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Suhrn

Ciel: Poukazat a zdoéraznit Specificky charakter uéinku zmesi 10%
L-lyzinu.2HC1.2H,0 v 0,005% latanoproste na fyziologické hladiny VOT.
Metoédy: Piatim kralikom (samic plemena Novozélandsky biely) bol
v tyzdnovych intervaloch instilovany do spojovkového vaku Iavého oka zmes
10 % L-lyzinu.2HC1.2H,0 v 0,005 % latanoproste (Xalatan), resp. 0,005 %
latanoprost a 10 % L-lyzin.2HC1.2H,0 samotne. V 5., 15., 30., 60., 120., 180. a 240.
min. boli merané hodnoty VOT a velkost pupily. Pravé oko bolo kontrolné.
Vysledky: Aminokyselina L-lyzin.2HCL.2H,0 samotna neovplyvnila VOT ani
velkost pupily; latanoprost do 30. min. znizil VOT, v 55. min. presahuje hladinu
kontrolného oka, od 60 do 240 min. menil VOT nepravidelne a nesignifikantne.
Zmes 10 % L-lyzin.2HC1.2H,0 v 0,005% latanoproste nesignifikantne znizil VOT
do 30 min., po rychlom vzostupe presahuje v 50. min. hladinu VOT kontrolného
oka, od 60. min. VOT zostava so zhodnym priebehom nad hladinou kontrolného
oka.

Zaver: Samotny L-lyzin.2HClL.2H,0 neovplyvnil fyziologicky VOT. 0,005%
latanoprost signifikantne znizil VOT do 30 min. Dokazala sa vysoka interakéna
$pecifiénost, ako aj dizka téinku zmesi prislusnej aminokyseliny s prislusnym
antiglaukomatikom.

Klucové slova: ovplyvnenie VOT u kralikov, pésobenie zmesi 10% amino-
kyseliny L-lyzinu.2HC1.2H,0 v 0,005% latanoproste na VOT kralikov

Summary

Changes of Physiological Intraocular Pressure (IOP) in Rabbits after Amino
Acid Lysine with Antiglaucomatic Drug Latanoprost (Xalatan)

Purpose: To show and underline specific character of influence of the mixture
of 10% L-lysine.2HC1.2H,0 in 0.005% latanoprost on physiological levels of
IOP. Methods: The mixture of 10% L-lysine.2HClL.2H,O in 0.005 % latano-
prost (Xalatan), or separately 0.005 % latanoprost and 10% L-
lysine.2HC1.2H,0 respectively were in weekly intervals instilled into the
conjunctival sac of the left eye of five rabbits (females of “New Zealand white”
bred). The IOP levels and the size of the pupil were measured in minute 5, 15,
30, 60, 120, 180, and 240 after the instillation. The right eye was considered as
a control.

147

——



zlom Oftal 23.9.1904 10:33 Strinka 148 . $

Results: The amino acid L-lysine.2HC1.2H,O by itself did not influence the IOP
or the size of the pupil; latanoprost until minute 30 lowered the IOP, in minute
55 exceeds the IOP the level of the control eye. Since minute 60 until 240, the
IOP changed irregularly and insignificantly. The mixture of 10% solution of L-
lysine.2HC1.2H,0 in latanoprost 0.005% insignificantly lowered the IOP until
min. 30, after rapid elevation in min. 50 exceeds the IOP of the control eye, and
since min. 60, the IOP remains above the control eye’s IOP with the same course
of levels.

Summary: The amino acid L-lysine.2HCL.2H,0 alone did not change the
physiological IOP. Latanoprost 0.005% significantly lowered the IOP until min.
30. High level of interactive specificity as well as duration of influence of the
mixture of respective amino acid with respective antiglaucomatic drug was
established.

Key words: influence upon the IOP in rabbits, impact of the mixture of 10%
solution of L-lysine.2HC1.2H,0 in latanoprost 0.005 % on IOP in rabbits

Ces. a slov. Oftal., 61, 2005, No. 3, p. 147-153

UVOoD

Literarne udaje dokumentujad, Ze latanoprost (Xalatan), analog prostaglandi-
nu Fy,, je prvym pripravkom, ktory priméarne zniZuje vnitrooény tlak (VOT) me-
chanizmom zvySenia uveoskleralneho odtoku (18, 5, 6, 14, 28, 16, 17, 19, 9, 1, 13, 8,
27, 10). Brubaker (2001) v8ak uvadza, Zze analogy prostaglandinov vplyvaju aj na
yKlasicky“ odtok komorového moku trabekularnym systémom. Brubaker a kol. (2001)
dalej upresnuju, ze v trabekularnom systéme zniZuju odtokovy odpor pre komorovy
mok.

Nase experimentalne vysledky dokazuju, Ze té¢inok antiglaukomatika v zni-
zeni VOT sa prejavi az po jeho zbioaktivizovani, spo¢ivajice v interakcii s prislusnou
volnou aminokyselinou (20, 21, 22, 23, 24, 25, 26). AvSak pri aplikacii zmesi tychto
komponent sme zistili rozne velké ucinky, trvajuce odlisne dlhy ¢as. Tento poznatok
nas upozornil, Ze tato interakcia (zbioaktivizovanie), ma vysoko $pecificky charakter.
Na tato skutoénost poukazujeme v predkladanej praci, a to aplikaciou zmesi anti-
glaukomatika latanoprostu (Xalatanu) s aminokyselinou lyzinom.

MATERIAL A METODA

Sledovanie bolo uskuto¢nené na piatich dospelych samiciach kralikov (o prie-
mernej hmotnosti 2500 g) plemena Novozélandsky biely, zo Standardného chovu
Vyskumného dstavu zivocisnej vyroby v Nitre. Po desat dnovej adaptacii sme usku-
to¢nili experimenty za Standardnych podmienok: v miestnosti s normalnym svetel-
nym rezimom a teplotou +20 °C. Bola podavana §tandardni krmna zmes pre krali-
ky a voda ad libitum.

Do spojovkového vaku lavého oka sme kvapkali:

a) Antiglaukomatikum zo skupiny prostaglandinov, analog PGF,,, 0,005%

latanoprost (Xalatan), vyrobok fy Pharmacia et Upjohn AB, Sweden.
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b) Aminokyselinu L-lyzin.2HCI.2H,0 pripravent v 10% koncentracii v aqua
pro injectione (aminokyselinu pre huméanne ducely vyrobila Biotika
Slovenska Lupca);

¢) Zmes 10% L-lyzinu.2HC1.2H,0 v 0,005% latanoproste.

Roztoky boli instilované vzdy o 8.00 h do lavého spojovkového vaku jednora-
zovo po dvoch kvapkach. Tym bola zabezpeéena interakcia so vSetkymi receptorovy-
mi komplexami, ktoré st zodpovedné za zlepSenie odtoku komorového moku. Pravé
oko toho istého kralika, ktoré nebolo ovplyvnené zZiadnym roztokom, sluzilo ako kon-
trola. Medzi kvapkanim jednotlivych roztokov sme dodrziavali jednotyzdnovy od-
stup.

Po kazdom aplikovani uvedenych roztokov sme zistovali dynamiku vnutro-
o¢ného tlaku tonometrom Schidtza. Ziskané hodnoty boli overované aplanaénym
tonometrom Maklakova a aplananénym tonometrom ,TONO-PEN XL“ fy Medtronic
SOLAN, USA. S7Tiucéasne sme zistovali aj zmeny vo velkosti pupily v mm (verti-
kalne a horizontalne) pravitkom a keratometrom (s vnitornym osvetlenim).

Oba parametre sme zaznamenavali v 0., 5., 15., 30., 60., 120., 180. a 240. mi-
nute od instilacie. Zaznamenané hodnoty sme podrobili bioStatistickému spracova-
niu pomocou Studentovho t-testu.

VYSLEDKY

Uéinok 10% L-lyzinu.2HCL.2H,0 v 0,005% latanoproste (Xalatan)
Uvedena zmes aplikovana do spojovkového vaku znizila fyziologickd hladinu
VOT v 5., 15., a 30. mintte oproti kontrolnému oku takmer o rovnaké hodnoty (1,5

T(min.)| 5 |15 | 30|60 [120|180 | 240| X

torry |-1,5/-1,5/-1,7/+0,9/+0,6 +1,1|+1,2(-0,9

% |-6,91-6,7-7,8/+4,1+2,8|+5,1(+5,4|-4,0

- --»-- Kontrolné oko

Torr —— 10% L-lyzin.2HCI.2H,0
v 0,005% Xalatane
24 -

22 +

21
20,5 1
20 A

05 15 30 60 120 180 240 T (min.)

Obr. 1. Utinok 10% L-lyzinu.2HCL.2H,0 v 0,005% Xalatane na VOT kralikov kmetia
Novozélandsky biely.
n = 5; + = stredné chyba priemeru
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a 1,7 mm Hg). Av8ak tento pokles hladin VOT nemal signifikantny vyznam. Od
30. minaty dochadza ku rychlemu vzostupu VOT presahujicemu v 50. mintte
krivku VOT kontrolného oka. Tento vzostup predstavuje hodnotu 4,1 %. Od tohto
¢asu do 240. minuty hladina VOT oka po aplikovani zmesi zostava nad hranicou hod-
ndt VOT kontrolného oka. Okrem 120. minuty, kedy pozorujeme pokles oproti 60. mi-
nute o 1,7 %, ma VOT stupajicu tendenciu a v 240. mintate sa zvysuje jeho hladina
oproti kontrolnému oku o 5,1 mm Hg. Treba zdéraznit, Ze rozdiely v hodnote VOT
v kazdom ¢asovom tseku pocas Styroch hodin boli nesignifikantné.

Hladiny VOT kontrolného oka mali po 30. minutu rovnaky charakter ako
u oka po aplikacii zmesi. V 30. minite dosahuji hodnét ako v 0. minite. Od 30. mi-
nuty po 60. mindtu hladiny VOT sa nemenia a od 60. minuty pocas celého Stvorho-
dinového sledovania priebeh hladin VOT je zhodny s priebehom u oka po aplikacii
zmesi, ale s niz§imi hodnotami.

Tato zmes oproti kontrolnému oku nemenila velkost pupily — na kontrolnom
oku bol priemer 7,7 mm, na oku po instilacii zmesi 7,8 mm (obr. 1).

Uéinok 0,005% latanoprostu (Xalatan)

Poénic 5. mintdtou od instilacie sa prejavil signifikantny ucinok v zmysle
zniZenia fyziologickych hladin VOT (o 16,4 %). Av§ak tento pokles trval len do 30. mi-
nuty, kedy hodnoty VOT sa signifikantne znizili az na 30,6 %. Potom sme zazna-
menali vzostup hladin VOT, hodnota ktorej v 55. minuate prekrizi krivku VOT kon-
trolného oka. VysSie hodnoty trvaju az do 105. minuty. Od tohto ¢asu latanoprost
nesignifikantne znizuje hodnoty VOT az po 222. minttu, kedy opét zaznamenavame
jeho zvysenie nad hladiny VOT kontrolného oka. Toto antiglaukomatikum celkove

T(min.)l 5 | 15 | 30 | 60 [120(180| 240 | X

Torry | -3,4 |-4,2 (-7,0|+1,1|-0,4|-1,7 | +0,7 |-2,1

Torr % |-16,4-19,5|-30,6(+6,3|-2,0|-8,3|+3,8 [-9,5

15 | ---e-- Kontrolné oko
—— 0,005% Xalatan

05 15 30 60 120 180 240 T (min.)

Obr. 2. Utinok 0,005% Xalatanu na VOT kralikov kmetia Novozélandsky biely.
n = 5; + = stredné chyba priemeru
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znizilo VOT pocas 4 hodin 0 9,5 %. Z grafického zaznamu mo6zeme kons$tatovat, ze
samotny Xalatan nepravidelne meni fyziologické hladiny VOT u kralikov.

U kontrolného oka zistujeme za prvi pol hodinu vzostup VOT o 1,85 mm Hg.
Avsak od tohto ¢asu zaznamenavame po 60. mintutu prudky pokles o 5,6 mm Hg.
Potom sa hladiny VOT zvysili a od 120. minaty po 180. mindtu zostavaju na rovna-
kej hodnote (20,6 mm Hg). Od 180. mintaty po 240. mindtu znovu pozorujeme pokles
02,4 mm Hg.

Priemer pupily latanoprost oproti kontrolnému oku nezmenil: priemer na
kontrolnom oku bol 8,2 mm, na oku po instilacii 8,3 mm (obr. 2).

Uéinok 10% L-lyzinu.2HCL2H,0

Tato aminokyselina aplikovana samostatne pocéas celého Stvorhodinového sle-
dovania neovplyvnila hladinu VOT (zostavala na hodnote 21,9 mm Hg) a ani velkost
pupily (ktora v priemere bola 7,7 mm).

DISKUSIA

Vychadzajic z nasich experimentalnych pozorovani a dékazov konstatujeme,
Ze k tomu, aby antiglaukomatikum mohlo u¢inkovat, je potrebna jeho interakcia s a-
minokyselinami (20-26). Na zaklade vysledkov zdéraznujeme, Ze tato interakcia pri-
slusného antiglaukomatika ma Specificky charakter, pretoze sa tyka len jednej z a-
minokyselin, ako sme na to upozornili v praci Veselovsky a kol. (2004).
Predpokladame, ze v tomto spociva i samotny mechanizmus uéinku antiglaukomati-
ka, teda v jeho zbioaktivizovani, ¢im vznika nova latka, aktivne ,bio-antiaglauko-
matikum®. Tymto mechanizmom sa zrejme uskutoénuje samotné zniZovanie tvorby
alebo zvysenie odtoku komorového moku uveoskleralnym systémom, ¢o sa nasledne
prejavi v zniZeni hladiny VOT.

Na zéaklade nasich pozorovani treba zvlast zdoéraznit vysoko Specifické inter-
akcie a nasledne i ¢asova dlzku téinku vzniknutého ,bio-antiglaukomatika“. Podla
nasich zisteni nie kazdé antiglaukomatikum zniZuje s prislu§nou aminokyselinou
signifikantne a rovnako dlhy ¢as VOT. Dékazom tejto skutoénosti su vysledky nasich
experimentov (Veselovsky a kol., 2004), kde sme zistili, Ze latanoprost s amino-
kyselinou L-arginin.HCl od 60. minudty nesignifikantne znizuje VOT kralikov
(od 5. po 30. mindtu je signifikantny pokles). Naproti tomu aminokyselina
L-lyzin.2HC1.2H,0 s Timoptolom znizuje VOT kralikov v dvoch fazach; v prvej faze
po 60. minutu je tiez nesignifikantny pokles VOT a v druhej faze od 60 minut nasta-
va vysoko signifikantny, so stalymi hladinami, pokles VOT po 240. mintutu. Pritom
samotny Timoptol nesignifikantne znizoval VOT pocas celého experimentu
(Veselovsky a kol. 2004). V terajsich nasich pozorovaniach sme zistili, Ze zmes lata-
noprostu s aminokyselinou 10% L-lyzinom.2HC1.2H,0 znizi VOT tiez len v 5., 15.
a 30. mintute, ale nesignifikantne. Od tohto ¢asu dochadza k zretelnému zvySeniu
VOT nad hladinu kontrolného oka v 50. mintte. Je zaujimavé, podla nasich vysled-
kov, Ze priblizne v tomto ¢ase (v 55. minite) aj samotny latanoprost zvysi VOT nad
hladinu kontrolného oka. Pri¢inu tejto skutocnosti vidime prave v uvedenej inter-
akénej Specifiénosti a dlzke jej ¢asového trvania v pripade zmesi latanoprostu s ami-
nokyselinou lyzinom. Podstatu toho, Ze tato zmes znizuje fyziologické hladiny VOT
kralikov len 30 minut, podobne ako aj latanoprost s L-argininom.HCl (Veselovsky
a kol., v tlaéi), vidime v tom, Ze interakciou i za in vitro podmienok vznikne malé
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mnozstvo nového ,bio-antiglaukomatika“. Tieto vysledky sd v zhode so zdznamami
Beneho a Zimmermanna (2), ktoré tiez hovoria o podiatoénom kratkotrvaji-
com uc¢inku zvySenia uveoskleralneho odtoku spdésobenym latanoprostom, co je
vysledok relaxacie ciliarneho svalu a nasledne znizenie VOT. Kedze 10%
L-lyzin.2HC1.2H50 neovplyvnil hladinu VOT, nemézeme uvazovat ani na tento
kratky ¢as o aditivnosti ¢i synergizme. Latanoprost pravdepodobne zostava nezrea-
govany. Tento nas predpoklad by potvrdzovali ddaje Cheng-Bennetta a kol. (7)
a Stjernschantza a Alma (19), ktori uvadzaju, Ze latanoprost sa v tkanivovych
Strukturach oka nemetabolizuje, pretoze je v nich nedostatok pritomnych prislus-
nych enzymov. Predpokladame, Ze po nakvapani tejto zmesi do oka nedochadza po
30. minute k dalSej interakeii nezreagovaného latanoprostu a vzniku nového ,bio-an-
tiglaukomatika“. Domnievame sa, ze bud vo vybezkoch vraskovca alebo v komoro-
vom moku je nedostatoéné mnozstvo aminokyseliny lyzinu. ZvySenie fyziologickych
hladin VOT je jasnym dékazom pdsobenia zvySeného mnozstva len samotného lata-
noprostu, k ¢omu by ciastoéne dosvedcéovalo i ¢asovo rovnaké prekrocenie hladin
VOT po aplikacii samotného latanoprostu. Tento nas predpoklad potvrdzuje aj
Watson (27), ktory hovori, Ze vysoka davka prostaglandinov u kralikov narusuje
hematookularnu bariéru a zvysuje VOT. Tu vidime v porovnani s ostatnymi nasimi
zaznamami prave ziaducu vysoku interakénua Specificnost antiglaukomatika s pri-
slu$nou aminokyselinou v zmysle jeho i¢inku na znizenie VOT.

Z uvedeného dedukujeme, Ze antiglaukomatika (vratane latanoprostu)
v povodnej substancii (Strukture, zloZenia) si bud netcinné, alebo pri zvySenych dav-
kach mo6zu mat neoéakavany opacény u¢inok. Teda ich pozitivny aéinok sa prejavi len
po zreagovani s prislu$nou volnou aminokyselinou.

Na zaklade prezentovanych dokazov a z nich vyplyvajacich uvah preto pred-
pokladame, zZe len vzniknuty novy biometabolit indukuje podstatné zmeny v bun-
kach hladkého svalu vraskovca a jeho vybezkoch Takto dochadza ku ulahéenému
a zvy$enému uveoskleralnemu odtoku komorového moku a tym aj ku znizeniu VOT.
Toto je v8ak v protiklade s idajmi Lindseya a kol. (9) a Ocklinda (13), ktori uvadzaju,
Ze tento dc¢inok ma len samotny latanoprost. Dalej predpokladame, Ze prave tento
biometabolit a nie samotny latanoprost (alebo prostaglandiny) ako tvrdia Matsuo
a Cynader (1993) maja na ciliarnom svale vdzobné miesta — receptory — a po navia-
zani sa na ne dochadza aj ku relaxacii a viac¢sej podpore uveoskleralneho odtoku ko-
morového moku.

Praca bola vypracovana na zaklade podpory Grantu VEGA
¢. 1/0522/03.
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