velmi obtizné stanovit, jaka davka se ve skutecnosti
dostala k zarodkim.

Druhé skupiné aplikaci jsme aplikovali roztok mirtazapinu
rozpusténého v DMSO. V této skupiné aplikaci jsme pouzili davky
0,03upg, 0,05pg, O,1pg, 0,15pug a 0,2ug. Jako kontroly jsme
pouzili 3upl roztoku DMSO a 3ul destilované vody. Souhrn
vysledk{ této skupiny ukazuje nasledujici tabulka &. 17. V kazdé
skupiné jsme hodnotili poCet a percentuelni zastoupeni mrtvych,
malformovanych zarodkd v jednotlivych davkach a zastoupeni

jednotlivych vad.

Tabulka ¢.17: Souhrn vysledki aplikaci roztoku mirtazapinu
rozpusténého v DMSO a kontrol

Dose of Solvent Body Number of Body
Mirtazipine Weight Dead Malform [CNS Eye Face Wall Limbs |Rump |Heart IUGR
T0/10
0,2ug v 3l DMSO 0 100% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10110
0,15ug v 3l DMSO 0 100% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
719 1/9 1/9
0,10ug v 3l DMSO 16352191 78% % 0 0 0 0 119% 0 0 0
13123 9123 2/23 4123 2/23 123 4123 2/23 1/23
0.05ugv3ul | DMSO | 1516822806 | 79, 39% 0 9% 17% 9% 4% 17% 9% 4%
2110 6/10 2110 6/10 6/10
0,03ug v 3l DMSO | 14886£119.87 | 50 60% 0% 0 60% 60% 0 0 0 0
KONTROLA 3pl 1126 13126 1126 13/26 3/26 3/26
DM 14787422
DMSO so 8,74229,35 4% 50% 4% 0 0 50% 0 12% 12% 0
4/6 476 36 1/6
KONTROLA 3yl 1590+133,98 0 0 0 0 0 0
destil. vody 67% 67% 50% 17%

Z této aplikace vyplyva, ze davky 0,15ug a 0,2pg jsou davky
letdlni, davka 0,05ug se rovna hodnoté LDso. Pfi davce 0,03ug je
po¢et mrtvych zarodk( maly, ale pocet malformovanych je
vysoky, coz by mohlo ukazovat na eventuelni embryotoxicitu

této aplikované davky. Z malformaci se ale v této skupiné
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vyznamné nachazely eventrace hrudni a DbfiSni stény
a malformace oblic¢eje. V porovnani s kontrolami, kdy jsme jedné
skupiné aplikovali 3yl DMSO a druhé skupiné 3pul destilované
vody, mUZeme fFict, Ze tyto malformace nebyly zplsobené ani
ucinkem mirtazapinu, ani uc¢inkem DMSO, protoze se vyskytovaly
i u kontrol sDMSO a destilovanou vodou. Vznik téchto
malformaci mohl byt zplsoben mechanickym UGéinkem, nebo
zménami béhem transportu (zmény teploty, vihkosti), pripadné
ucinkem jinych latek béhem chovu slepic.

Vyskyt mrtvych a malformovanych zarodkl, ktery neptesahuje
30%, neni vyznamny a mohl byt zptsobeny spontannimi vadami.
Vyskyt téchto spontannich vad, jako i neoplozenych vajec, byl
pomé&rné vysoky, coZ je pravdépodobné zplsobeno pfitomnosti
priliS starych nebo pfriliS mladych slepic v chovu, rocnim
obdobim, pfipadné jinymi podminkami, které nejsme schopni
ovlivnit.

Nasledujici graf €. 2 ukazuje zavislost mezi davkou a vyskytem
mrtvych a malformovanych zarodkl. Z grafu je ziejmé, Ze pfFi
nizSich davkach je vyssi vyskyt malformovanych a nizky vyskyt
mrtvych zarodkd, zatimco smérem k davkam vys$sim vyskyt vad
klesd a stoupd polet mrtvych zarodkl. Soucet mrtvych

a malformovanych zarodkd se zvys$ujici se davkou stoupa.
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Graf zavislosti mrtvych a malformovanych zarodki od davky
mirtazapinu
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Graf C. 2: Grafické znazornéni zavislosti davky mrtvych a
malformovanych zarodki

Z aplikaci dale vyplynulo, Ze toxickad ddvka u kufecich zarodkl je
podstatné vyssSi nez je doporucena denni terapeuticka davka,
kterd se pohybuje v hodnotach 40-60mg/24 hod. Pro bezpecnost
mirtazapinu dale svédci fakt, ze dostupné informace o uzivani
mirtazapinu v téhotenstvi nevykazuji negativni efekt na vyvijejici
se plod. Otazkou mdze byt plsobeni farmaka na vy&$i vyskyt
spontdnnich abortl a predéasnych porodd, pFipadné toxické
pUsobeni farmaka pfi intoxikaci matky.

Dale je potrebné si polozit otazku, jaka je distribuce latky
v materském organizmu. Jednd se o latku lipofilni, tim padem
prestupuje pres placentarni bariéru, ale je otazka, jaka davka se
ve skutecnosti dostane az k plodu. Distribuce farmaka
v organizmu je zavisld od mnoha faktord, jako je i zpUsob
uzivani farmaka s potravou. Proto se téhotnym uzivajicim
mirtazapin doporucuje Iék uzivat vzdy se stejnou potravou.

Graf €. 3 nam ukazuje zavislost davky a Uucinku. Pri vysSich
letdlnich ddvkadch dochdzi k umrti vdech zarodkl, postupné
smérem k niz&im davkam klesd pocet zarodkld mrtvych a stoupa

pocet zarodkd malformovanych.
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Zavislost ucinku Mirtazapinu na davce po podani 4 dennim zarodkim
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Graf C. 3: Grafické znazornéni zavislosti davky mrtvych a
malformovanych zarodki

V nasledujicim grafu muiZeme vidét spektrum malformaci
u jednotlivych davek. Nejcastéjsi malformaci byla eventrace
hrudni a bfisni stény (BODY WALL) a dale pak malformace
obliceje (FACE). Z méné cdcastych vad se vyskytovaly vady
centralni nervové soustavy (CNS)- mikrocefalie, anencefalie,
petechie a hematomy na kalvé, océi (EYE) - mikroftalmie
a anoftalmie, srdce (HEART) - defekty septa komor,
kardiomegalie, vady koncetin (LIMBS) - amelie, mikromelie,

a syndrom kaudalni regrese (RUMP).

Spektrum malformaci u jednotlivych davek

mCNs
mEYE
OHEART
OBODY WALL
mFACE
T
P JCE232 (WRUMP |
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o o0 NS YER
o 96\} (\\}g 9

Graf C. 4: Grafické znazornéni spektra malformaci u jednotlivych
davek
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Zaver

Na modelové populaci zarodk( kufete vystavenych c&inku
vzestupnych davek mirtazapinu ve 4. dnu inkubace, jsme urcili
davkovou zavislost projevi malformaci a usmrceni zarodka.
Hodnotili jsme polet zarodki mrtvych a malformovanych
a vyskyt jednotlivych malformaci.

Expozice 4-dennich zarodk( stoupajicim ddvkdm mirtazapinu se
jednoznacné projevila v letalité davky nad 0,15ug, pfi které
zemrelo vic nez 50 procent zarodkd, pti davce nad 0,15ug byla
letalita 100 procentni.

Malformacni zmény postihovaly vSechny organy se zvySenym
postizenim hrudni a bfisni stény, kde se vyskytovaly cetné
eventrace. Z CastéjSich vad byla jesté pritomna malformace
obliceje ve smyslu rozsStépu celisti a zkrizeného zobaku.
Vzhledem k cetnému vyskytu obdobnych malformaci u kontrol
nepredpokladame souvislost téchto malformaci s mirtazapinem
a pouzitym rozpoustédlem. Vyskyt té&chto vad mizeme pficist
véku slepic, roénimu obdobi, zménami béhem transportu, nebo
zménami v chovu slepic.

Z uvedenych vysledkd mZeme povaZzovat terapeutickou davku
mirtazapinu za bezpeénou. Otdzkou mize byt plsobeni farmaka
na vys&i vyskyt spontdnnich abortd a pred&asnych porodd,
pfipadné toxické plsobeni farmaka pfi intoxikaci matky.

Pro spolehlivé vysledky je ale nutné doplnit vysledky o uUcinek
mirtazapinu na dal$i vyvojova stadia 2- a 3-dennich zarodk( tak,

abychom pokryli véechna duleZitd vyvojova obdobi.
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Souhrn

Ve své diplomové praci jsem se vénovala Ucinku mirtazapinu na
vyvijejici se zarodek. V soucasné dobé jsou vyvijena nova léciva
pouzivana k terapii deprese. Mezi tyto léky patfi i mirtazapin.
Dokumentace rizika uzivani |éku v téhotenstvi je ale mal3,
a proto téhotné Zeny nemohou tyto léky uzivat pro nedostatek
dat o jejich vlivu na vyvijejici se zarodek. Casto se jednd o velmi
ucinna a dobre tolerovana lécCiva, proto je velmi Zzadouci doplnit
vliv 1éCiv na vyvijejici se plod.

Na vyzkum acinku mirtazapinu na vyvijejici se zarodek jsme
pouzili metodu CHEST (chick embryotoxicity screening test), kdy
jsme 4-dennim kufecim zarodkim aplikovali vzestupné davky
roztoku mirtazapinu rozpusténého v DMSO. Pouzité davky byly
0,2ug, 0,15ug, 0,1pg, 0,05ug, 0,03ug ve 3ul roztoku. K témto
zarodkim jsme pouzili kontroly, kdy jsme aplikovali 3ul DMSO
a 3yl destilované vody. Zarodky jsme inkubovali 5 dnU
v termostatu. 9. den jsme hodnotili zarodky mrtvé,
malformované a rovnéz spektrum vyskytujicich se vad.

Z naSich pozorovani jsme ziskali letdlni davku, ktera se
pohybovala nad davkou 0,15ug ve 3ul roztoku, a davku, ktera se
rovnala LDsg — 0,05ug ve 3ul DMSO. Nizsi davky byly bezpecné.
Tyto zarodky sice byli malformované, ale malformace se
vyznamné nelisSily od malformaci vyskytujicich se u kontrol.

Ve vyzkumu je ale nutné jesté pokraCovat a doplnit data o 2-
a 3-denni zarodky, abychom pokryli vsechna vyvojova obdobi
a mohli prohlasit uzivani mirtazapinu v téhotenstvi za bezpecné.
Vzhledem k nejisté extrapolaci dat ziskanych na jinych
zivocCisSnych druzich na Cclovéka, je nutné tento vysledek

interpretovat opatrné.
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Summary

In my diploma thesis, I researched the effect of mirtazapine on
a developing embryo. Nowadays, new drugs are being developed
and used for the treatment of depression. These drugs also
include mirtazapine. The risk of wusing mirtazapine during
pregnancy has not been documented yet and therefore it can not
be used by pregnant women. These drugs are often very
effective and well tolerated so it is very important to recognize
the effect on a developing embryo.

In our research, we used the method of CHEST (chick
embryotoxicity screening test). We applied a dose of mirtazapine
solution dissolved in DMSO to 4-day old chickens. The doses
were 0.2ug, 0.15pg, 0.1pg, 0.05pg, 0.03pg in 3pl of the
solution. As controls, we applied 3ul DMSO and 3pul destilled
water. Embryos were being incubated for 5 days in an incubator
and on the 9th day, we evaluated dead and malformed embryos
and the spectrum of defects.

From our observations, we have obtained the lethal dose, which
was above 0.15ug and the dose that was equivalent to the LDsg
- 0.05ug. Lower doses were safe, although these embryos were
malformed. These malformations, however, were not statistically
significantly different from the malformations occurring in
controls. It is neccessary to continue and complete data for
2 -and 3-day old embryos, so that we cover all developmental
periods and therefore prove the safety of mirtazapine in
pregnancy. Due to problems with interpolation of data obtained
from other animal species to men, it is understandable

to interpret the results with caution.
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Prilohy

Tabulka ¢. 4: Aplikace roztoku mirtazapinu o davce 0,004ug ve 3ul
DMSO a destilované vodé

¢.zarod. |Dose of Body Number of Body
HH stg M. Solvent| Weight \ Dead | Malform| CNS Eye Face Wall | Limbs | Rump | Heart | IUGR
01 24| D.¢1 | DMSO | 1440 N N N N N N N
02 24(0,004ug) a voda - X
03 24| ve 3 ul 1630 N N N N N N N
04 24 1450 N N N N N N N
05 24 1020 X X X X N N N N
n=5 1385 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 0 0 0 0
proporce +258,52 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Tabulka ¢.5: Aplikace roztoku mirtazapinu o davce 0,04ug ve 3ul
DMSO a destilované vodé

¢.zarod. |Dose of Body Number of Body

HH stg |M. Solvent [Weight [Dead [Malform [CNS Eye Face Wall Limbs |Rump |Heart [IUGR
09 21|D.¢.2 |[DMSO a 1200 N N N N N N N

10 21|(0,04ug)|voda 1150 X N N N X N N X

1 23|ve 3 ul 1590 N N N N N N N

12 23 - X

13 20 980 X X X N N N N N
14 23 1520 N N N N N N N
15 22 1460 N N N N N N N

16 22 1630 N N N N N N N

17 21 1310 X N N N X N N N

18 22 1530 X N N X N N N N

19 22 1340 N N N N N N N

20 21 1170 X N N N XX N N N
n=12 1352,727(1/12 512 [1/12 112 1/12 3/12 0 0[1/12
proporce 210,43 0,083| 0,41667|0,083330,08333( 0,08333 0,25 0,08333

Tabulka ¢.6: Aplikace roztoku mirtazapinu o davce 0,12ug ve 3ul
DMSO a destilované vodé

¢.zarod. |Dose of Body [Number of I_ Body

HH stg |M. Solvent |Weight |Dead |Malform|CNS Eye Face Wall Limbs |Rump [Heart [IUGR
21 22 |D. .3 |DMSO 1350 X N N N XX N N N

23 23 |(0,12ug)|a voda 1 X

24 21 |v 3ul 1180 X N N N XX N N N

25 23 {1 X

26 23 {1 X

n=5 1265 3/5 2/5 0 0 0 2/5 0 0 0
proporce +120,21 0,6 0,4 0,4

Tabulka ¢.7: Aplikace roztoku mirtazapinu o davce 0,36ug v 10ul
DMSO a destilované vodé

¢.zarod. |Dose of Body | Number of Body
HH stg M. Solvent| Weight Dead Malform| CNS Ey: Face Wall | Limbs | Rump | Heart | IUGR

29 21| D ¢.4: |DMSO a ] X N N N N N N N

30 22| 0,36pl | voda | X N N N N N N N

33 22|ve 10ul - X N N N X N N N

34 22 | X

35 21 E X

36 22 1270 X N N N X N N N

37 23 - X N N N N N N N
n=7 5/7 2/7 0 0 0 2/7 0 0 0

proporce 0,71428571 | 0,28571 0,28571




Tabulka ¢.8: Aplikace 10ul Ringrova roztoku jako kontroly

¢.zarod. | Dose of Body [Number of| Body
HH stg M. Solvent| Weight Dead |Malform| CNS Eye Face | WALL | Limbs | Rump | Heart | IUGR
38 23| Kontroly 1510 X N N N XX N N N
39 21| Ringer 1530 N N N N N N N
40 20 10ul 1290 X N N N X N N N
M 21 1420 X N N N X N N N
42 22 1790 N N N N N N N
43 22 1450 X N N N XX N N N
4 22 1570 X N N N XX N N N
n=7 0/7 5/7 0 0 0 5/7 0 0 0
proporce 0,71 0,71
Tabulka ¢.9: Aplikace 3ul Ringrova roztoku jako kontroly
¢.zarod. | Dose of Body [Number of Body
HH stg M. Solvent| Weight Dead |Malform| CNS Eye Face | WALL | Limbs | Rump | Heart | IUGR
06 24| Kontroly 1510 N N N N N N N
07 23| Ringer 1060 X X X X XX N N X
13A 2?2 3yl 1430 N N N N N N N
13B ? 1430 N N N N N N N
n=4 1357,5 0 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 0 0 1/4
proporce +201,887 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Tabulka ¢.10: Aplikace roztoku mirtazapinu o davce 0,03ug v 3ul
DMSO
¢.zarod. |Dose of Body |[Number of Body
HH stg M. Solvent| Weight| Dead |Malform| CNS Eye Face Wall | Limbs | Rump | Heart | IUGR
115 24| D.¢.8 | DMSO - X
116F 240,03 ug 1590 N N N X N N N
117M 24 [ ve 3 ul 1433 X X N N X N N N
118M 23 1470 X X N N XX N N N
119M 23 1240 N N N N N N N
120 23 - X X N N N X N N N
121M_ 24 1450 X N N N X N N N
122F 24 1556 N N N N N N N
123M 24 1570 X N N N X N N N
124M 24 1600 X N N N X N N N
n=10 1488,63[ 2/10 6/10 2/10 2/10 0 6/10 0 0 0 0
proporce +119,87 0,2 0,6 0,2 0,2 0 0,6 0 0 0 0




Tabulka ¢.11: Aplikace roztoku mirtazapinu o davce 0,05ug v 3ul

DMSO
¢.zarod. |Dose of Body [Number of Body
HH stg M. Solvent| Weight Dead [Malform| CNS Eye Face Wall | Limbs | Rump | Heart | IUGR
95 24| D.¢.8 | DMSO [ 1280 X N N X X N SCR N
96 240,05 ug - X N N X N N N N
97 25| ve 3 ul 1720 X N N N N N SCR VDS
98 25 1400 X N X X N N N N
99 25 - X
100 25 - X
101 25 - X
102M 25 1770 N N N N N N N
103 25 - X
104M 25 1830 X SCR
125M 22 1474 X N N N X N N N
126M 24 1787 X N N N N N SCR N
dlouhé
127 22 1320 X N N N XX N N srdce
128 22 - X
129 22 - X
130 24 - X
131 24 - X
132 24 1627 N N N N N N N
133 24 - X
134 24 - X
135 25 - X
136 24 960 X N X X N X N N X
137 24 - X
n=23 1516,8 13/23 8/23 0 2/23 4/23 2/23 1/23 4/23 2/23 1/23
proporce +280,66( 0,5652174| 0,3478 | 0,0000 | 0,0870 | 0,1739 | 0,0870 | 0,0435 | 0,1739 | 0,0870 | 0,0435
Tabulka ¢.12: Aplikace roztoku mirtazapinu o davce 0,1ug v 3ul DMSO
¢.zérod.|Dose of Body |Number of Body
HH stg M. Solvent| Weight| Dead [Malform| CNS Eye Face Wall | Limbs | Rump | Heart | IUGR
86 24+ D.é&.7 | DMSO - X
87 25] 0,10ug 1770 X N N N N snHK N N
88 24| ve 3ul - X
89 23 - X
90 23 - X
91 23 1500 N N N N N N N
92 23 - X
93 23 - X
94 23 - X
n= 1635 7/9 1/9 0 0 0 0 1/9 0 0
proporce +190,92] 0,77 [0,11111 0 0 0 0 0,11111 0 0
Tabulka ¢.13: Aplikace roztoku mirtazapinu o davce 0,15ug v 3ul
DMSO
¢.zarod. |Dose of Body [Number of Body
HH stg M. Solvent| Weight Dead Malform| CNS Eye Face Wall | Limbs | Rump | Heart | IUGR
7 23| D.¢é.6 | DMSO - X
72 23|0,15ug - X
73 23| ve 3 ul - X
74 23 - X
75 24 - X
76 24 - X
77 24 - X
78 23 - X
79 23 - X
80 24 - X
n= 10 10/10
proporce 1,0




Tabulka ¢.14: Aplikace roztoku mirtazapinu o davce 0,2ug v 3ul DMSO

¢.zarod. | Dose of Body |Number of] Body
HH stg M. Solvent| Weight| Dead [Malform| CNS Eye Face Wall | Limbs | Rump | Heart | IUGR
45 23] D¢.5 DMSO - X
46 23| 0,2ug ve - X
47 24| 3ul DMSO - X
64 23 - X
65 22 - X
66 23 - X
67 24 - X
68 22 - X
69 23 - X
70 23 - X
n=10 10/10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
proporce 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabulka ¢.15: Aplikace 3ul DMSO jako kontrola
¢.zarod. Dose of Body | Number of Body
HH stg M. Solvent| Weight Dead Malform| CNS Eye Face Wall | Limbs | Rump | Heart IUGR
48 24 | Kontroly | DMSO | 1740 N N N N N N N
49 24 3ul 1830 N N N N N N N
50 22 1220 X N N N XX N X N X
51 22 1320 N N N N N N N
52 22 1460 N N N N N N N
81M 22 1440 N N N N N N N
82F 24 1380 N N N N N N N
83F 24 1380 N N N N N N N
84M 24 1880 N N N N N N N
105M 25 1790 X N N N X N SCR N
106 25 - X
107F 27 1510 X N N X X N N N
108F 24 1383 N N N N N N N
109F 24 1450 X N N N XX N N N
110F 22 871 X X N N XX N N N X
111F 24 1650 N N N N N N N
112M 24 1139 X N N N XX N SCR N
113 24 - X
114M 24 1620 X N N N X N N N
138F 23 1408 X N N N X N N N
defekt
septa
139F 24 - X X SCR_| petechie
140F 24 1608 X N N N X N N velké
141F 23 1430 X N N N X N N velké
142F 24 1436 X N N N X N N N
143F 24 1442 N N N N N N N
144F 24 1627 X N N N X N N N
n=26 1478,87 2/26 13/26 1/26 0 1/26 13/26 0 3/26 3/26 2/26
proporce +229,36| 0,08695652[ 0,5 0,0385 0 0,03846| 05 0 0,11538| 0,1154 [0,07692
Tabulka ¢.16: Aplikace 3ul destilované vody jako kontrola
¢.zarod. | Dose of Body [Number of Body
HH stg M. Solvent| Weight Dead Malform| CNS Eye Face | WALL | Limbs | Rump | Heart | IUGR
145M 25 |KONTOLA| 1755 X N N N N N SCR N
146M 24| 3pl destil. 1530 X N N N XX N N N
147M 25| vody 1690 X N N N X N SCR X
148F 25 1583 X N N N X N SCR N
149M 24 1612 N N N X N N N
150M 24 1370 N N N N N N N
n=6 1590 0 4/6 0 0 0 416 0 3/6 1/6
proporce +133,98 0 0,66 0 0 0 0,66 0 0,5 0,16
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Graf ¢. 5: Diagram aritmetického priiméru s 95% intervalem
spolehlivosti pro malformace CNS
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Graf ¢. 6: Diagram aritmetického priiméru s 95% intervalem
spolehlivosti pro malformace oka
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Graf ¢. 7: Diagram aritmetického priiméru s 95% intervalem
spolehlivosti pro malformace obliceje
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Graf ¢. 8: Diagram aritmetického priiméru s 95% intervalem
spolehlivosti pro malformace télni stény
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Graf ¢. 9: Diagram aritmetického priiméru s 95% intervalem
spolehlivosti pro malformace koncetin
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Graf ¢. 10: Diagram aritmetického priiméru s 95% intervalem
spolehlivosti pro vyskyt syndromu kaudalni regrese
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Graf ¢. 11: Diagram aritmetického priméru s 95% intervalem
spolehlivosti pro malformace srdce

Interval Plot of Data IUGR
959% CI for the Mean
0,20
0,15
08: 0,101
= ®©
©
5 0,05
a = ®
0,00
-0,05 1
0,05ug / 3ul DMSO KONTROLA 3ul DMSO

Graf ¢. 12: Diagram aritmetického priméru s 95% intervalem
spolehlivosti pro vyskyt IUGR



