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Oblast’ techniky

Sucasny vynélez sa tyka vyuzitia lokalneho anestetika na vyrobu lieku proti" N
neplodnosti a na zvySenie plodnosti. Taktiez sa tyka farmaceutickej zl(Ceniny, ktora
sa sklada z farmaceuticky G&innej davky lokéineho anestetika s farmaceuticky
prijatelnym vehikulom. Taktiez sa tyka spdsobu zvy$enia plodnosti u Zien pomocou
spomenutej farmaceutickej ziG¢eniny.

Doteraj$i stav techniky

Neplodnost alebo znizena plodnost je pre postihnutych fudi problémom. IVF
(oplodnenie v skiimavke) je beznym spésobom lieCby neplodnych zien. Podstata IVF
lieCby je nasledujtca:

Stimulacia ovulacie: denné hormonaine injekcie, vysetrenie ultrazvukom a
krvné testy.

Odber vaijicok: v lokdlnej anestézii urobeny odber cez poSvu punkciou
vajecnikov pod ultrazvukovou kontrolou.

Priprava spemii: plaviaca alebo ind metdda na vyber optiméainej populécie s
najlepSiou pohyblivostou.

Oplodnenie v skiimavke: inkubécia vajicok a vybranej populacie spermii v
bunkovom inkubatore. Priama mikroskopické kontrola bunkového delenia a vyber
najviac Zivotaschopnych blastocytov.

Prenos embrya: 2 — 3 najviac Zivotaschopnych blastocytov sa umiestni do
dutiny maternice a difa sa, Ze sa uhniezdia v sliznici maternice.

IVF je drahym sp6sobom lieéby a u niektorych parov vyvolava psychologické
vedrajSie t&inky. Technicky a umely spdsob pokusu o otehotnenie ma pre par, ktory
tato lieCbu podstupuje nevyhody, ktoré moézu mat' vplyv i na vzajomny vztah. Po
ukonCeni naméhavej lieCby je tehotensky pomer len 25 — 30 % a zanechava tych,
ktori neuspeli s naruSenym vzajomnym vztahom a stéle bezdetnych. Naklady na IVF
lieCbu st 20 000 az 25 000 SEK na jeden menstruacny cyklus.



Navzdory niekotkym predchadzajiicim vyzkumom nie je zrejmy ani dovod
neplodnosti v endometriéze ani to, Zze nedochadza k zvysSeniu plodnosti po jej lieCbe.
Obzviast je nejasny vztah medzi lahkou endometriézou a znizenou plodnostou tam,
kde nie st pritomné panevné zrasty (Mahmood, TA, Templeton A. Patophysiology of
mild endometriosis: review of literature. Human Rpeproduction 1990; 5:765 - 784).

U pacientiek so slizni¢nymi implantatmi na pobrudnici sa nachadza zvy$eny
podet bielych krviniek v dutine brugnej a hodnoti sa ako prebiehajtici sterilny zapal.
(Haney AF, Muscato JJ, Weinberg JB: Peritoneal fluid cell population in infertility
patients. Fertil Steril 1981, 35:696 — 698; Edelstam GAB, Lundkvist OE, Venge P,
Laurent TC: Hyaluronan a myeloperoxidase in the peritoneal fluid during genital
inflamation. Inflamation 1994, 18: 13 - 21). ZvySeny pocet bielych krviniek obsahuje
in vivo senzibilizované makrofagy, ktoré secernuju rastovy faktor odvodeny od
makrofagov (MDGF) a to mbze vysvetlovat' proliferaciu tkaniva sliznice maternicne;j.
(Halme J, White C, Kauma S, Estes J, Haskill S. Peritoneal macrofages from patients
with endometriosis release growth factor activity in Vitro. J Clin Endocrin and
Metabolism. 1988; 66: 1044 - 49). Dalsie sekre&né produkty makrofagov, rastové
faktory ako je TNF a interferon, sa vyznaduju toxicitou na pohlavné bunky a maja tiez
neziadtci vplyv na proces oplodnenia (Halme J: Role of peritoneal inflammation in
endometriosis — associated infertility. Ann NY Acad Sci 1991; 622: 266 - 74).

Taktiez brusna tekutina bez buniek je délezita pri znizenej plodnosti a bolo
dokézané, Zze vyznamne znizuje schopnost vidkien vajcovodov dopravovat vaji¢ko.
(Suginami H, Yano K, Watanbe K, Matsnura S: A factor inhibiting ovum capture by
the oviductal fimbriae present in endometriosis peritoneal fluid. Fertil Steril 1986; 46:
1140 - 1146). V brusnej tekutine u pacientiek s endometri6zou a nevysvetlitefnou
neplodnostou bola zistené znizena rychlost’ pohybu spermii (Makarand K, Oak M,
Chantler EN, Vaughan Williams CA, Elstein M. Sperm survival studies in peritoneal
fluid from infertile women with endometriosis and unexplained infertility. Clinical
reproduction and fertility 1985; 3: 297 - 303). Eéte zaujimavejSie je, Ze bola zistena
zvy$ena fagocytdza spermii po&as 24 hodinovej inkubacie v skimavke s brusnou
tekutinou od pacientiek s endometriézou (Muscato JJ, Haney AF, Weingerg JB,
Sperm phagocytosis by human peritoneal macrophages: a possible cause of
infertility in endometriosis. Am j Obstet Gynecol 1982; 144; 503 - 510). V tejto



§pecialnej §tadii bolo pouzité sperma od roznych darcov a preto nemozno
nespomenat imunologické faktory.

Podstata vynalezu

Suéasny vynélez je alternativnym spdsobom k IVF lie€be plodnosti u Zien.
Stiidiami v skimavkach bolo zistené, Ze lidokain znizuje fagocytézu spermii. Mozno
predpokiadat, Ze tento GCinok lidokainu je spdsobeny stabilizaciou bunkovej
membrany tym, Ze brani zvySenej priepustnosti pre sodik a pravdepodobne
ovplyviiuje ATP v bunkovej membrane. Naklady na tuto lieGbu budu tvorit priblizne
10 % oproti IVF liecbe, napriklad 2500 SEK na jeden menstruacny cyklus. Nejedna
sa o ziadny technicky postup oplodnenia, ktory by mohol spdsobit' psychologické
vedfajSie Gcinky. Tato lieCba sa moze vyskisat' u pacientiek s endometriézou alebo
nepatrnou mechanickou pric¢inou neplodnosti. Méze sa uskutoénit' v dobe, kedy sa
¢aka na IVF a nema ziadny vplyv na moznost neskorSej uspesnej IVF lieCby.

Liecba neplodnosti pomocou lidokainu nie je doposial v literatdre put?likované.
Napriek tomu, ze st zname dalSie farmaceutické U€inky lidokainu. Napr. v EP 507
160, kde sa uverejiiuje pripravok k vonkaj$ej aplikacii na kozu, kde je lidokain
obsiahnuty v pridrziavacej vrstve umiestnenej na nosici. Tento preparat sa pouziva
pri liebe neuralgie pri pAsovom opare a postherpetickych neuralgii.

Struény popis obrazkov

Na obrazkoch pouzity vyraz ,endometr* znamena endometriézu a ,end-prob*
znamena predpokladanii endometridzu.

Obrazok 1 schématicky znazoriuje pocet volnych spermii, ktoré sa
nachéadzaji kazdy jednotlivy dei po inkubacii: s bune€nym médiom (A, kontrola), s
buneénym médiom a lidokainom (B), s bruSnou tekutinou (C, kontrola), a bruSnou
tekutinou a lidokainom (D).

Obrazok 2 schématicky znazormiuje pocet progresivne sa pohybujticich
spermii, ktoré sa nachadzaja kazdy jednotlivy den po inkubacii: s buneénym médiom



(A, kontrola), s buneEnym médiom a lidokainom (B), s brusnou tekutinou (C,
kontrola), a bruSnou tekutinou a lidokainom (D).

Obrazok 3 schématicky znazorfiuje po&et progresivne ale pohybujucich sa
spermii, ktoré sa nachédzaji kazdy jednotlivy defi po inkubécii: s bunednym médiom
(A, kontrola), s buneEnym médiom a lidokainom (B), s brugnou tekutinou (C,
kontrola), a brunou tekutinou a lidokainom (D).

Obrazok 4 schématicky znazoriiuje poget Zivych alebo nehybnych spermif,
ktoré sa nachadzajl kazdy jednotlivy defi po inkubécii: s bune&nym médiom (A,
kontrola), s buneénym médiom a lidokainom (B), s brusnou tekutinou (C, kontrola), a
brusnou tekutinou a lidokainom (D).

Obrazok 5 schématicky znazorfiuje poget mftvych spermii, ktoré sa
nachéadzajt kazdy jednotlivy deft po inkubécii: s buneénym médiom (A, kontrola), s
bunecnym médiom a lidokainom (B), s brusnou tekutinou (C, kontrola), a bru§nou
tekutinou a lidokainom (D).

Podrobny popis vynéalezu

S odkazom na obrazky 1 az 6 pouzitie miestnych anestetik na vyrobu lieku pre
pouzitie proti neplodnosti alebo na zvySenie plodnosti. Miestne anestetikum sa
vybera z latky, ktord méa miestne znecitlivujici G€inok. Prikladom takychto latok st
bupivakain (1-butyl-N-(2,6-dimethylfenyl)-2-piperidinkarboxamid), lidokain (2-
(diethylamino)-N-(2,6-dimethylfenyl)acetamid), mepivakain (N-(2,6-dimethylfenyl)-1-
methyl-2-piperidinkarboxamid), prilokain (N-(2-methylfenyl)-2-
(propilamino)propanamid) a ropivakain ((S)-N(2,6-dimethylfenyl)-1-propyl-2-
piperidinkarboxamid). M6Zu sa pouzit' aj iné miestne anestetika. S vyhodou sa
pouziva lidokain.

Dal$im rysom tohoto siiéasného vynalezu je farmaceuticka zlGéenina, ktora sa
sklada z farmaceuticky Gcinnej koncentracie miestneho anestetika spolu s
farmaceuticky prijatelnym vehikulom. Koncentracia je taka, aké ma ucinok na
neplodnost u Zeny alebo aka zvysuje plodnost u zeny. O davke a koncentracii
rozhoduje prakticky lekar. Koncentracia G¢innej latky je asport 5 ug/ml. Pouziva sa



100 aZ 2000 pg v jednom az 20 ml, s vyhodou 118 ug. Davka, ktora sa podava je
aspoi 100 ug, hlavne vSak 1000 pg. Zki¢enina sa s vyhodou podava do brusnej
dutiny, s vyhodou cez vajcovody. Miestne anestetikum je vys$8ie definované.

Aktivna zlozka sa zmie$a s vehikulami, ktoré s( farmaceuticky prijatelné a
zlucitefné s aktivnou zlozkou vhodnou na tu uvedeny lieCebny sposob. Naviac, ak sa
to vyZzaduje, mézu sa pouzit' zlGCeniny, ktoré obsahuji mensie mnozstvo pomocnych
latok, ako st zvihéujice a emulgaéné latky, latky upravujice pH a podobné, ktoré
zvySuju udinnost' aktivnej zlozky.

Farmaceuticka zli¢enina sti¢asného vynalezu zahriuje aj farmaceuticky
prijatefné soli tu uvedenych zlG¢enin. Farmaceuticky prijatefné soli zahriiuji pridatné
soli kyselin, ktoré su tvorené s anorganickymi kyselinami, ako je napr. kyselina
chiérovodikova alebo kyselina fosfore¢na, alebo s organickymi kyselinami, ako je
napr. kyselina octova, vinna alebo mandfova.

Fyziologicky pripustné nosi¢e st odbornikom dobre zname. Prikladom
tekutych nosicov st sterilné vodné roztoky, ktoré uz neobsahuja Ziadne pridatné latky
k aktivnym zlozkédm a vode, alebo obsahujl pufer, ako je napr. fosforefian sodny pri
hodnote fyziologického pH, fyziologicky roztok, alebo obidva, ako napr. fyziologicky
roztok pufrovany fosfatom. Vodné roztoky mézu obsahovat' viac ako jednu pufrovaciu
sof, rovnako tak soli, ako je napr. chlorid draselny a sodny, dextroza, propylén glykol,
polyethylen glykol a iné roztoky.

ZlaCeniny moze tvorit aj hyaluronan, &o je viskdzna latka ako je napr.
mravencanovy gel. Hyaluronan umoziiuje pomalé uvoffiovanie aktivnej latky, &o je
vyhodné pre lie¢bu podfa vynalezu, pretoze oplodnenie mdze nastat' az 24 hodin po
ovulacii. Dal§ou vyhodou je, Ze hyaluronan ma stimulujici G&inok na spermie
(Zimmerman ER, Drobnis E, Robertson KR, Nakajima ST, Kim H: Semen preparation
with the Sperm Select system versus washing technique. Fertil Steril 1994; 61: 269 -
275).

Neplodnost' sa vieobecne nepovaZuje za chorobu. Vynélez taktiez zahriuje
proces lieCby neplodnosti u Zeny farmaceutickou zli&eninou podfa vynalezu, ktora sa
vyznaduje tym, Ze sa podéva cez vajcovody.

Vynélez sa hlavne tyka kozmetického a nelietebného spdsobu lieéby
neplodnosti alebo zvySenia plodnosti, kde a) je diagnostikované ovulacia, b) sa



podava lie¢ba lokalnym anestetikom, akonahle sa otakava ovulécia podfa bodu a).
LieCba sa s vyhodou vykonava cez vajcovody. Nasledujtce kroky sd s vyhodou:
Spontanna ovuléacia: primarna lie¢ba pofas normaineho menstruatného cyklu.
Stimulécia len u pacientov s anovulaénym cyklom a priméarna stimulacia klomifenom
(tabletky), ktora je jednoduché a lacna. Je potrebnéa jedna vzorka krvi po ovulécii na
overenie, Ze potas lie¢ebného cyklu prebehla ovulacia.

Test LH (luteinizaény hormén): vzostup LH 24 aZ 36 hodin pred ovulaciou sa
diagnostikuje domécim testom na vzorke mocu.

Pertubacia: Pokial je LH-test pozitivny podéava sa liek cez vajcovody napr. 10
mi 100 ug/mi lidokainu vo fyziologickom NaCl alebo v Ringerovom roztoku po¢as
norméineho gynekologického vySetrenia. Nie je potrebné Ziadne znecitlivenie.

Oplodnenie: Ziadna umel4 liegba. Par sa pokusi dosiahnut tehotenstvo
normalnym spésobom pohlavnym stykom doma potom, Co je podana liecba
vajcovodami.

Bolo zistené, Ze nie st pritomné vedrajsie GEinky na prezivanie spermii, €o
dokazuje, ze spermie nie st ovlyvnené lidokainom a to bolo tiez dokazané v dalsich
stadiach. (Bennett S J, Bolton V, Parson J. The effects of lignocaine on human
sperm motility. J Assised Reprod. & genetics 1992; 9: 271-3). Zda sa, ze to isté plati
aj pre vajitka, lebo vysoké hiladiny lidokainu boli namerané bez akychkofvek
problémov s oplodnenim alebo s fetalnym vyvinom. (Bailey-Pridham DD, Cook CL,
Reshef E, Hurst HE, Drury K, Yussman MA. Follicular Fiuid lidocain levels during
transvaginal oocyte retrieval. Fertil Steril 1990; 53: 171-173). Najvy38ie hladiny boli
118 ug /ml, éo znamend, Zze davka 1000 pg lidokaina na inkubaciu v skimavke by
mohla byt riedena napr. 100 ug /m! v 10 ml izotonickej tekutiny. Tato koncentracia
bude pouzita teraz na klinické §tudie Uspe§ného tehotenstva po pertubacii
uskutoCnenej 24 hodin pred ovulaciou na zaistenie lepSieho prezivania spermii.

Lidokain sa pouziva uz vefa rokov, bez toho, aby boli zaznamenané
neziadice Uginky podas tehotenstva, ako to bolo tiez preukazané v Stadiach na
zvieratach. (Ramazzotto J, Curro FA, Paterson JA, Tanner P, Coleman M.
Toxicological Assessment of Lidocain in the Pregnant Rat. J Dent Res 1985, 64:
1214-1218) a preto je ho mozné pouzit na lieGbu neplodnosti u pacientiek s
endometriézou.



Tento vynélez je zndzorneny na nasledujacom priklade. Vietky tu pouzité
technické a vedecké pojmy, pokial nie st ina& definované, maji rovnaky vyznam ako
pri beznom pouzivani odbornikmi. Tu pouZité spdsoby st dobre zname odbornikom v
danom obore pokial nie je uréené inaksie. Publikacie tu uvedené st zahmuté v
referenciach.

Priklady prevedenia vynélezu
Prikiad 1

Redukcia fagocytozy spermii v bru$nej tekutine u Zien s endometriézou.

Tato Stadia bola robené za ucelom dal3ej analyzy funkcie leukocytov pri
znizenej plodnosti pocas endometriézy a tiez za tidelom hladania mozného
lieCebného pristupu. Aby sa vyltgili imunologické vplyvy z(iéastnil sa na pokuse len
jeden darca spermii. Pripravené vzorky spermii boli inkubované s necentrifugovanou
bruSnou tekutinou zdravych Zien a Zien s endometrib6zou na vyhodnotenie vyznamu
fagocytézy spermii na znizen( plodnost potas entometribzy. Poget Zivotaschopnych
spermii pri inkubécii bol denne poéitany po&as 5 dni s a bez pritomnosti lokalneho
anestetika, ktoré bolo pridavané pri htadani metédy zniZenia aktivity populécie
brusnych leukocytov.

Material a metody

Pacienti

Zeny: Pacientky boli rozdelené do troch r6znych skupin. Kontrolna skupina
(n=9, priemerny vek = 38,5 rokov) sa skladala zo Zien, ktoré sa podrobili
laparoskopickej steriliz4cii alebo Zien s nejasnymi bolestami brucha. Kontrolné
skupiny mali laparoskopicky nalez v norme s anatomicky normalnou maternicou a
vajcovodami.

Stadijna skupina obsahovala zeny, ktoré sa podrobili laparoskdpii za Géelom
zistenia priciny neplodnosti alebo trpeli bolestami brucha a bola im diagnostikovana
endometriéza (n = 11, priemerny vek = 34,5 rokov). V tejto skupine bola
laparoskopickéa diagnéza u 8 pacientiek a anamnesticka pravdepodobnost



endometriézy u 3 pacientiek, u ktorych sa ale nevyvinul Ziadny implantat
endometridzy, ktory by mohol byt zisteny laparoskopicky.

Muzi: Darcom spermii bol zdravy 38-roény muz s normainou plodnostou s 2-3
diiovou sexuélnou zdrzanlivostou pred kazdym odberom vzorky spermii. Vzorky
spermii boli pripravené plavajlcou technikou na vyber optimalnej populéacie (Russel
LD, Rogers B J. Improvement in the quality and fertilization potential of a human
sperm population using the rise technique. J Androl 1987; 8:25).

Vzorky peritoneélnej tekutiny ziskanej pri laparoskdpii

Vzorky krvi boli odobrané potom, ¢o bolo pacientkam podané anestetikum, na
neskorsie stanovenie hyaluronanu, ktory sa pouziva ako markér prebiehajticeho
zapalu na vylGéenie zapalového ochorenia malej panvy. Na zaciatku laparosképie s
bezpecnymi nastrojmi v bru§nej dutine bola vSetka dosiahnutelna peritoneaina
tekutina v Douglasovom priestore pomocou odsavacky odsavana cez teflonovy
katéter (priemer 1,7 mm, Optinova, Godby, Finsko) a potom bola tato tekutina
premieSana ihned po odbere s 10 IU heparinu / m! v teflénovej flasi. (Olive DL,
Weinberg JB, Haney AF. Peritoneal macrofages and infertility: the association
between cell number and pelvic pathology. Fertil Steril 1985; 44: 772-777). Mnozstvo
peritoneéinej tekutiny bolo zistené vaZenim na elektrickych vahach. Teflon bol
vybrany ako material, ktory vykazuje nizku prifnavost k bunkam cicavcov. (Grinneli F,
Milam M, Srere PA. Studies on cell adhesion. Arch Biochem Biophys 1972; 153: 193-
198). Bol pouzity heparin ako protizrazliva latka, aby sa zabranilo zhlukovaniu bielych
krviniek. (Makarand et al. 1985). Predtym sa pouzival citrat (Edelstam et al. 1994),
ktory mal neZiad(ce U¢inky na Zivotaschopnost' spermif pri inkubécii. VSetky vzorky
boli odobrané so stihlasom pacientov a proces so vzorkami bol schvaleny etickou
komisiou, Lekarska fakulta, Univerzita v Uppsale, Svédsko.

Inkubacia spermii a peritoneainej tekutiny
Pre vsetky inkubécie vid nizsie, ktoré boli robené vo vihkom bunkovom
inkubatore, boli pouzité teflonové skimavky:
a) bune&né médium (1 ml), spermie (108 v 1 ml buneéného média) a 0,1 ml
NaCl.



b) bune&né médium (1 ml), spermie (108 v 1 ml bune&ného média) a 0,1 ml
lidokainu 10 mg/m! (Xylocain®, ASTRA).
c) spermie (10% v 1 ml buneé&ného média), peritonealna tekutina (1 ml) a 0,1
mi NaCl
d) spermie (10% v 1 ml bune&ného meédia), 0,1 ml lidokainu (10 mg/ml) a
peritonealna tekutina (1mi).
Earlovo buneéné médium (Sigma) s 0,35 % BSA (hovadzi sérovy albumin).
Zostavajlca Cast' peritonedlnej tekutiny bola centrifugovana a supernatant
zamrazeny (- 20 °C) pre nésledné stanovenie hyaluronanu. (Edelstam a kol.
1994) Skimavky boli analyzované denne po dobu piatich dni a nasledujice
parametre boli merané vo vietkych A az D inkubaciach az do poétu 100
spermii:
pocet vofnych spermii, ktoré neprifnuli k bielym krvinkam
pocet spermii s progresivnou pohyblivostou
po&et spermii s neprogresivnym pohybom
pocet spermii, ktoré s nehybné, ale Zivé
pocet mitvych spermii
Taktiez bolo denne stanovené percento Zivotaschopnych peritoneélnych
bielych krviniek za pouzitia trypanovej modrej.

Vysledky

Predov3etkym bolo zistené, 2e v sk(imavkéch, ktoré boli inkubované s
peritonealnou tekutinou a lidokainom, bolo Statisticky vyznamne menej
fagocytovanych spermii (p < 0,02). Spermie boli zachytené vo velkych zhlukoch
bielych krviniek a niektoré boli zjavne fagocytované a tym bol znizeny pocet vofnych
funkénych spermii.

Prezivanie spermii s a bez endometriézy: Po dvojdennej inkubacii bolo zistené
Statisticky vyznamne viac vofnych spermii pri inkubéci s peritonealnou tekutinou od
norméinej skupiny v porovnani so skupinou s endometriézou. (Kruskal Wallis p <
0,014).

Prezivanie spermii s a bez lidokainu: Neboli zistené Ziadne neZiadtice G&inky
na prezivanie spermii a nebol zisteny &tatisticky vyznamny rozdiel medzi inkubaciou
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spermii s alebo bez lidokainu po 24 alebo 48 hodinéch. Hodnoty p (Wilcoxon) st
zndzomené v tabutke | a Ii.

PreZivanie spermii s a bez peritoneélnej tekutiny a lidokainu, bez ohfadu na
diagnézu: Progresivna pohyblivost' sa znizuje omnoho viac bez pritomnosti
peritonealnej tekutiny (obrazok 2) v porovnani s inkub&ciou spermii samotnych.

PreZivanie spermii s a bez peritoneélnej tekutiny v skupine s endometriézou:
V pritomnosti peritoneéine;j tekutiny a lidokainu bolo zistené $tatisticky vyznamne
viacej volnych spermii; zviast' po dvojdennych inkubéciach v skupine s
endometridzou. Vid. obrazok 1 a tabufku Il

Bolo zistené viacej mitvych spermii pri inkubéciach s lidokainom v oboch
diagnostikovanych skupinach. Obrazok 5, tabufka Ii.

Koncentréacie hyaluronanu v peritoneéinej tekutine nevykazovali Ziadne
znamky prebiehaijticeho zépalového procesu, to znamena, Ze sa potvrdilo, Ze vietci
pacienti boli zdravi.
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Tabulka &. I: P-hodnoty. pre rozne parametre zapisované po&as inkubacie pri
porovnavani inkubécie s a bez lidokainu. Udaje po 24 hodinovej inkubécii.

Spermie Spermie + Spermie + Vsetci pacienti
+ lidokain peritonealna peritoneéina bez urcitej
tekutina, tekutina, diagnézy
normaina, endometridza, + lidokain
+ lidokain + lidokain
Volné, Vsetky volnés |0,59 0,27
neprifnuté k aj bez
bielym lidokaina
krvinkam
Progresivna 0,88 0,046(a) 0,67 0,11
pohyblivost’
Neprogresivna |0,59 0,59 0,79 0,58
pohyblivost’
Stacionarne 0,76 0,40 0,31 0,18
Nepohyblivé 0,28 0,14 0,09 0,024(b)
(mitve)
Zivotaschopnos 0,26 0,29 0,92
t bielych
krviniek
Spermie Ziadne prilnuté |0,68 0,80
prifnuté na na povrch
povrch bielych bielych krviniek
krviniek v obidvoch
skupinach

a) viacej progresivna pohyblivost spermii pri inkubécii s lidokainom
b) viacej mitvych v skupine s lidokainom
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Tabufka &. Il: P-hodnoty pre rozne parametre zapisované pogas inkubacie pri
porovnavani inkubécie s a bez lidokainu. Udaje po 24 hodinovej inkub&cii.

Spermie Spermie + Spermie + Vsetci pacienti
+ lidokain peritonealna peritonealna bez urditej
tekutina, tekutina, diagnézy
normaina, endometri6za, + lidokain
+ lidokain + lidokain
Volné, 1,0 0,018 (d) 0,0021 (d)
neprifnuté k
bielym
krvinkam
Progresivna Ziadna 1,00 0,89 0,95
pohyblivost progresivna
pohyblivost' s a
bez lidokainu
Neprogresivna 0,18 0,025 (c) 0,21 0,021 (c)
pohyblivost
Stacionarne 0,78 0,26 0,58 0,22
Nepohyblivé 0,50 0,038 (c) 0,003 (c) 0,00025 (c)
(mitve)
Zivotaschopnos 0,78 0,51 057
t bielych
krviniek
Spermie 1,00 0,53 0,63
prifnuté na

povrch bielych
krviniek

¢) viacej s lidokainom
d) viacej vofnych v skupine s lidokainom
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Tento vynalez obsahuje vplyv lidokainu na prezivanie spermii a G€inok na
fagocytézu spermii bielymi krvinkami bru§nej dutiny v skimavke poc€as inkubacie po
dobu 5 dni.

Tato Stadia zahrmiuje len jedneho darcu spermii, aby sa zabranilo réznym
imunologickym kombinaciam, ktoré by boli nekontrolovatefnym faktorom v pokusoch.
Tato Stadia taktiez sleduje prezivanie spermii az do doby piatich diiov, zatial€o
predchadzajlice Stadie skmali preZivanie spermii po dobu 24 hodin. Dalej nebol
pocitany len poget volnych nepohltenych spermii, ale tiez pocet tych, ktoré
vykazovali progresivnu alebo stacionarnu pohyblivost, rovnako aj poCet Zivych,
mitvych alebo voinych (tzn. neprifnutych na povrch bielych krviniek) spermii.

V tomto vynaleze boli potvrdené predchadzajlice nalezy, ktoré popisuje
Muscato a kol. 1982 a tykajti sa zniZenej plodnosti u pacientiek s endometriézou na
podklade pohlcovania spermii. ZvySena kapacita pohlcovania peritoneainych
makrofagov u pacientiek s endometriézou bola tiez preukézana pomocou
flubrescencnych guliciek. (Samejima T, Masuzaki H, Ishimaru T, Yamabe T. Activity
of Peritoneal Macrophages in Endometriosis. Asia Oceania J Obstet Gynaecolo
1989, 15: 175-181).

Dalsie studie, ktoré sa tykaju pohlcovania spermii, neber( do Gvahy problém
so stratou bielych krviniek, ktoré priln(i viac na iny material (Grinell et al. 1972).
Makarand a kol. 1985 pouZil sklenend nadobu na uskladnenie peritoneélnej tekutiny.
Sklo vykazuje najvaésiu prifnavost' bielych krviniek (Grinell et al. 1972) a pouziva sa
k oddefovaniu makrofadgov (Smedsroed B, Pertoft H. Preparation of pure hepatocytes
and reticuloendothelial cells in high yield from a single rat liver by means of Percoll
centrifugation and sekective adherence. J Leukocyte Biol. 1985; 38). Muscato a kol.
v roku 1989 si vybral polypropylén, ktory je lepSou moznostou ako sklo z hfadiska
problému prifnavosti buniek, ale menej vhodny ako tefién.

Predpoklada sa, Ze zistené vagsie mnozstvo mitvych spermii pri inkubacii s
lidokainom, je ddsledkom zniZzeného pohlcovania spermii v pritomnosti lidokainu,
vzhfadom na to, Ze pri inkubacii samotnych spermii s a bez lidokainu neboli zistené
ziadne neziaduce ucinky na spermie. Takto sa tiez vysvetiuje nalez zvySenej
neprogresivnej pohyblivosti spermii pri inkubécii s lidokainom (Obrézok 2). Tato

redukcia progresivnej pohyblivosti bez pritomnosti peritoneélnej tekutiny nasvedéuje
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tomu, Ze peritoneéina tekutina obsahuje latky nezbytné pre zachovanie funkcii
spermii.

Ako je uz uvedené v (vode vidkna vajcovodov sU nepretrzite zvihéované
peritone4lnou tekutinou, &o v pripade pacientiek s endometriézou zniZuje kapacitu
zachytenych vajigiek. (Suginami et al. 1986). Ako ukazuje tato i predchadzajica
&tudia biele krvinky v peritoneélnej tekutine pacientiek s endometriézou sU viacej
G&inné pri pohlcovani spermii. (Muscato a kol. 1982). Preto mdzu byt u Zien s
endometriézou dva faktory, ktoré sa podiefaji na ich znizene] plodnosti. Této tadia
tie? ukazuje moznost vyuzitia Géinku lidokainu na zniZzenie pohicovania spermii.

Suhrnne tato &tidia dokazuje znizené pohlcovanie spermii v pritomnosti
lidokainu. Tento jav sa musi dalej sledovat pri randomizovanych klinickych stadiach
pertubécii za pomoci fyziologického roztoku alebo roztoku lidokainu vo fyziologickom
roztoku pred ovulaciou. (obdobie zvySenej hladiny LH)

Zatial &o suiéasny vynalez je popisovany v spojeni s vyhodnymi zliceninami a
latkami, musi sa chapat, Ze sa mdé2u prevadzat' urcité nédhrady a tpravy, bez
odchylky od rozsahu nasledujiicich narokov.
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PATENTOVE NAROKY

 Pousitie lokalneho anestetika na vyrobu lieku vyzna&ujici sa tym, Ze sa pouziva’
proti neplodnosti alebo na zvySenie plodnosti.

. Pouzitie podra naroku 1 vyznadujici sa tym, Ze lokéine anestetikum je vybrané zo
skupiny, ktor4 obsahuje bupivakain, lidokain, mepivakain, prilokain a ropivakain.
. Farmaceuticka latka vyzna&ujiica sa tym, Ze obsahuje farmaceuticky u&innt
koncentraciu lokalneho anestetika s farmaceuticky prijatelnym vehikulom.

. Farmaceuticka latka podfa naroku 3, vyznacujica sa tym, ze farmaceuticky
uéinna koncentracia je aspof 5 ug/mi.

. Farmaceuticka latka podfa naroku 3 vyznacujica sa tym, Ze lokélne anestetikum
je vybrané zo skupiny, ktora obsahuje bupivakain, lidokain, mepivakain, prilokain
a ropivakain.

. Farmaceuticka latka podfa naroku 3 vyznacujlica sa tym, Ze farmaceuticky
prijatelné vehikulum obsahuje fyziologicky roztok NaCl alebo Ringerov roztok.

. Farmaceuticka latka podfa ktorého kolvek naroku 3 az 6 vyznaduijiica sa tym, Ze
obsahuje hyaluronan.

. Spbsob zvysenia plodnosti u Zien pomocou farmaceutickej latky podra néroku 3

vyznatujlci sa tym, Ze farmaceuticka latka je podavana do dutiny brusnej s
vyhodou cez vajcovody.
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