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{54) Prostfedek k lédeni a ochrané ischemicky pefkozenych tkani
a normalizaci jejich funkeci
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Predmétem vynalezu je prostfedek k léCe-
ni, ochrand ischemicky poSkozenych tkanla
k normalizaci jejich funkci, sestavajici z
roztoku smési polohov§ch isomerf 2‘- a 4'-
-hydroxymercurifluoresceini.

Nedostatetné prokrveni tkani -- ischemie
— poskozuje jejich vyménu latek a vede ve
své konetné fdzi k rozpadu a zéniku tkéng.
V lidské pathologii zaujimé dnes chronickeé
nebo akutni poskozeni orgdnt ischemii no-
zologickou jednotku zvanou ischemickAa cho-
roba.

P¥estcze v popfedi patogenese této choro-
by stoji onemocnéni cévni, jsou jeji diisled-
ky organotropni povahy. Choroba proto po-
stihuje jednotlivé orgdny pfedevSim srdce,
mozek, pankreas, kosterni sval apod.

Jindy je ischemii ohroZen a poSkozovdn
organ urfeny k transplantaci — transplan-
tat, napfiklad ledvina, nebo jatra pankreas.
Ve zcela specifickém piipadgé mfZe mistni
prostorové ohranifend ischemie orgéanu, na-
priklad srdenfho svalu vést k celkové po-
ruse srdetni funkce a tim aZ ke smrti jedin-
ce (srdecni infarkt]. Jde tedy o pestrou pa-
letu klinicky vzajemné odliSnych stavi, spo-
jenych ale spoleCnym pathogenetickym me-
chanismem, kterym je poSkozeni tkdné, vy-
volané nedostatenym pfisunem Kkysliku a
Zivin krvi.
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Je proto pochopitelné, Ze latka, ktera by
mohla ve vSech té&chto Kklinicky odlidnych,
ale pathogenetickym mechanismem vzijem-
né spojenych situacich ovlivnit metabolickou
poruchu vyvolanou ischemii, by byla cen-
nym léfebnym p¥inosem. Tim spiSe, kdyby
navic brénila vzniku dalsich ischemil vyvo-
lanych reakci, jakymi jsou nap¥iklad funkd-
ni insuficience transplantdtu a poruchy sr-
defniho rytmu — arytmie — u srdefniho in-
farktu.

Dnes zndmé 1é¢iva, pouZivand p¥i infark-
tu myokardu, miZeme rozdéglit do dvou sku-
pin: antiarytmika zaméiend na potlaleni po-
ruchy srdeéniho rytmu a na kardiostimula-
tia, zamérend na zvySeul vykonu srdecni
funkce a tim i na zvy$eni minutového sr-
detniho objemu.

Vlastni antiarytmika d&lime podle mecha-
nismlu G&inku do dvou skupin. Do prvé sku-
piny pat#i Chinidin, Prokainamid, Proprano-
lol a Bretylium. Do druhé skupiny pat¥l Li-
docain (Mesocain) a Diphenylhydantoin.
Ob& skupiny se od sebe li8i predevsim zpil-
sobem ufinku na rychlost vedeni podrazdé-
ni v ischemicky poskozeném myokardu. V
klinické praxi se podédvaji uvedend anti-
arytmika bud jednotlivé, nebo nejCast&ji v
riiznych empiricky odzkouSenych kombina-
cich.
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Ditvodem je snaha potencovat kladny anti-

aritmicky Géinek a soufasn& obejit vedlejsi
nepfiznivy Ginek antiarytmika, kterym je
daldi sniZovdni kontrakéni schopnosti myo-
kardu. Mimo depresi kontrak¢ni schopnosti
myokardu mohou mit antiarytmika je5t&
dal3i vedlejdi nepriznivé Gcinky, jako vznik
bradyarytmie a srdetni blokddy. Pfimym a-
ginkem antiarytmik na hladkou svalovinu
cév miZe dojit k hypotenzi. Blokddou sym-
patiku a g-receptoru mohou né&kterd anti-
arytmika vyradit G¢inek 1é¢ebné& dodavanych
katecholamind.

Jako kardiostimulantia se pouZivaji rizné
druhy katecholaminid nebo glukagon. V. oO-
bou p¥ipadech je pozorovéna, spolu se zvy-
genim srdeéni préace, také zvySend pohoto-
vost srdce k 'arytmii. Stojime proto z hledis-
ka racionélni therapie pfed velmi obtiZnou
situaci, Latky tlumici srde&nf arytmii sniZuji
srdeéni vykon a naopak latky srdelni vykon
povzbuzujict zvySuji etnost srdeCnich extra-
systol a arytmii. Navic je nutno jak u anti-
arytmik, tak u kardiostimulantlf udrZovat
vhodné therapeuticky t¢inné hladiny latek
v krvi zpravidla pomoci dlouhodobych infu-
zi. Proto je farmakotherapie arytmii jednim
z nejobtiZzngjsich dkold pfi akutni mistni is-
chemii myokardu — pfi akutnim srdenim
infarktu.

Nyni bylo zji§tdno, Ze rtutnaté derivaty
fluoresceinové rady ovliviiuji p¥iznivé nékte-
ré metabolické nasledky ischemie a tim i
druhotné jeji pathologické reakce. Tim byl
dan z&klad novému prostfedku lé€eni a o-
chrany ischemii po3kozenych tkéni, popf.
normalizace jejich funkci. Pfedmétem vynéle-
zu je tedy prost¥edek k 168eni, ochrané ische-
micky podkozenych tkani a' k normalizaci
jejich funkci, sestavajicl z roztoku smd&si 2'-
hydroxymercurifluorescein, 4'-hydroxymer-
curifluorescein, bis-(hydroxymercuri}-
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fluorescein a difluoresceinyl rtuti, p¥ifemZ
mno#stvi uvedenych sloZek ve smési je v
pom&ru 5 aZz 95:5 aZ 95:2 aZ 20:2 az 20

.hmotnostnich dilé. Prostfedku je moZno vy-

uzt hlavn® jako antiarytmika pfi 1éCeniin-
tarktu myokardu, dédle pro léfeni a ochra-
nu ischemicky poskozengch tkani jater, led-
vin, pankreatu a kosterniho svaly, popfipa-
dé pro jejich ochranu a normalizacl pri
transplantaci téchto orgénd.

Chemicka {éast

Podstatou normalizatnich afinkll na is-
chemicky poskozenou tkai je u 18tiva  —
pripravku podle vyndlezu jeho pevna a
dlouhodobé fixace do této poskozené tkaneé.
Tato fixace byla u preparatll kvalitativneé
sledovéna fluorescentni metodou a kvanti-
tativng potom u vybranych derivatl pomoci
scanningu do tkdn& zafixovanych prepara-
tfi, oznadenych radioaktivnimi isotopy rtuti.
Mira radioaktivity nakumulované latky by-
12 vyidd¥ena v tzv. indexech R: a Ry, pFicemZ
index R; je pomé&r mnoZstvi nakumulované
radioaktivni latky v 1 g poskozené tkéné k
mnoZstvi nakumulované latky v 1 g zdravé
tk&and a index Ry, je obdobny pomér mnoz-
stvi latky, nakumulované v 1 g poskozené
tk4nd k mnoZsivi latky obsaZenému v 1 ml
krve. MnoZstvi zafixované radioaktivni lat-
ky bylo stanovovdno v impulsech za minu-
tu. Cilend kombinace obou metod nam u-
mo¥nila vyhledat mezi Ffadou derivati ta-
kové, které vykazovaly nejlepsi vysledky jak
co do kumulace v po$kozenych tkénich, tak
i po strédnce ostatnich vlastnosti (toxicita,
snadnost pFipravy, ¢isténi prepardtu apod.).

Z 1atek, u nichZ byl proveden vySe zming-
ny prizkum, jsme pro daldi zkousky vybrali
nasledujici derivéty, které vykazuji tyto in-
dexy Ry a R

Tabulka 1
Cislo Nézev Indexy
R; Ry
I 2'-hydroxymercurifluorescein 65 11
1 4‘-hydroxymercurifluorescein 70 15
111 bis-(hydroxymercuri)- 30 8
fluorescein
v difluoresceinylrtut 31 9
\' smés I a1l (v poméru 1:4) 59 12
VI smés I all ( v poméru 4:1) 63 13
VII smés I a II (v pomé&ru 1:1) 58 12
VIII smés I, II, IIT a IV 64 12
(v pomé&ru 4:4:1:1)
IX pripravek podle vynéalezu 67 15
: (smés I, I1, I1I, IV v pom&ru
4,2:3,8:0,2:1,8)
X Nechromatografovand reak&ni 8 4
smeés

7Ze srovndni velikosti index® R; a Ry ne-
chromatografované reakéni smési s indexy
- &ist8nych derivatd je patrna dileZitost
chromatografického ¢isténi; jsou pfi ném

vedle balastnich latek odstraifiovdny takeé
toxické primiseniny, tj. anorganicke rtutna-
té derivaty a kovovd rtut. Vodné roztoky
prostfedku podle vynilezu je vyhodné sta-
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bilizovat p¥iddnim kyselého uhliitanu sod-
ného v mnoZstvi 1/2 az 1 % hmotnostnich
na objem vody.

Po této fazi prizkumu byla déle zjistové-
na korelace meazi fixaci preparéti do posko-
zené tkan& a jejich normalizaénimi G&inky
na tuto tkan. Tak napriklad bylo zjiSténo, Ze
pFi infarktu myokardu mé nakumulovani u-
vedenych derivatd v ischemicky poSkozené
tkani infarktového loZiska za nasledek 1é¢i-
vy antiarytmicky aCinek na po3kozeny myo-
kard. Pritom neni samoziejmé& rozhodujici,
zda pouZity prepardt je v radioaktivni nebo
neradioaktivni formé&, takZe s vyhodou je ho
moZno pouZit jako latku neradioaktivni.
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Utinek pFipravku podle vynélezu na tkai
podkozenou ischemiif je moZno doloZit jak
experimentdlng, tak klinicky. V prvém pii-
padé ukédZeme na vliv tohoto p¥ipravku pii
mistni ischemizaci srdecni tkdng&. V druhém
pripad& na vliv tohoto pFfipravku na celko-
vou ischemii orgédnu ur€eného k transplanta-
ci.

1. Uginky pFipravku podle vynélezu na mist-
ni ischemii myokardu

Mistni ischemizaci srde¢ni tkan& vyvolé-
véme v experimentu na zvireti podvazem se-
stupné vétve levé korondrni arterie. B&hem
nékolika minut dojde k poruse tvorby a pie-

HO

]

Jako dalsi pFiklad pouZiti pFipravku podle
vynalezu je moZno uvést to, Ze tento pripra-
vek normalizuje biochemické funkce posko-
zenych tkani, napfiklad sniZuje v nich hla-
dinu laktatdi, upravuje zméné&nou iontovou
rovnovdhu, udrZuje pro funkci tkdng dile-
Zité makroorgni fosfaty, prispiva k zachové-
ni glykogenovych rezerv a upravuje aktivitu
kliCovych enzymi. Podobny ochranny t¢inek
ma tento p¥ipravek i p#i transplantacich srd-
ce. PFi transplantaci ledvin -chrdni tento
pripravek ledvinu pred nasledky ischemic-
kého poSkozeni a umcZiiuje podstatnd jeii
dalsi preZivani (viz biologick4 &dst).

(Iv)

nosu podréZddni v levé srdefni komote.
Vznikne porucha srde¢niho rytmu — aryt-
mie. Mistni ischemické loZisko zpfisobi dile
poruchu kontrakce srde&n{ komory a tfm o-
slabi funkci srdce jako pumpy.

Usinek p¥ipravku pozorovany v experi-
mentech na zviFeti vychédzi z jeho pFimého
ucinku na ischemii poskozenou tk&f. Ische-
mické loZisko srdefni tkdn& vzniklé v levé
srdeCni komo¥e po podvazu vétve levé koro-
nédrni tepny, prod&lava b&hem prvnich dvou
hodin po vzniku ischemie charakteristicka
metabolické zmény: v loZisku se m&ni po-
mér laktdt/pyruvét, klesd obsah adenosintri-
fosfdtu a monofosfatu. Draselné ionty uni-
kajl z tkan& a na jejich misto vstupuji ionty
sodné. Dochazi k poklesu aktivit déleZitych
enzym@ ve tkéni.
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Celkovy obsah vody v loZisku stou-
pd. Tyto zm&ny nejsou specifické jen pro
tkdil srdefni, ale vidime je i v ostatnich is-
chemisovanych tkédnich.

PFimym dfisledkem metabolickych zmén v
ischemické tkdni srde¢ni je vznik arytmii a
pokles kontrakéni schopnosti myokardu.
Arytmie jsou vyvoldny poruchou funkce sr-
defnich membrén, kterd je spojena s patho-
logickou koncentraci iontlt v burice. Pokles
kontrakéni schopnosti je podminén otokem
tkdn8 a poklesem energetickych rezerv sva-
lovich bundk.

Pripravek podle vyndlezu se véZe na is-
chemil poZkozenocu tkan a zabralluje, popll
padé zpomaluje charakieristické zmény me-
tabolismu provéazejici ischemii. To znameng,
Ze zmen8i pokles AT? a unik draselnych
iontlt z buiiky. Zmen8i se také otok tkéané.
Tento pripravek dale brani poklesu aktivnich
kliCovych enzymi ve tkéni. V souladu s t&-
mito metabolickymi d&ji jdou také druhot-
né déje elektrofyziologické a hemodynamic-
ké. Piipravek proto sniZuje fibrila&ni poho-
tovost v ischemil poSkozeném loZisku levé
srdedni komory a normalizuje pathologicky
zkracenou efsktivni refrakterni periodu. Po

pouZiii p#pravka nepozorujeme  pokles
kontraktivity srdefni komory.
¥inek tohoto p¥inravku byl pozorovén

také na ischemii poSkozeném kosternim sva-
lu. V experimentu na krysdch bylo proka-
zano, Ze plipravek urychloval hojeni svalil
a zmen3oval nésledky jeho poSkozenl.

Udinek pripravku pozorovany na klinice
vychdzi ze sledovani vyskytu arytmii v Cas-
ném pooperatnim prib&hu po rekonstruke-
nim vykonu na korondrnich tepndch pfi is-
chemické chorob& srdeni (ICHS). Casny
pooperacni pribéh bghem prvych 24 hod.
je zpravidla provédzen rlznymi typy supra-
ventrikuldrnich a ventrikuldrnich arytmii.
Nezdfidka pozorujeme sdivy  Komorovych
extrasystol aZ komorovou tachykardii. Je to
patrné nésledek revaskularizace ischemii
poskozenych tkéani, ale i kréatkodobé ische-
mizace urditych oblasti srdce b&hem kardio-
chirurgického vykonu.

NaSe vysledky s poddnim p¥ipravku podle
vyndlezu ukézaly, Ze tenls prepardt suiZujc
Setnost a dobu trvani pooperatnich arytmil.
Pritom neni pooperalni priib&h rulen po-
klesem krevniho tlaku. Piipravek podle vy-
nélezu nebrani tdinku kardiostimulantii p¥i
16¢b& syndromu nizkého minutového srdeg-
niho objemu.

Antiarytmické afinky rtutnatych derivatd
fluoresceinové fady, které jsou zéakladem
pfipravku podle vynalezu, jsou podmin&ny
jejich bezprostfednim z4dsahem do metabolis-
mu ischemii poskozené tkéané&, na kterou se
dlouhodob& fixuji. Tim je d&na jejich apli-
katni forma.

P¥ipravek se podavad jednordzové a ve
srovndni s b¥¥nymi antiarytmiky v faddové
niz8i ddvce. Vlastni fixace pFipravku trvéve
tkani zhruba t¥i tydny, tj. preparat se fixu-

8

je na poSkozenou tkan irreversibilng a mizi
z ni pri jejfm zhojeni, Je samoztfejmé, Ze sle-
dovat anatirytmicky ucCinek p¥Fipravku po
tak dlouhou dobu je prakticky nemoZné. V
naSem pfipadé jsme antiarytmicky uginek
preparatu prokdzali v pokusu na zvifeti jes-
t& za 24 hod., pfi sledovédni na Kklinice za 18
hod. po jednordzové ddvce. Dlouhodobgjsi
sledovani antiarytmického udinku nebylo za-
tim z technickych davodd provedeno.

Prednosti pfipravku ve srovnéni s obvykly-
mi antiarytmiky je jeho jednordzova davka
podéni a déale to, Ze nezpiiscbuje Zadné ve-
dlejsi dfinky, prFedevSim srde¢ni blokéady,
hypotenze, nebo sniZeni srdefni kontrakce.
Odpadé proto udrZovani ufinné hladiny an-
tiarytmika v krvi pomalou infizi, které je
mnohdy spojenc se stanovenim jeho kon-
centrace v krvi. Dal8i vyhodou je, Ze 1éCba
piipravkem nep@sobi sniZeni srdefni kon-
traktility, a proto nemusi byt per se dopl-
fiovdna podanim kardiostimulancii,

V p¥ipadég, Ze by pfesto bylo nutné z urci-
tych divodl kardiostimulantia podat, je rov-
neéz vyhodou antiarytmické 1éCby pFipravku
podle vyndlezu, Ze jeho uZit{ nebréani ufin-
ku uvedenych kardiostimulantii. Konetné je
moZno v pFipadé nutnosti kombinovat poda-
ni p¥ipravku s nékterym jinym rychle piso-
bicim antiarytmikem, oviem s pFihlédnutim
k pfipadnym nepiiznivymi vedlej$im tuclin-
kim tohoto antiarytmika.

Vzhledem k naprosté neSkodnosti nepatr-
nych aplikaénich davek pripravku podle vy-
nélezu a déle vzhledem k jeho dlouhodobé-
mu antiarytmickému adlinku bez vedlejdich
nepiiznivych vlastnosti jevi se plné oprav-
néné jeho preventivni podavani pfi kaZdém
podezieni ze vzniku infarktu myokardu.

2. U8inky pFipravku podle vyndlezu na cel-
kové poSkozeni orgdni ischemii

Daldim prikladem je uCinek pFipravku na
celkové poskozeni orgdnu ischemii, se kte-
rym se setkdvdme pfi jeho transplantaci. V
experimentu byl zji§t&n ucinek pFipravku po-
dle vynédlezu v podstaté ve dvoji formé&: zpo-
maluje aZ odstrafiuje metabolické zmény vy-
volané pPeruenim doddvky krve orgéanu —
transplantdtu po jeho odpojeni od krevniho
ob&hu darce, a mimoto ovliviiuje i jeho an-
tigenni vliv na budouciho pFijemce. PIi
transplantaci srdce chrédni tento pripravek
glykogenové rezervy myokardu a zabratiuje
poskozeni bundénych struktur. Po obnoveni
‘Cinnosti srdce nastupuje sinusovy rytmus
podstatn& rychleji a arytmie v dalSim ob-
dob{ jsou méné& Casté.

P#i transplantacich ledvin bylo experimen-
tdln& zjisténo, Ze piipravek umoZiiuje jejich
deldi preZiti bez pouZiti imunosupresivnich
latek. Prokéazali jsme, Ze koZni 3t&py trans-
plantované my3im, kterym byl pfed trans-
plantaci podén extrakt myS$ich ischemickych
jater, se odluduji diive, neZ transplantdty ne-
ovlivnénych mysi. Naproti tomu jsme expe-
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rimentalné prokdzali, Ze p¥ipravek odstraiiu-
je tento nepFiznivy G&inek ischemickych ja-
ter na $tép, ktery potom pieZiva stejné dlou-
ho, jako transplantaty neovlivnéné.

Experimentdlni Cast
A. Pfiklady chemické — ptiprava derivatl

K vyzkouSeni normalizagnich d€inkl jed-
notlivych derivatd byly tyto derivaty, res-
pektive jejich izomery, jednotlivé pripraveny
v chromatograficky ¢isté form& pomoci
sloupcové chromatografie na neutralnim
kysliCniku hlinitém ve vodném prostfedi,
respektive v prostfedi ziedénych roztoki
kyselého nebo normdlniho uhli¢itanu sodné-
ho. Jednotlivé derivdty izolované v Cisté for-
mé byly potom nejdfive vyzkouSeny, a to ja-
ko radioaktivni, na fixafni schopnost do po-
Skozené tkéané (viz tabulku 1) a potom na
zéklad& ziskanych vysledk@l byly zkou3eny
v neradioaktivni formé& na normalizaCni ak-
tivitu. Z vysledkl jsme usoudili, Ze bude
vhodné pripravit smés vyde uvedenych de-
rivatd pro experimentdlni zkou3ky derivatl
na normalizani aktivitu u infarktu myokar-
du. To sledovalo celkem dva cile: jednak
podstatné jednodu8si p¥ipravu mnormalizac-
niho preparatu (zjednoduSeni chromatogra-
fického CiSté€ni) a tim i zvySeni vyt&Zk{,
jednak zachovéni, popfipadé zvySeni norma-
lizatni aktivity prepardtu. Po provedeni
zkou8ek s Fadou smési a zhodnoceni fixalni
schopnosti a normalizaénich G&ink v kore-
laci se snadnosti pfipravu prepardtu, jsme
dosli k z&véru, nejvhodné&jsi preparat, Ze
maé sloZeni derivatu IX (tabulka 1}. S timto
prepardtem byly potom po experimentélnich
zkou8kdch na zvirfatech provedeny klinické
zkousky na pacientech, a to v postoperac-
nim stadiu po kardiochirurgickém vykonu
po ICHS. Provedené zkouSky mély kladné
vysledky. Dale byly provedeny s p¥ipravkem
podle vyndlezu klinické zkou3ky na pacien-
~tech s infarktem myokardu v Casném sta-
diu.

Priklad 1

Reak¢ni smé&s sestdvajici z 19,65 g (0,05
M) sodné soli fluoresceinu rozpusténo v 100
ml vody, 16,0 g octanu rtutnatého (0,05 M)
rozpusSténého v 100 ml vody a oKkyselend
9,0 g (0,15 M) kyseliny octové byla zah¥i-
vana po dobu 4 hod. pod zp&tnym chladi-
Cem. Reaklni smé&s tvofila za téchto podmi-
nek jemnou suspensi ve vodé& p¥l pH cca
4,5, Po skonfeném zahfivani byla suspense
zfiltrovdna. Odfiltrovand pevnd Céast byla
rozpulténa ve vodném roztoku NaOH (100
ml vody a 6,0 g NaOH) (0,15 M} a podrobe-
na chromatografii na sloupci kysliéniku
hlinitého (neutrélniho} (2000 g). V prvnich
frakcich (4 po 2000 ml) bylo eluovdno 15¢g
nezreagovaného fluoresceinu (podil A), v
dalsich 4 frakcich po 2000 ml byla eluova-

10

no 9,5 g smé&si pevnych produktd (podil B),
kterd podle analyzy na papirové chromato-
grafii obsahovala difluoresceinylrtut a oba
polohové isomery 2'- a 4'-hydroxymercuri-
fluoresceiny. V dalsich 3 frakcich po 2000
ml 1% roztoku NaHCOz bylo eluovéano 8,2 g
smdsi polohovych isomert 2‘- a 4-hydroxy-
mercurifluoresceinu (podil C), které byly z
alkalického roztoku izolovdny okyselenim
kyselinou octovou a odfiltrovanim. V daldich
3 frakcich po 2000 ml 1% roztoku Na2COs
bylo eluovédno 5,3 g smési 2'- a 4'-hydroxy-
mercurifluoresceinu a bis-{hydroxymercu-
ri)fluoresceinu (podil D}, kterd byla solvo-
vana z alkalického roztoku obdobn& jako
predeslé okyselenim a odfiltrovanim. Na
sloupci kysliéniku hlinitého zastala ¢ast re-
ak€nich produktfi, které byly vy$emolekuldr-
ni povahy.

Potom byly podily B a C (9,5 a 8,2 g} po
rozpuSténi a zalkalizovani ekvivalentnim
mmoZstvim NaOH znovu chromatografovany
na 1503 g neutrdintho kysliéniku hlinitého
stejnym zplisobem jako v pFedeSlém p¥ipa-
d&. V prvaich dvou podiiech (1500 mlj vody
bylo izolovdno malé mnoZstvi (0,2 g) fluo-
resceinu. V dalSich 3 podilech {po 1500 ml)
vody bylo izolovdno 3,6 g difluoresceinyl
rtuti, dédle ve 4 podilech (po 1500 ml} vody
bylo izolovédno 5,0 g 2-hydroxymercurifluo-
resceinu, v dalSich 4 podilech (po 1500 ml)
vody bylo izolovdno 4,0 g smési 2- a 4'-
-hydroxymercurifluoresceinu jako mezifrak-
ce, a konetné v 5 podilech {po 1500 ml)
1% roztoku NaHCOsz bylo izolovéno 3,9 g 4'-
-hydroxymercurifluoresceinu, ktery byl =z
eluéniho roztoku po Céastetném zahu$téni
a po okyseleni kyselinou octovou izolovéan
odfiltrovanim a promytim vodou <do ne-
utralni reakce.

Potom byly jednotlivé podily C&istych de-
rivatd I, II, IV zalkalizovdny vypod&tenym
mnoZstvim vodného 1 N roztoku NaOH a tim
uvedeny do roztoku. Podilu octanu sodného,
vzniklého p¥i zalkalizovani roztoku, byly
derivaty zbaveny chromatografi{ p¥es maly
sloupec kyslitniku hlinitého (pomér Al20z
k derivatu 10:1), priCemZ bylo eluovéno
pouze vodou. Octan sodny odeSel v ¢ele, na-
CeZ byla jiména sodnd stil jednotlivych de-
rivdatd. Tim byly po odpafeni roztokd a do-
konalém vysuSeni ve vakuu ziskédny Cisté
frakce jednotlivych hydroxymercuriderivatd.
Pro analyzu byly jednotlivé derivaty predis-
t&ny chromatografii na papife podle zptso-
bu popsaného déle pro &iSténi derivatu III.

Derivat III byl v malém mnoZstvi pro
analyzu vyCi$tén od octanu sodného chroma-
tografii na papiru W 3 v soustavé metha-
nol : vodny amoniak 4 : 1 tak, Ze nejprve byl
vzorek zneutralizovdn vypoltenym mnoZ-
stvim 1 N roztoku NaOH (3 ekvivalenty) u-
veden do roztoku a ten potom po naneseniv
pdsu na papir W 3 podroben chromatografii,
pfiemZ octan sodny.odeSel v Cele. Potom
byla skvrna derivdtu III po vystfiZeni eluo-
véna destilovanou vodou, eluat odpafen do
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sucha a vysuden ve vakuu olejové vyvévy pii
100 °C. s .

"Analyzy derivatd I—IV
I

2'-hydroxymercurifluorescein:
pro CaoH1207HgNaz (610,9)

vypotteno:
39,3 % C, 2,0 % H, 18,3 % O, 32,8 % Hg
7,5 % Na

nalezeno:
38,95 % C, 1,9 % H, 33,0 % Hg, 7,7 % Na

I

4‘-hydroxymercurifluorescein:
pro Cz0H1207HgNaz (610,9)

vypof&teno: :
39,3 % C, 2,0 % H, 18,3 % 0O, 32,8 % Hg,
7,5 % Na

nalezeno:
395 % C, 2,2 % H, 32,7 % Hg, 7,3 % Na

I

bis-(hydroxymercuri)fluorescein:
pro CzoH120sHgzNaz (827,5)

vypocteno:
29,0 % C, 1,5 % H, 155 % O, 48,5 % Hsg,
5,5 00 Na

nalezeno:
28,7 % C, 1,7 % H, 48,2 % Hg, 58 % Na

v

difluoresceinylrtut:
pro CsoH2012HgNa4 (987,2)

vypodéteno:
487 % C, 2,2 % H, 19,4 % O, 20,3 % Hg,
9,2 % Na

nalezeno:
49,0 % C, 1,95 % H, 19,9 % Hg, 9,4 % Na

Priklad 2

Reakéni smés sestdvajici z 19,65 g (0,05
M) sodné soli fluoresceinu rozpusténého ve
100 ml vody, 11,2 g (0,035 M) octanu rtut-
natého rozpu¥téného v 80 ml vody a okyse-
lend 9,0 g (0,15 M) kyseliny octové byla za-
hFivdna po dobu 5 hod. pod zpétnym chladi-
¢em. Reakdni smés (jemna suspense ve vo-
ds pfi pH 4—4,5) obsahovala podle papi-
rové chromatografie cca 4,0 g (22 %) ne-
zreagovaného fluoresceinu, cca 10 % di-
fluoresceinu rtuti, cca 50 % smé&si poloho-
vjch izomerfl 2‘- a 4'-hydroxymercurifluo-
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resceinu - a cca 20 % bis-(hydroxymercuri)-
fluoresceinu a vy8e mercurisovanych podili.
‘Proti pokusu 1 se tedy sniZil obsah vySemer-
curisovanych derivdtll, které se obtiZng
chromatograficky d&li a maji niZ8i indexy
R; a Ry a naopak se zvy%il obsah polohovych
izomerd 2‘- a 4‘-hydroxymercurifluoresceinu,
difluoresceinylrtuti, které maji vySsi R; a Ry
a nezreagovaného fluoresceinu; tyto derivé-
ty se chromatograficky lépe dgli. Proto pro
zjednoduseni byl na mensim sloupci kyslic-
niku hlinitého z reakéni smési oddélen ne-
zreagovany fluorescein, potom smés di-
fluorsesceinylrtuti a polohovych izomerh 2"
a 4'-hydroxymercurifluoresceinu,  které
vdechny maji priznivé R; a Ry, a je proto
moZno pouZit je ve smési a zbytek vySemer-
curisovanych derivatd byl ponechédn nedé&len
na sloupci. ’

Reakéni smés po rozpusténi a zalkalizova-
ni ve vodném roztoku NaOH (100 ml vody
a 6,0 g) (0,15 M NaOH) byla tedy chroma-
tografovana na sloupci neutrdlniho kysli¢ni-
ku hlinitého (900 g). V prvnich Ctyfech
frakcich po 900 ml bylo eluovano 3,8 g 1e-
zreagovaného fluoresceinu v daldich 11
frakcich po 900 ml bylo izolovdno 15,1 g
smési difluoresceinylrtuti a polohovych izo-
mertit 2'- a 4-hydroxymercurifluoresceinu.
Tato smds vzhledem ke svym piiznivym far-
makologickym vlastnostem nebyla jiZ déle
d&lena a po srovndni s umélem pFipraveny-
mi smésmi sestdvajicimi se s vySe uvede-
nych derivdtd byla jako takovad pouZivédna k
experimentim.

JestliZe se prepardt uchovéval deldi dobu
ve zfeddnych vodnych roztocich, napfiklad
v ampulkéach pro injekce, bylo v§hodné pfi-
dat k n&mu kysely uhli¢itan sodny jako puf-
rovaci Sinidlo v mnoZstvi 0,5 aZ 1 % hmot-
nostniho mnoZstvi pofitdno na objem vody
v roztoku; pH roztoku bylo potom 8,6—8,8.
Takto upraveny roztok uchovany v temnu v
lednici p¥i 0 aZ 3°C zlistdval bez rozkladu
9 meésich.

B. Priklady biologické
Priklad 3

Ovlivngni metabolismu ischemii po3kozené
tkdangé pripravkem podle vynélezu

Bylo pouZito modelu ischemického poSko-
zeni srde¢ni tkan& dofasnym podvazem se-
stupné vdtve levé korondrni arterie. U psi
nefisté rasy se provede v celkovém znecit-
livéni (Pentobarbital, 20 mg/kg Zivé hmot-
nosti) levostrannd thorakotomie a zavede se
Fizené dychani kyslikem. Po protéti perikar-
du se vypreparuje ramus interventricularis
levé koronarni arterie. Potom se vyvola mist-
ni ischemie srdetni tkdnd podvazem vétve
koronérni arterie cca 2 cm od jejiho odstu-
pu z levé korondrni tepny. Po 2 hodindch
ischemizace se podvaz uvolni a obnovi se
krevni ob&h ischemizovanou tkéni. Zmény
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metabolismu tkéné se sleduji ve tkéiiovych
vzorcich o hmotnosti 100 aZ 200 mg, které
jsou odebirdny ze stejného mista predni st&-
ny z levé komory u zdravych pst [kontroly)
i u pstt po ischemizaci myokardu. Psi byli
rozdéleni do t¥i skupin. V prvni skuping by-
ly vzorky odebrény pred provedeni podva-
zu, ve druhé za dvé hodiny po podvazu a ve
tfetl za 2 hodiny po obnoveni cirkulace v
ischemizovaném loZisku. Vzorky tkan# byly
excidovdny a zmrazeny pomoci. Wollenber-
gerovych kledti, vaZeny a extrahovdny 10%
roztokem kyseliny trichloroctové a aceto-
nem a homogenizovany v homogenizdtoru
Elvenjem—Potter. Ve tkariovych vzorcich
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byly provedeny tyto analyzy: Adenosintrifos-
fat (ATP), adenosindifosfat (ADP) adenosin-
monofosfat (AMP), laktat a pyruvat pomoci
enzymatického testu [Boehringer, Mann-
heim GmBH, NSR), fosfokreatin kolorimet-
ricky (Ennor a Rosenberg: Biochem. ]. Bio-
chem. J. 51, str. 606, 1952), obsah sodnych
a draselnych iontd plamennym fotometrem.

U kontrolni skupiny zvifat (psd]) byl po-
davén fyziologicky roztck. U pokusné skupi-
ny byl podén piipravek podle vyndlezu v
dévce 0,5 mg/kg #ivé hmotnosti, a to t&sng
pred uvolnénim ligatury.

Vysledky pokusli ukazuji ndsledujici ta-
bulky:

Tabulka 2

Vzorky tkang ATP [uMol/g) Fosfokreatin (uMol/g)
prameér ' SD priamér SD
A 4,28 0,55 6,35 1,64
B 2,10 0,83 4,55 2,57
C 1,19 0,39 2,30 1,60
Cm 3,22 0,96 5,25 151

Syiboiy v tabulce 2 znamenaji:
A — normdlni srde€ni tk&i kontrolnich psd,
B — tk&fl odebrand po dvouhodinové ische-
mizaci, o
C — tkai odebrana po dvouhodinové ische-
mizaci a dvouhodinovém chunoveni pritoku
krve ischemickym loZiskem,
Cm — tkan odebrand po dvouhodinové is-
chemizaci a dvouhodinovém priatoku krve
ischemickym loZiskem, kdyZ pred odstrang-
nim ligatury byl podédn intravenosné piipra-
vek podle vyndlezu (0,5 mg/kg Zivé hmot-
nosti psa).

Hodnocen! tabulky 2

Po podvazu klesd koncentrace ATP ve
tkéni (B proti A). Za 2 hodiny pe uvolndni
podvazu dojde ve tkdni k dalSimu poklesu
ATP. Podéni p¥ipravku {viz poloZku Cm] ne-
jen Ze tomuto poklesu zabrdni, ale praktic-
ky normalizuje hodnotu ATP ve tkani. Po-
dobny pribéh zmén vidime i u koncentra-
ce fosfokreatinu.

Tabulka 3

Vzorky tkéné

Laktat pramér

{uMol/g) SD

A . 3,16
B 7,27
C 4,05
Cm 2,54

Symboly stejné jako u tabulky 2
Hodnoceni tabulky 3

Po podvazu stoupd v ischemické tkéni ob-
sah laktdtu (B proti A}. Za 2 hod. po uvol-

1,54
3,20
1,42
0,99

néni podvazu dojde k ppoklesu koncentrace
laktdtu v ischemii po¥kozené tkéni, aviak
neni dosaZeno vychozi hodnoty (C profi A).
coddni pripravku urychli pokles laktatu v
ischemii po3kozené tkdni a normalizuje je-
ho obsah ve tkédni {(Cm proti A).

Tabulka 4
Vzorky tkané Sodik («Eq/g} Draslik {(wEqg/) Voda (%)
pramér SD pramsér SD primsér Sh
A 63,81 12,46 59,22 5,17 76,24 0,34
B 68,11 8,11 46,48 9,77 77,83 1,43
C 109,31 11,83 23,11 6,51 79,00 0,70
Cm 72,42 10,70 52,21 10,26 77,91 1,36

Symboly stejné jako u tabulky 2
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Hodnoceni tabulky 4

Koncentrace sodnych iontd se pfi zacho-
vaném podvazu vyznamnéjl neméni od vy-
chozi hodnoty (B proti A). Po uvolnéni pod-
vazu stoupne obsah sodiku ve tkani (C pro-
ti B). Podéni p¥ipravku vyznamng zabréni
vzestupu koncentrace sodn§ch iontl v is-
chemii poskozené tkéni a udrii jejich ob-
sah blizko normélni hodnoty (Cm proti AJ.
Podobnou, ale zrcadlovou zméau vidime v
prilbdhu koncentraci draselnych iontl. Za
2 hodiny po reperfizi tkang klesa ve tkdni
koncentrace draselnych iontd (C proti A,
B). Fiipravek podle vynalezu tento pokles
(Gnik draselnych jontt z bundk) zastavi a
normalizuje obsah draselnych ionttt ve tka-
ni (Cm proti A). V souladu sg zménami ion-
tfi normalizuje pFipravek také obsah vody v
ischemii po$kozeném loZisku za 2 hodiny po
periizi.

Priklad 4

Viiv piipravku podle vynalezu na akiivitu
enzymt ve tkéani poskozené ischemil.

Byl pouZit stejny model mistni ischemi-
zace tkand srdce jako v piikladu 3. To se
tykd i mist a doby odbdrn vzorku, Vzorky
tk4ng byly fyziologickym roztokem, osuse-
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ny filtradnim papirem a zvaZeny. Ze tkang
byl potom ptipraven 1% homogendt ve fy-
ziologickém roztoku za teploty 0°C, pro
stanoveni enzymovych aktivit. Pro uréeni
izoenzymu laktdtodehydrogenazy byl pfi-
praven 10% homogenat tkang ve veronal-
-acetdatovém pufru o pH 8,6. Homogenizace
byla provedena plistrojem Ultraterax. Ho-
mogenéty byly ponechény 1 hod. pfi teploté
Q0 aZ 3°C. Potom byly centrifugovany pii
1000°C. Supernatanty byly pouZity k vlast-
ni analyze.

Aktivita malatodehydrogendzy (MDH) a
laktatodehydrogenazy (LDH) byla stanove-
na neotetrasoliovou technikou (Mrhovéd a
spol, Quart, ]. Exp. Physiol. 1, 289, 1965].
Aktivita kyselé fosfatézy, metodou podle
Kaplana a Narahara (]. Lab. Clin. Met. 11,
819, 1953). Aktivita adenosintrifosfatazy
metodou podle Banga a Novotného (Acad.
Sci. Hung. 2, 327, 1951). Aktivita karboxyl-
gsterdzy podle Seligmana a spol. (Amer. J.
Physiol, 159, 337, 1949].

Rozdsleni frakci LDH Dbylo provedeno
elektroforeticky na papiru W3 v harbitélo-
vém pufru o pH 8,6 pFi spadu napsti 6 V/
Jcm. Frakce byly obarveny tetrazoliovou
technikou, eluovany acetonem & zméfena
jejich optickd denzita pFi 490 nm.

Vysledky ukazuji nasledujici tabulky:

Tabulka 5
Vzorky tkéng LDH % MDH % ACP % Karb/. est. ATPaza %
%
A 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
B 93,1 108,9 89,8 113,6 98,4
C 38,2 83,5 78,1 104,6 85,9
Cm 62,6 93,1 82,4 133,5 97,6

Symboly A, B, C, Cm viz tabulka 2
Norméalni hodnota ve zdravé tkani:

LDH — 124,8 ug diformazanu/100 ug bilk.
za hod. = 100 %

MDH — 101,9 ug diformazanu/100 ug bilk.
za hod. = 100 %

ACP — 0,158 uMol fenolu/100 ug bilk. za
hod. = 100 %

Karb. est. — 1,216 ug naftolu/100 wg bilk.
za hod. = 100 %

ATP4za — 0,42 ug fosforu/100 ug bilk. za
hod. = 100'%

Hodnoceni tabulky 5

Aktivita laktadtdehydrogenazy se po podva-
zu vyznamn&ji nemé&ni (B proti A). Za 2 ho-
diny po uvolnéni podvazu dojde k vyznam-
nému poklesu aktivity (C proti A). Podéni
pripravku podle vyndlezu normalizuje akti-
vitu LDH (Cm proti CJ. Podobny pribéh

zmdn vidime také u maldtodehydrogendzy.
Aktivita kyselé fosfatdzy, karboxylesterazy
a ATPazy klesaji po dvouhodinové recirku-
laci v ischemii po$kozené tkéni (C proti B).
Pripravek normalizuje aktivity enzymi (Cm
proti CJ.

Tabulka 6
Vzorky tkané IL.DHe 45
%
A 100
B 88,1
C 111,1
Cm 49,8

Symboly A, B, C, Cm viz tabulka 2.
Hodnoceni tabulky 6

Iscenzymy LDH se méni v ischemii pc8ko-
zené tkéni po reperfizi pfedeviim v ana-
crobni frakci « 4-+5. Dochéazi k jejich vy-
znamnému vzestupu (C). Pripravek situaci
normalisuje a vede k poklesu anaerobhnich
frakci izoenzymd LDH (Cm].
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Priklad 5

Ovlivnéni elektrofyziologick§ch vlastnosti
srdeCni tkdné& pripravkem podle vynédlezu
pii poSkozeni ischemizaci

Byl pouZit stejny model ischemizace tka-
né& jako u prikladu 3 a 4, jen s tim rozdilem,
Ze nebyly odebirdny vzorky tkang, ale byly
nasity stimulaéni elektrody (Chardack w,,
US pat. 3 216 424, 1965). Jedna elektroda by-
la naSita do tkdn& normalnd prokrvované
pobliZe béaze levé komory srdeéni, druhéa
elekiroda do ischemii po¥kozené tkang po-
bliZz srdeCniho hrotu. Byla sledovana hod-
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nota fibrilaniho prahu ve tkdni normalnd
prokrvované. a ve tkani poSkozené ischemii.
Ke stanoveni fibriladniho prahu byla zvole-
na metoda draZdéni srdedni tkand sérii sti-
mulafnich elektrickych impulsd.. Fibriladni
prah je vyjddren wvelikosti stimula&niho
proudu potfebného pro vyvoldni fibrilace
srdecnich komor (BlaZek a spol., Cor et
Vasa 13, 251, 1971).

Pripravek byl poddvan v davce 0,5 mg/kg
Zivé hmotnosti za 30 minut po uvolnéni pod-
vazu korondrni v&tve. Mé&Feni fibriladniho
prahu bylo provadsno za 30, 60 a 90 minut
po podéni pFipravku.

V¢sledky jsou zachyceny v tabulce 7.

Tabulka 7
Fibrilatni prah (FP) (mA)

Kontrola Pripravek podle
vyndalezu
Normélni tkarii 0,294-0,02 0,35+0,04- NSA =B
Ischemick4 tk&n 0,814-0,12 0,3+0,27 P<0,05 A=B
A B

Fibrilatni prah v ischemii po$kozené a
krvi reperfundované tkani je po podant pri-
pravku podle vynédlezu vyznamng vyS$Si, neZ
u skupiny kontrolni. P¥ipravek neovliviiuje
vy3i fibrilaéniho prahu ve tkani, kterd ne-
byla poSkozena ischemii.

V daldi sérii experimentl byl pokusny
model modifikovdn v tom smyslu, Ze liga-
tura byla ponechédna po dobu 3 hodin.

Béhem trfihodinové ischemizace tkand

jsme sledovali zmény efektivni refrakterni
periody ve tkdni normaln& prokrvované a
ve tkdni ischemické podle metody Han I,
Circ. Research. 14, 44, 1964). Pokusné sku-
piné zvirat byl podédn p¥ipravek podle vy-
ndlezu v davce 0,5 mg/kg Zivé hmotnosti
tésné pred podvazem v&tve Kkoronarni tep-
ny. o o
Vysledky ukazuje tabulka 8. - -

Tabulka 8
Efektivni refrakterni fdze (ERP) (msec)

Kontrola Pripravek podls vynélezu

Normélni tkan 143+6,8 131,8+4-18,7 A

ischemick4 tkan 1144-10,9 123,9+18,7 B
P 0,05 A = B NS A = B

Za 2 hodiny po podvazu tepny je v ische-
mické tkdni pathologicky zkrdcena ERP
proti tkani normélni (P < 0,05). Po podani
pripravku podle vynalezu je zkrdceni ERP
v ischemické tkédni vyznamn& mensi, a pro-
1o je rozdil obou hodnot statisticky nevy-
znamny.

Priklad 6

Ovlivnéni hemodynamickych vlastnosti srd-
ce poSkozeného mistnim loZiskem ischemie
p¥ipravkem podle vynélezu

Byl pouZit stejny model ischemizace sr-
detni tkdn& jako u prikladu 3 a 4 s tim roz-
dilem, Ze nebyly odebirény vzorky tkdné ani
nebyly na$ivany elektrody do srdce. Misto
toho byl zaveden do levé komory srdedni
katetr pro primé méFen!{ nitrokomorového
krevniho tlaku. Sledovali jsme okam#ity u-
Cinek pFipravku na tlak v levé komofe sr-
de¢ni ve srovndni s G¢inkem Mesocainu. Vy-
sledky ukazuje obr. 1.

Pripravek podle vyndlezu (0,5 mg/kg
hmotnosti) ve srovnani s kontrolou prihén
nitrokomorového tlaku neovliviiuje. Na-
proti tomu Mesocain v davee 3 mg/kg hmot-
nosti vede bud ke sniZeni systolického ko-
morového tlaku, nebo ke zvy3eni endodias-
tolického tlaku v levé komote srdegni.

C. Klinické zkousky
Priklad 7
Antiarytmicky €inek pripravku podle vyna-

lezu u nemocnych- operovanych pro ische-
mickou chorobu srdeéni

V ipooperatnim tidob{ koronarni chirurgie
se setkdvame s celou Fadou komplikaci, mi-
mo jiné také s arytmiemi. Vznik t&chto
arytmii je dédn revascularizaci ischemickych
oblasti myokardu bshem operace. Zaroveii
vSak mohou vznikat novd ischemicks lo¥is-
ka. PFifinou jejich vzniku migZe byt jednak
zménénd hemodynamika korondrniho re&is-
t8, jednak vlastni opera&ni technika.. ..
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Sledovali jsme G&inek pfipravku na po-
operaéni vyskyt artymii v kardiochirurgii.
Nej¢ast8j§im druhem operace byl dvojity
aortokorondrni bypass a jednoduchy aorto-
koronédrni bypass.

Nemocni byli rozdgleni do dvou skupin:
13 nemocnych, kteff nedostali p¥{pravek po-
dle vynalezu tvofilo kontrolni skupinu. Ve
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ce 0,05 mg/kg hmotnosti v jednorédzové po-
malé nitroZilni injekci jes§té na operanim
stole po zrugeni mimot&intho obg&hu. V po-
operatnim pr@bshu jsme hodnotili Cetnost
extrasystol a trvdni arytmie pomoci moni-
toru arytmii firmy Hewleth-Packard (model
7822B). Primé&rnd doba sledovéni nemoc-
- ného byla 19 hodin. Vysledky jsou shrnuty

vlastni skupin® léfené pripravkem bylo 25 v tabulce 9.
nemocnych. P¥ipravek jsme podévali v dév-

Tabulka 9
Cetnost 5—10/min. 11—20/min. 21—30/min. nad 30/min. n
ES
I
kontrola 1,20 1,30 0,67 1,10 13
11 P<0,05
piipravek 0,63 0,36 0,09 0,05 25
podle
vynélezu

Z tabulky piyne, Ze pPipravek zkracoval
trvani arytmie pfi vSech ¢etnostech extra-
systol. Slo o extrasystoly supraventriculér-
ni i komorové &asto s ,R on T*. Ojedingle
jsme vid&li komorovou tachykardii- I kdyZ
$lo ve vétsind pripadd o extrasystoly homo-
dynamicky neu&inné, které neohroZovaly
nemocného na Zivots, prokdzal pripravek

schopnost normalizovat srdeni rytmus a

zKratit trvani arytmie. Na rozdil eod ostat-
nich antiarytmik nemél piipravek podle vy-
nélezu #4dné vedlejsi Ginky.

D. Ochrana orgénfl pfipravkem podle vyné-
lezu pfi transplantacich

Piiklad 8

Ovlivnéni biochemickych, elektrofyziologic-
kych a morfologickych zmé&n piipravkem
podle vynélezu p¥i transplantacich srdce

P orthopickgch transplantacich srdce
byl sledovan vliv pfipravku na biochemické

arytmii po transplantaci. Pokusy byly pro-
v&ddny na dvou skupindch pokunsaych zvi.
fat. V prvni skuping nebyli psi ovliviiovéni,
ve druhé byl podavéan pfipravek. Po vyjmu-
ti srdce darce byl korondrni systém pro-
pléchnut perfiznfm roztokem pfi teploté 4
st. Celsia bud samotny, nebo po pridéni
pFipravku v mnoZstvi 2,5 mg na 500 ml roz-
toku.

Srdce potom bylo transplantovédno pii-
jemci za pouZiti mimot&lniho ob&hu a srded-
ni innost byla obnovena defibrilatnim vy-
vojem. Druhé skupin& psii byl podan pii-
pravek jedt& p¥ed obnovenim Cinnosti srd-
ce intravendznd v mnoZstvi 0,5 mg na kg
¥ivé hmotnosti zvifete. Vzorky srdedni sva-
loviny byly odebirdny téhoZ psa pfed vy-
jmutim srdce darce, p¥ed obnovenim ¢in-
nosti transplantovaného srdce a za 30 mi-
nut po obnoveni &innosti. Ve vzorcich sr-
deni tkand byla stanovena glukdza, lak-
tat a adenosintrifosfat (ATP). Pro elektro-
novou mikroskopii byly odebrany vzorky v
tych¥ intervalech. Prib&Zng& byla zazname-
nédvéana dinnost srdce a jeji poruchy na-elek-

zm¥ny v srdedni svaloving, morfologické trokardiogram (EKG). Vysledky jsou uve-
zm&ny a vyskyt komorovych fibrilaci a deny v tabulkdch 10 a 11
Tabulka 10
ATP (uMol/g) Glukbza (uMol/g) Laktéat («Mol/g)
a b a b a b
I 4,82 5,05 2,57 8,85 2,47 4,66
II 2,15 3,00 4,00 2,86 19,73 12,88
11 1,70 3,20 17,70 10,56 6,95 9,32

1 — vychozi hodnoty pfed vyjmutim srdce,

II — hodnoty na konci transplantace pied
obnovenim srdeéni ¢innosti,

III — hodnoty za 30 minut po obnoveni sr-
dedéni &innosti,

a — neovlivnénd zvifata,

b — zvifata ovlivnégnd p¥ipravkem podle vy-
nélezu.

Z vysledku vyplyvé, Ze i zde byl metabo-
lismus myokardu pfipravkem podle vynéle-
zu chrandn pied nepfiznivymi G&inky ische-
mie.

Sledovéani vlivu p¥ipravku podle vynélezu
na tk&4n& v elektronovém mikroskopu: vy-
sledky poddvd tabulka 11.
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Tabulka
Cas od defib-

rilace srdce Fibrilace komor

22
11

Cetnost vyskytu srde¢nich poruch v %
Jiné arytmie

Sinusovy rytmus

a b a b a b
0 aZ 60 min. 80,00 0 60,00 23,0 48,0 100,0
60 aZ 120 min. 50,0 0 50,0 24,0 24,0 50,0

& — neovlivnéna zvitata,
b -— zvifata ovlivn&na pripravkem podle vy-
nalezu.

Pii sledovdni v elektronovém mikrosko-
pu byl prokdzén p¥iznivy vliv p¥ipravku na
bun&éné struktury, nebot, byly prokézany
vy$Si glykogenové rezervy ve formd granu]
a rovndZ byly prokédzdny zachované mem-
brany mitochondrii a mitochondridini krus-
ty oproti srdefni svaloving, kterd nzbyla
pFipravkem chrdn&na. Srdeéni &innost se
obnovovala po defibrilaci u psii ovlivnénych
piipravkem snéze, sinusovy rytmus nastu-
poval dfive, sniZil se pofet arytmii a no-
vznikaly fibrilace komaor.

Priklad 9

Vliv p¥ipravku podle vynalezu na preZiva-
ni alotransplantovanych ledvin

Byl sledovan u&inek pripravku podané-
ho jednorazové darci ledviny na délku pre-
Ziti transplantdtu bez imunosupresivn{ tera-
ple. Pokusy byly provadény na psech. Dér-
ci byl poddn pripravek intravenéznd v
mnoZstvi 0,5 mg na kg bmotnosti 3 hod.
pred vyjmutim ledviny. Ledvina byla po-
tom naSita na ilické cévy pfijemce a ureter
implantovdn do mec&ového mé&chyfe. Obs
vlastni ledviny pifjemce byly odstrangny. v
druhé skupiné zvifat byla ledvina trans-
plantovdna bez ovlivn&ni. Psi v obou sku-
pindch dostdvali dennd infazi 5 % glukozy
a tetracyklin v mnoZstvi 10 mg na kg hmot-
nosti. Funkce ledviny byla sledovana podle
Tt Lo

Tete. Vysladky jsou zachyceny v tabulce 12.

WL V&YV 04 U ULLYIIGLL Avi-

Tabulka 12

Primérnéd doba preZiti SE +

(dny)
Transplantovand ledvina 16,2 1,7
bez ovlivndni
Transplantovana ledvina 22,5 2,6
ovlivnénd p¥ipravkem podle
vynélezu
Statistickd v§znamnost p 0,05

velmi odlouti dfive a rychlost je zavisld na sile

Z tabulky vyplyvd, Ze pripravek
viznamné prodiuZuije alotra
tované ledviny u psa.
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Priklad 19
Ovlivn&ni imunogenity ischemické tkand u-
¢inkem pripravku podle vynalezu

V pokusech na mysich bylo prokézano,
Ze ischemicka tkaii je mnohem vice imuno-
genni neZ tkai normadlni. P¥ipravek tuto ne-
piiznivé zvySenou imunogenitu potladuje.

K pokustim byly pouZity mysi imbregnich
kmend. Kmen B.10 byli dérci, kmen B.10 LP
prijemci koZnich $tépd. Zmény imunogeni-
ty byly testovany délkou preZiti koZnich
Stépll. KiZe byla transplantovdna z ocasu
darce na hibet p¥jemce. Piijde-1i p¥ijemce
St8pu pred transplantaci do styku s antige-
nem dirce, potom se koZni transplantaty

antigenni aktivity, Ve StyFech sériich poku-
sit byl proto podéan antigen prijemci ve for-
me bunétné frakce jaterni tkan& dérce sub-
kutdnné v mno#stvi 0,1 mg na my3 (pfe-
pocteno na suchou hmotnost), a to 7 dni
pred transplantaci kiiZe. V prvni skuping
dostali pfijemci bun&tnou frakci normal-
nich jater, ve druhé skupiné bunéénou frak-
ci normélnich jater, ktera byla odebrana
za 20 hodin po aplikaci pripravku, podané-
ho intravendzng v mnoZstvi 05 mg na kg
hmotnosti. Ve treti skupind dostali buns.
nou frakci jater ischemizovanych 90 minut
a odebranych za 20 hodin po ischemizaci.
Ve &tvrté skupind potom byla podédna bu-
nécnd frakce jater dércq, kterym byl 3 ho-
diny pred 90minutovou ischemizaci apliko-
van pfipravek ve stejném mnoZstvi a jatra
byla odebréna 20 hodin po ischemizaci. Vy-
sledky jsou uvedeny v tabulce 13.
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Tabulka 13
Skupina Primérnd doba SE +
‘ preZiti §tépu (dny)
Kontroly ' 19,2 0,6
I Normaéini jatra 17,0 1,3
I Normélni jatra -~ piipravek 20,0 1,4
podle vynélezu
11 Ischemickd jétra 12,8 0,3
v TIschemickd jatra -} piipravek 19,3 1,3

podle vyndlezu
Statistickd vyzuamnost:

Kontroly proti I: nevyznam:aé
I proti HI: p<0,01

IV proti III: p<0,01

IV proti kontrole: nevyznamné

7 tabulky vyplyvd, Ze bun&Cnd frakce
normélnich jater darce je pomé&rnd slabym
antigenem, ktery sice zkracuje preZiti koZ-
nich $tgph, ale statisticky nevyznamne. An-
tiganni aktivita so viak  velmi prikaznd
zvysi, jsou-li jatra vystavena ischemil. Pri-
pravek podany preventivng ochraiuje jat-
ra p¥ed nepFiznivymi G&inky ischemie, ne-
bo, antigenicita se nejen nezvySuje, ale ne-
uplatiiuje se ani jako u jater neischemizo-
vanych, nebol koZni 3t&py pleZivajl stejnou
dobu jako ve skuping kontrolni.

Priklad 11

liv pFipravku podle vynédlezu na hnojeni
ischemii{ poskozeného kosterniho svalu

Pokusy byly provadsny na krysdch o hmot-
nosti 200 g. Ischemie kosterntho svalu
(musculus tibialis anterior) byla vyvoldna
pFetstim ilické tepny mezi dvéma obratly.
V jedné skuping& byl podévdn krysdm pro-
stfedek v mnoZstvi 0,5 mg na kg hmot-
nosti intravenézné dennd po dva tydny a
potom dvakrédt tydné& aZ do jedendctého
tydne. Ve druhé skupin& byl poddvan mis-
to pripravku podle vyndlezu fyziologicky
roztok. Krysy byly dekapitovany za jeden,
dva a jedendct tydnd (po 20 zvifatech] a
odebran ischemizovany sval pro stanoveii
obsahu malatodehydrogendzy, kterd umoZ-
fluje posuzovat rychlost hnojeni poSkozené-
ho svalu. Vysledky byly porovnavany s hod-
notami nalezenymi pii analyze svall zdra-
vych krys. Vysledky ukazuje tabulka 14.

Tabulka 14
Malatodehydrogenédza :
Skupina Neovlivnéné Pripravkem podle vynélezu
svaly ovlivnéné svaly
Kontroly 100 % 100 %
1 za tyden 79 % 106 % p 0,01
po ischemizaci
181 za dva tydny 92 % 100 %
po ischemizaci
111 za 11 tydnt 85 % 93 % p 0,05

po ischemizaci

Pod4vani pripravku ovlivnilo aktivitu v
ischemizovaném svalu, a to jak v akutni,
tak v chronické fazi- Zatimco v ischemic-
kém svalu bez podani piripravku se aktivi-
ta malatodehydrogendzy za jeden tyden po
operaci signifikantng sniZila a tento pokles

pletrvdval aZ do chronické fdze ischemie,
zlistala aktivita po ovlivndni pfipravkem v
ischemickém svalu v akutni i v chronické
f4zi nezménéna proti svaldim kontrolnich
zvirat. Svédei to pro rychlejdi nastup repa-
radnich d&ji a rychlejsi hojeni svali.
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PREDMET VYNALEZU

Prostfedek k léfeni a ochrand ischemic-
ky po3kozenych tkani a normalizaci jejich
funkci, vyznadeny tim, e sestavd z roztoku
smési 2‘-hydroxy.mercurifluorescein, 4'.
—hydroxymercurifluor-efscein, bis-(hydro-

Xymercuri)fluorescein a difluoresceinyl
rtuti, priem#Z mnoZstvi uvedenych sloZek ve
smési je v pomé&ru 5 aZ 95:5 a¥ 95:2 az 20:2
aZ 20 hmotnostnich dilg.

Severografia, a. p., zdvod 7, Most



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

