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Oblast techniky

Soudasny vynélez se tyka vyuziti lokalniho anestetika k vyrobé Iéku proti
neplodnosti a ke zvy$eni plodnosti. Také se tyka farmaceutické slouceniny, ktera se
sklada z farmaceuticky u¢inné davky lokalniho anestetika s farmaceuticky pfijatelnym
vehikulem. Také se tyka zplsobu zvyseni plodnosti u Zen pomoci zminéne

farmaceutické slouceniny.

Dosavadni stav techniky

Neplodnost nebo snizena plodnost je pro postizené lidi problémem. IVF (oplozeni
ve zkumavce) je béznym zpisobem Ié¢by u neplodnych Zen. Podstata IVF leCby je
nasledujici:

Stimulace ovulace: denni hormonélini injekce, vysetfeni ultrazvukem a krevni
testy.

Odbér vajidek: v mistni anestézii provedeny odbér pfes pochvu punkci vajecniku
za ultrazvukové kontroly.

Ptiprava spermii: plavici nebo jind metoda k vybéru optimalni populace s nejlepsi
pohyblivosti.

Oplodnéni ve zkumavce: Inkubace vaji¢ek a vybrané populace spermii
v bunééném inkubatoru. Pfima mikroskopicka kontrola buné&ného déleni a vybér
nejvice zivotaschopnych blastocytu.

Pfenos embrya: 2-3 nejvice Zivotaschopnych blastocytl se umisti do dutiny
délozni a doufa se, Zze se uhnizdi ve sliznici délozZni.

IVF lé&ba je drahym zpGsobem IéEby a u nékterych parh vyvolavé psychologicke
vedlej§i Gginky. Technicky a umély zplsob pokusu o otéhotnéni mé pro par, ktery tuto
lé&bu podstupuje nevyhody, které mohou mit vliv i na vzdjemny vztah. Po dokonceni
namahavé |é&by je téhotensky pomér pouze 25 az 30 % a zanechéva ty, ktefi neuspéli
s naru$enym vzajemnym vztahem a stale bezdétné. Naklady na IVF lécbu jsou 20 000

az 25 000 SEK na jeden menstruacni cyklus.
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Navzdory nékolika pifedchozim vyzkumam neni zfejmy ani diivod neplodnosti u
endometridzy ani to, Ze nedochazi ke zvySeni plodnosti po jeji I€¢bé. Zviasté je nejasny
vztah mezi mirnou endometriézou a snizenou plodnosti tam, kde nejsou piitomny
panevni srasty (Mahmood, TA, Templeton A. Patophysiology of mild endometriosis:
review of literature. Human Reproduction 1990; 5:765-784).

U pacientek se sliznicnimi implantaty na pobfisnici se nachazi zvyseny podéet
bilych krvinek v dutiné bfisni a povazuje se za probihajici sterilni zanét. (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 bilych krvinek obsahuije in vivo
senzibilizované makroféagy, které secernuji ristovy faktor odvozeny od makrofagu
(MDGF) a to mGze vysvétlovat proliferaci tkané sliznice délozni. (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). Dal$i sekreéni produkty makrofagu, rtistové faktory jako je TNF a interferon, se
vyznacuji toxicitou pro pohlavni buriky a maji také nezadouci vliv na proces oplodnéni
(Halme J: Role of peritoneal inflammation in endometriosis-associated infertility. Ann NY |
Acad Sci 1991; 622:266-74).

Takeé bfisni tekutina bez bunék je dulezita u snizené plodnosti a bylo prokazano,
Ze snizuje vyznamné schopnost vidken vejcovodUl dopravovat vajicko. (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 bfisni tekutiné u pacientek s endometriosou a nevysvétlitelnou neplodnosti byla
zjiSténa snizena 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;
hodinové inkubace ve zkumavce s bfi$ni tekutinou od pacientek 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
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1982; 144; 503-510). V této specidini studii bylo pouzito sperma od riznych dérca a
proto nelze opomenout i imunologické faktory.

Podstata vynalezu

Soucasny vynalez je alternativnim zptsobem k IVF 16&bé& plodnosti u Zen.
Studiemi ve zkumavkéch bylo zjisténo, Ze lidokain snizuje fagocytézu spermii. Lze
predpokladat, Ze tento Gcinek lidokainu je zplisoben stabilizaci bunééné membrany, tim,
Ze brani zvysené propustnosti pro sodik a pravdépodobné ovliviiuje ATP v bunééné
membrané. Naklady na tuto Ié¢bu budou &init piiblizné 10 % oproti IVF 1&¢bé, napr.

2 500 SEK na jeden menstruaéni cyklus. Neni zde Zadny technicky postup oplodnéni,
ktery by mohl zpUsobit psychologické vedlejsi Gginky. Tato lééba se miize vyzkouset u
pacientek s endometrizou a/nebo nepatrnou mechanickou priginou neplodnosti. M(ize
byt provedena v dobé, kdy se ¢eka na IVF a nema zadny vliv na moznost pozdéjsi
uspésné IVF [écby.

Leécba neplodnosti pomoci lidokainu neni doposud v literatufe publikovéna.
Nicmeéneé jsou znamé dalsi farmaceutické ucinky lidokainu. Napf. v EP 507 160, kde se
uvefejniuje piipravek k zevni aplikaci na kdiZi, kde lidokain je obsazen v piidrzné vrstvé
umisténé na nosici. Tento preparat se pouziva k 1é¢bé neuralgii u pasového oparu a

postherpetickych neuralgii.

Struény popis obrazkd

V obrazcich pouzity vyraz ,endometr‘ znamena endometriézu a »end-prob*
znamena pfedpokliadanou endometridzu.

Obrazek 1 znazorfiuje schematicky pocet volnych spermii, které se nachazeji
kazdy jednotlivy den po inkubaci: s bunéénym médiem (A, kontrola), s bunéénym
médiem a lidokainem (B), s bifi$ni tekutinou (C, kontrola), a bfisni tekutinou a
lidokainem (D).
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Obrazek 2 znazormuje schematicky pocet progresivné se pohybujicich spermii,
které se nachazeji kazdy jednotlivy den po inkubaci: s buné&nym médiem (A, kontrola),
s bunécnym mediem a lidokainem (B), s bfi$ni tekutinou (C, kontrola), a bfigni tekutinou
a lidokainem (D).

Obrazek 3 znazorfiuje schematicky pocet neprogresivné ale pohybuijicich se
spermii, které se nachazeji kazdy jednotlivy den po inkubaci: s buné&nym médiem (A,
kontrola), s bunénym mediem a lidokainem (B), s bfisni tekutinou (C, kontrola), a bfi$ni
tekutinou a lidokainem (D).

Obrazek 4 znazorfiuje schematicky pocet Zivych ale nehybnych spermii, které se
nachazeji kazdy jednotlivy den po inkubaci: s bunéénym médiem (A, kontrola),

s bunéCnym meédiem a lidokainem (B), s bfisni tekutinou (C, kontrola), a bfigni tekutinou
a lidokainem (D).

Obrazek 5 znazorriuje schematicky pocet mrtvych spermii, které se nachazeji
kazdy jednotlivy den po inkubaci: s bunéénym médiem (A, kontrola), s bun&gnym
médiem a lidokainem (B), s biisni tekutinou (C, kontrola), a bfi$ni tekutinou a
lidokainem (D).

Podrobny popis vynalezu

S odkazem na obrazky 1 az 6 pouziti mistnich anestetik k vyrobé Iéku pro pouziti
proti neplodnosti nebo ke zvy$eni plodnosti. Mistni anestetikum se vybira z latky, ktera
ma mistné znecitlivujici G€inek. Pfikladem takovychto latek jsou 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-(propylamino)propanamid) a
ropivakain ((S)-N-(2,6- dimethylfenyl)-1-propyl-2-pipendinkarboxamid). Mohou se pouzit
i jina mistni anestetika. S vyhodou se pouziva lidokain.

Dalsim rysem tohoto sou¢asného vynalezu je farmaceuticka sloudenina, ktera se
sklada z farmaceuticky u¢inné koncentrace mistniho anestetika spolu s farmaceuticky
piijatelnym vehikulem. Koncentrace je takova, jakd mé ugéinek na neplodnost u zeny

nebo jaka zvysuje plodnost u zeny. O davce a koncentraci rozhoduje prakticky lékar.
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Koncentrace ucinné latky je alespori 5 ng/ml. PouZiva se 100 az 2000 pg v 1 az 20 ml,
s vyhodou 118 nug. Davka, které se podava je alespon 100 ug, zejména vSak 1000 pg.
Sloucenina se s vyhodou podava do bfisni dutiny, s vyhodou pfes vejcovody. Mistni
anestetikum je definovano vyse.

Aktivni slozka se smisi s vehikuly, které jsou farmaceuticky pfijatelné a sluéitelné
s aktivni slozkou vhodnou ke zde uvedenému Ié€ebnému zpusobu. Navic, pokud se
pozaduje, mohou se pouzit slou€eniny, které obsahuji mensi mnozstvi pomocnych
latek, jako jsou zvlh€ujici a emulgacni latky, latky upravujici pH a podobné, které zvysuiji
uéinnost aktivni slozky.

Farmaceutické slou€enina sou¢asného vynalezu zahrnuje i farmaceuticky
pfijatelné soli zde uvedenych slouéenin. Farmaceuticky pfijatelné soli zahrnuji pridatné
soli kyselin, které jsou tvofeny s anorganickymi kyselinami jako je napf. kyselina
chlorovodikova nebo kyselina fosfore¢nda, nebo s organickymi kyselinami jako je napf.
kyselina octova, vinna nebo mandiova.

Fyziologicky pfipustné nosice jsou odbornikiim dobfe znamy. Ptikiadem tekutych
nosicl jsou sterilni vodné roztoky, které jiz neobsahuji Zadné pridatné latky k aktivnim
slozkam a vodég, nebo obsahuiji pufr jako je napf. fosfore¢nan sodny pfi hodnoté
fyziologického pH, fyziologicky roztok, nebo oboji, jako napf. fyziologicky roztok
pufrovany fosfatem. Vodné roztoky mohou obsahovat vice nez jednu pufrovaci sl
stejné tak soli jako je napf. chlorid draselny a sodny, dextrosa, propylen glykol,
polyethylen glykol a jiné roztoky.

Slouceniny mohou také tvofit hyaluronan, coz je viskdzni latka, jako je napr.
mravencanovy gel. Hyaluronan umozriuje pomalé uvolhovani aktivni latky, coz je
vyhodné pro [é€bu podle vynalezu, protoZze oplodnéni muze nastat az 24 hodin po
ovulaci. Dalsi vyhodou je, ze hyaluronan ma stimulujici u¢inek 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 se obecné nepovazuje za nemoc. Vynalez také zahrnuje proces |é¢by
neplodnosti u Zeny farmaceutickou slouceninou podle vynalezu, ktery se vyznacuje tim,

ze se podava pres vejcovody.
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Vynalez se hlavné tyka kosmetického a nelédebného zptisobu IéEby neplodnosti
nebo zvyseni plodnosti, kde a) je diagnostikovana ovulace, b) se podava lécba lokalnim
anestetikem, jakmile se otekava ovulace podie bodu a).

Lécba se s vyhodou provadi pies vejcovody. Nasleduijici kroky jsou s vyhodou:

Sponténni ovulace: primarni Iétba béhem norméainiho menstruaéniho cyklu.
Stimulace jen u pacient( s anovulaénim cyklem a primarné stimulace klomifenem
(tablety), ktera je jednoducha a levna. je zapottebi jeden vzorek krve po ovulaci
k ovefeni, Ze probéhla ovulace béhem lé&ebného cykiu.

Test LH (luteiniza¢ni hormon): Vzestup LH 24 az 36 hodin pred ovulaci se
diagnostikuje domacim testem ze vzorku modéi.

Pertubace: Pokud je LH-test pozitivni poda se Iék pres vejcovody napf. 10 ml
100 pg/ml lidokainu ve fyziologickém NaCl nebo v Ringerové roztoku béhem
normalniho gynekologického vysetfeni. Neni zapotiebi z&dného znecitlivéni.

Oplodnéni: Zadna uméla lé¢ba. Par se pokusi dosahnout t&hotenstvi normalnim
zpusobem pohlavnim stykem doma poté, co je podana lécba vejcovody.

Bylo zjisténo, Ze nejsou pfitomny vedlej§i G&inky na prezivani spermii, coz
dokazuje, Ze spermie nejsou ovlivnény lidokainem a to bylo také prokazano v dalsich
studiich. (Bennett SJ, Bolton V, Parson J. The effects of lignocaine on human sperm
motility. J Assised Reprod. & genetics 1992; 9: 271-3). Zd4 se, Ze totéz plati i pro
vajicka, nebot’ vysoké hladiny lidokainu byly naméfeny bez jakychkoliv problémd
s oplodnénim nebo s fetalnim vyvojem. (Bailey-Pridham DD, Cook CL, Reshef E, Hurst
HE, Drury K, Yussman MA. Follicular Fluid lidocain levels during transvaginal oocyte
retrieval. Fertil Steril 1990; 53: 171-173). Nejvy$$i hladiny byly 118 pug/ml, coz znamena,
Ze davka 1000 pg lidokainu na inkubaci ve zkumavce by mohla byt fedéna napi. 100
ng/ml v 10 ml izotonické tekutiny. Tato koncentrace bude pouzita nyni pro klinické
studie Uspé&sného téhotenstvi po pertubaci uskutednéné 24 hodin pred ovulaci
k zajisteni lepSiho pfezivani spermii.

Lidokain se pouziva jiz mnoho let, aniZ byly zaznamenény nezadouci ucinky
béhem té&hotenstvi, jak také bylo prokazano ve studii na zvifatech. (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 proto je ho mozné pouzit k 1écbé

neplodnosti u pacientek s endometridzou.
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Tento vynalez je znazornén na nasleduijicim piikladu. Veskeré zde pouzité
| technické a védecké pojmy, pokud neni jinak definovano, maji stejny vyznam jako pfi
bézném pouzivani odborniky. Zde pouzité zplisoby jsou dobfe znamé pro odborniky
v daném oboru pokud neni uréeno jinak. Publikace zde zminéné jsou zahrnuté

v referencich.

Priklady provedeni vynélezu
Priklad 1

Redukce fagocytdzy spermii v bfi$ni tekutiné u Zen s endometriézou.

Tato studie byla provedena za uéelem dalsi analyzy funkce leukocytd u snizené
plddnosti behem endometridzy a také za udelem hledani mozného lé&ebného piistupu.
Aby se vyloucily imunologickeé vlivy ziastnil se pokust pouze jeden darce spermii.
Pfipravené vzorky spermii byly inkubovany s necentrifugovanou bfigni tekutinou od
zdravych Zen a od Zzen s endometriézou k vyhodnoceni vyznamu fagocytézy spermii na
sniZzenou plodnost béhem endometriézy. Podet Zivotaschopnych spermii pfi inkubaci byl
denné pocitan po dobu péti dni s a bez pfitomnosti lokalniho anestetika, které bylo
pridavano pii hledani metody sniZeni aktivity populaci bfignich leukocyt(.

Material a metody

Pacienti

Zeny: Pacientky byly rozdéleny do tfi riiznych skupin. Kontrolni skupina (n=9,
pramérny vék = 38,5 let) se skladala z Zen, které podstoupily laparoskopickou sterilizaci
nebo zen s nejasnymi bolestmi biicha. Kontrolni skupiny mély laparoskopicky nalez
v norme s anatomicky normaini délohou a vejcovody.

Studijni skupina obsahovala Zeny které podstoupily laparoskopii za Ucelem zjidténi
priciny neplodnosti nebo trpély bolestmi bficha a byla jim diagnostikovana endometriéza
(n =11, prtimérny vék = 34,5 roku). V této skupiné byla laparoskopicka diagnéza u 8
pacientek a anamnesticka pravdépodobnost endometriézy u 3 pacientek, u kterych se
ale nevyvinul Zadny implantat endometri6zy, ktery by mohl byt zjistén laparoskopicky.
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Muzi: Darce spermii byl zdravy 38-lety muz s normalni plodnosti s 2-3 denni
sexudlni zdrZenlivosti pfed kazdym odbérem vzorku spermii. Vzorky spermii byly
pfipraveny plavici technikou k vybéru optimalni populace (Russe! LD, Rogers BJ.
Improvement in the quality and fertilization potential of a human sperm population using
the rise technique. J Androl 1987; 8:25).

Vzorky peritonedlni tekutiny ziskané pfi laparoskopii

Vzorky krve byly odebrany poté, co bylo pacientkam podano anestetikum,
k pozdéjsimu stanoveni hyaluronanu, ktery se pouziva jako marker probihajiciho zanétu
k vylouCeni zanétlivého onemocnéni malé panve. Na zadatku laparoskopie
s bezpecnymi néstroji v bfisni dutiné byla veskera dosazitelna peritonedlni tekutina
v Douglasové prostoru pomoci odsévacky odsavana pies teflonovy katétr (prdmeér 1,7
mm, Optinova, Godby, Finsko) a poté byla tato tekutina promichana ihned po odbéru s
10 1U heparinu / ml v teflonové Iahvi. (Olive DL, Weinberg JB, Haney AF. Peritoneal
macrofages and infertility: the association between cell number and pelvic pathology.
Fertil Steril 1985; 44: 772-777). MnoZstvi peritonealni tekutiny bylo zjisténo vazenim na
elektrickych vahach. Teflon byl vybran jako material, ktery vykazuje nizkou piilnavost k
burikam savci. (Grinnell F, Milam M, Srere PA. Studies on cell adhesion. Arch Biochem
Biophys 1972; 153: 193-198). Byl pouZit heparin jakoZto protisrazliva latka, aby se
zabranilo shlukovani bilych krvinek. (Makarand et al. 1985) Diive se pouzivat citrat
(Edelstam et al. 1994), ktery mél nezadouci U¢inky na Zivotaschopnost spermii pri
inkubaci. Vsechny vzorky byly odebrany se souhlasem pacientd a proces se vzorky byl

schvalen etickou komisi, Lékarska fakulta, Univerzita v Uppsale, Svédsko.

Inkubace spermii a peritonealni tekutiny
Pro v8echny inkubace viz niZe, které byly provadéné ve vihkém bunééném
inkubatoru, byly pouzity teflonové zkumavky:

a) bunééné médium (1 ml), spermie (10° v 1 ml bunééného média) a 0,1 ml NaCl.

b) bunééné médium (1 ml), spermie (10° v 1 m! bunééného média) a 0,1 ml
lidokainu 10 mg/ml (Xylocain®, ASTRA).

c) spermie (10° v 1 ml bunééného média), peritonealni tekutina (1 ml) a 0,1 mi
NacCl.
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d) spermie (10° v 1 ml bunééného média), 0,1 ml lidokainu (10 mg/ml) a
peritonealni tekutina (1ml).

Earlovo bunééné medium (Sigma) s 0,35 % BSA (hovézi sérovy albumin)
Zbyvajici Cast peritonealni tekutiny byla centrifugovéna a supernatant zamrazen
(—20 °C) pro nasledné stanoveni hyaluronanu. (Edelstam a kol. 1994) Zkumavky
byly analyzovany denné po dobu péti dni a nasledujici parametry byly méreny ve
vsech A az D inkubacich aZ do poétu 100 spermii:

pocet volnych spermii, které nepfilnuly k bilym krvinkam

pocet spermii s progresivni pohyblivosti

pocet spermii s neprogresivnim pohybem

pocCet spermii, které jsou nehybné, ale zivé

pocet mrtvych spermii
Takeé bylo denné stanoveno procento Zivotaschopnych peritonealnich bilych

krvinek pfi pouziti trypanové modfi.

Vysledky »

Bylo pfedevsim zjisténo, Zze ve zkumavkach, které byly inkubovany s peritonealni
tekutinou a lidokainem, bylo statisticky vyznamné méné fagocytovanych spermii (p <
0,02). Spermie byly zachyceny ve velkych shlucich bilych krvinek a nékteré byly zjevné
fagocytovany a tim byl snizeny pocet volnych funkénich spermii.

Prezivani spermii s a bez endometriézy: Po dvoudenni inkubaci bylo zjisténo
statisticky vyznamné vice volnych spermii pfi inkubaci s peritonealni tekutinou od
normalni skupiny ve srovnani se skupinou s endometriézou. (Kruskal Wallis p < 0,014).

Prezivani spermii s a bez lidokainu: Nebyly zjistény Zadné nezadouci G&inky na
preZivani spermii a nebyl zji$tén statisticky vyznamny rozdil mezi inkubaci spermii
s nebo bez lidokainu po 24 nebo 48 hodinach. Hodnoty p (Wilcoxon) jsou znazornény
v tabulce I a ll.

Pfezivani spermii s a bez peritonealni tekutiny a lidokainu, bez ohledu na
diagnozu: Progresivni pohyblivost se snizuji mnohem vice bez piitomnosti peritoneaini
tekutiny (obrazek 2) ve srovnani s inkubaci spermii samotnych.

Piezivani spermii s a bez peritoneaini tekutiny ve skupiné s endometriézou: Za

pfitomnosti peritonealni tekutiny a lidokainu bylo zjisténo statisticky vyznamné vice
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volnych spermii, zvlasté po dvoudennich inkubacich u skupiny s endometriézou. Viz
obrazek 1 a tabulka Il.

Bylo zjisténo vice mrtvych spermii pfi inkubacich s lidokainem u obou
diagnostikovanych skupin. Obréazek 5, tabulka Il.

Koncentrace hyaluronanu v peritonedini tekutiné nevykazovaly Zadné znamky

probihajiciho zanétlivého procesu, tzn. Ze bylo potvrzeno, Ze vsichni pacienti byli zdravi.
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Tabulka €. 1: P-hodnoty pro riizné parametry zapisované béhem inkubaci pri

porovnavani inkubaci s a bez lidokainu. Udaje po 24 hodinové inkubaci.

Spermie Spermie + Spermie + Vsichni pacienti
+ lidokain peritonealni peritonealni bez uréité
tekutina, tekutina, diagnozy
normaini, endometriéza + lidokain
+ lidokain + lidokain
volng, vSechny volné 0,59 0,27
nepfilnuté s i bez lidokainu
k bilym
krvinkam
progresivni 0,88 0,046(a) 0,67 0,11
pohyblivost
neprogresivni 0,59 0,59 0,79 0,58
pohyblivost
stacionarni 0,76 0,40 0,31 0,18
nepohyblivé 0,28 0,14 0,09 0,024(b)
(mrtve)
zivotaschopnost 0,26 0,29 0,92
bilych krvinek
spermie piilnuté zadné prilnuté 0,68 0,80

na povrch bilych
krvinek

na povrch bilych
krvinek v obou
skupinach

a) vice progresivni pohyblivost spermii pfi inkubaci s lidokainem

b) vice mrtvych ve skupiné s lidokainem
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Tabulka II: : P-hodnoty pro rlizné parametry zapisované béhem inkubaci pfi

porovnavani inkubaci s a bez lidokainu. Udaje po 48 hodinové inkubaci.

na povrch bilych

krvinek

Spermie Spermie + Spermie + Vsichni pacienti
+ lidokain peritonealni peritonealni bez urdité
tekutina, tekutina, diagnoézy
normaini, endometridza + lidokain
+ lidokain + lidokain
volné, 1,0 0,018 (d) 0,0021(d)
nepfilnuté '
k bilym
krvinkam
progresivni Zadna 1,00 0,89 0,95
pohyblivost progresivni
pohyblivost s a
bez lidokainu
neprogresivni 0,18 0,025 (c) 0,21 0,021 (c)
pohyblivost
stacionarni 0,78 0,26 0,58 0,22
nepohyblivé 0,50 0,038 (c) 0,003 (c) 0,00025 (c)
(mrtvé)
Zivotaschopnost 0,78 0,51 0,57
bilych krvinek
spermie pfilnuté 1,00 0,53 0,63

c) vice s lidokainem

d) vice volnych ve skupiné s lidokainem
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Tento vynalez obsahuje vliv lidokainu na piezivani spermii a uc¢inek na fagocytézu
spermii bilymi krvinkami bfisni dutiny ve zkumavce béhem inkubace po dobu 5 dni.
Tato studie zahrnuje pouze jednoho darce spermii, aby se zabranilo riznym
imunologickym kombinacim, které by byly nekontrolovatelnym faktorem v pokusech.
Tato studie také sleduje pfezivani spermii az do doby péti dn(, zatimco predchozi
studie zkoumaly pfezivani spermii po dobu 24 hodin. Dale neby! pogitan pouze pocet
volnych nepohlicenych spermii, ale také pocet, kolik vykazovalo progresivni nebo
stacionarni pohyblivost, stejné tak jako po&et Zivych, mrtvych nebo volnych (tzn.
nepfilnutych na povrch bilych krvinek) spermii.

V tomto vynalezu byly potvrzeny predchozi nalezy, které popisuje Muscato a kol.
1982 a tykaji se snizené plodnosti u pacientek s endometriézou na podkladé pohlcovani
spermii. Zvy$end kapacita pohlcovani peritonealnich makrofagu u pacientek
s endometriézou byla také prokazana pomoci fluorescenénich kulicek. (Samejima T,
Masuzaki H, Ishimaru T, Yamabe T. Activity of Peritoneal Macrophages in
Endometriosis. Asia Oceania J Obstet Gynaecolo 1989, 15: 175-181).

Dalsi studie , které se tykaji pohlcovani spermii, neberou v tvahu problém se
ztratou bilych krvinek, které pfilnou vice na jiny material (Grinell et al. 1972). Makarand
a kol. 1985 pouzil sklenénou nadobu k uskladnéni peritonealni tekutiny. Sklo vykazuje
nejvétsi prilnavost bilych krvinek (Grinell et al. 1972) a pouziva se k oddélovani
makrofagl (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 roce 1989 si vybral polypropylen, ktery je lepsi moznosti nez sklo z hlediska problému
s pfilnavosti bunék, ale méné vhodny nez teflon.

Predpokiada se, Ze zjisténé vétsi mnozstvi mrtvych spermii pfi inkubaci,

s lidokainem, je dlisledkem snizeného pohlcovani spermii za pfitomnosti lidokainu,
vzhledem k tomu, ze pfi inkubaci samotnych spermii s a bez lidokainu nebyly zjistény
zadné nezédouci u€inky na spermie. Takto se také vysvétiuje nalez zvySené
neprogresivni pohyblivosti spermii pfi inkubaci s lidokainem (Obrazek 2). Tato redukce
progresivni pohyblivosti bez pfitomnosti peritonealni tekutiny nasvédcuje tomu, Ze

peritonealni tekutina obsahuje latky nezbytné pro zachovani funkci spermii.
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Jak je jiz uvedeno v uvodu viakna vejcovodl jsou nepretrzité zvihdovany
peritonealni tekutinou. coz v pfipadé pacientek s endometriézou snizuje kapacitu
zachytit vajiCko. (Suginami et al. 1986). Jak ukazuije tato i pfedchozi studie bilé krvinky
v peritonealni tekutiné pacientek s endometridézou jsou vice Géinné pii pohicovani
spermii. (Muscato a kol. 1982). Proto mohou byt u Zen s endometriézou dva faktory,
které se podili na jejich snizené plodnosti. Tato studie také ukazuje moznost vyuziti
ucinku lidokainu ke snizeni pohlcovani spermii.

Souhrnné tato studie dokazuje snizené pohlcovani spermii za pfitomnosti
lidokainu. Tento jev se musi dale sledovat pfi randomizovanych klinickych studii
pertubaci za pomoci fyziologického roztoku nebo roztoku lidokainu ve fyziologickém
roztoku pied ovulaci. (obdobi zvysené hladiny LH)

Zatimco soucasny vynalez je popisovan ve spojeni s vyhodnymi sloueninami a
latkami, musi se chapat, Ze se mohou provadét urcité ndhrady a Gpravy , bez odchyleni

od rozsahu nasledujicich narokd.
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Pouziti lokalniho anestetika k vyrobé Iéku vyznacuijici se tim, Ze se pouziva proti
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PATENTOVE NAROKY

neplodnosti nebo ke zvyseni plodnosti.

Pouziti podle naroku 1 vyznadujici se tim, ze lokalni anestetikum je vybrano ze
skupiny, ktera obsahuje bupivakain, lidokain, mepivakain, prilokain a ropivakain.
Farmaceuticka latka vyznadujici se tim, Ze obsahuje farmaceuticky tcinnou
koncentraci lokalniho anestetika s farmaceuticky pfijatelnym vehikulem.
Farmaceuticka latka podie naroku 3 vyznadujici se tim, ze farmaceuticky ucinna
koncentrace je alespon 5 pug/ml.

Farmaceuticka latka podle naroku 3 vyznadujici se tim, Ze lokalni anestetikum je
vybrano ze skupiny, ktera obsahuje bupivakain, lidokain, mepivakain, prilokain a
ropivakain.

Farmaceuticka latka podle naroku 3 vyznadujici se tim, Ze farmaceuticky pfijateiné
vehikulum obsahuje fyziologicky roztok NaCl nebo Ringer(v roztok.
Farmaceutické latka podle kteréhokoliv naroku 3 az 6 vyznacujici se tim, ze
obsahuje hyaluronan.

Zplsob zvys$eni plodnosti u Zen pomoci farmaceutické latky podle naroku 3
vyznacdujici se tim, ze farmaceuticka latka je podadvana do dutiny bfi$ni s vyhodou

pies vejcovody.
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