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Stahrn

Ciel: Zistit aktivitu zmesi antiglaukomatika 0,005% latanoprostu (XALATAN)
a aminokyseliny 10% L-glycinu.HCI na fyziologicka hodnotu VOT u kralikov.
Metoda: Do spojovkového vaku lavého oka dospelym samiciam kralikov ple-
mena Novozélandsky biely bol instilovany a) samotny 10% L-glycin.HCI; b) sa-
motny 0,005% latanoprost a c¢) zhotovena zmes ziskana rozpustenim L-gly-
cinu.HCl aby bol 10% koncentracii v 0.005% latanoproste. VOT a velkost pupily
sa merali v 0., 5., 15., 30., 60., 120., 180., 240. mintute a v 24. hodine. Pravé oko toho
istého jedinca bolo kontrolné.

Vysledky: a) 0,005% latanoprost v 5., 15., 30. minute signifikantne zniZuje fyzio-
logicku hladinu VOT kralikov. Najviési téinok sa prejavi v 30 min (pokles o 30,6
%).V &ase od 60. minuty do 240. minuty po instilacii latanoprostu sa znizuje VOT
i u kontrolnych oéi v porovnani s nultou minatou; b) aminokyselina L-glycin. HC1
v 10% koncentracii signifikantne neznizila VOT; ale v 15.,30. a 60. mintte po in-
stilacii sa znizil VOT aj u kontrolnych o¢i; ¢) zmes 10% L-glycinu.HCI v 0,005% la-
tanoproste pocéas celych 24 hodin len nesignifikantne zniZila fyziologické hod-
noty VOT. U kontrolnych o¢i poéas celého pokusu neovplyvnila hladinu VOT.
Zaver: Zmes aminokyseliny 10% glycinu.HCl v 0,005% latanoproste zniZuje fyzio-
logicky VOT u kralikov nesignifikantne. Priemerna hodnota zniZenia je zhodna
s hodnotami nesignifikantného zniZenia VOT jednotlivymi komponentmi.

Kluéové slova: prestup antiglaukomatik do oka, vniutrooény tlak a antiglauko-
matika, vplyv aplikacie zmesi aminokyseliny 10% L-glycinu.HC1 v 0,005% lata-
noproste (Xalatan)

Summary

Changes of the Physiological Intraocular Pressure (IOP) Values after the
Application of Latanoprost and Amino Acid Glycine Mixture in Rabbits

Purpose: The influence of the mixture of amino acid 10 % L-glycine.HCl and
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antiglaucomatic 0.005 % Latanoprost (XALATAN) on the physiological I0OP
values in rabbits is evaluated in this paper.

Methods: Experiments were performed on 5 female rabbits of the New Zealand
White species. The 0.005% Latanoprost alone, the 10% L-glycine.HCl alone and
the mixture of 10% L-glycine.HCl in 0.005% Latanoprost were instilled into the
left conjunctival sac. The IOP and pupillary diameter were measured before,
and 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240 minutes and 24 hours after the instillation. The
right eye was used as control.

Results: a/ after the instillation of the 0.005% Latanoprost, the significant
decrease of the physiological IOP in rabbits was found 5, 15, and 30 min after
the application. Maximal decrease (by 33.6 %) was measured after 30 min. In the
period from 60 to 240 min., the IOP decrease occurred also in the control eye; b/
decrease of the IOP after the instillation of the amino acid L-glycine.HC1 (10 %
concentration) has no significant value; after 15, 30 and 60 min, the IOP
decreased also in the control eye; c¢/ after the instillation of the 10%
L-glycine.HCI and 0.005% Latanoprost mixture the physiological IOP showed no
significant decrease during 24 hours. The physiological IOP values of the
control eyes during this experiment remained unchanged.

Conclusions: The effect of the mixture of 10% amino acid L-glycine.HCl in
0.005% Latanoprost on the decrease of the physiological IOP values in rabbits
was not significant. The average decrease of the IOP value was the same as the
non-significant decrease of the individual components.

Key words: penetration of antiglaucomatics into the eye, IOP and the
antiglaucomatics, influence of amino acid 10 % L-glycine.HCl in 0.005 %

Latanoprost (XALATAN) mixture

Ces. a slov. Oftal., 63, 2007, No. 1, p. 3-9

UVOoD

Pri lie¢eni glaukomovej choroby s otvorenym uhlom a o¢nej hypertenzii sa
stale kladie doraz na redukciu vnutroo¢ného tlaku (VOT) a jeho udrzanie na fyziolo-
gickej hladine. Za tymto uéelom sa aplikuja antiglaukomatika aj zo skupiny eikoza-
noidov — prostaglandiny. Dnes mnohi indikuja ich ako prva volbu lieéby (6). Z hla-
diska uéinku najviac pouzivanym je ich analég latanoprost (XALATAN). Tento
prostaglandin znizuje VOT relaxéciou cilidrneho svalu s naslednym zvysenim uveo-
skleralneho odtoku komorového moku (1, 11, 25, 10, 13). Oproti uvedenym autorom
Brubaker (2001) uvadza, ze latanoprost ovplyviiuje odtok komorového moku aj tra-
bekularnym systémom.

Nase experimentalne vysledky dokazujq, Ze antiglaukomatika upravuju a zni-
zuju VOT az po ich interakcii so zodpovedajicimi volnymi aminokyselinami tkanivo-
vych Struktar oka (16, 17, 18, 20, 21, 22). Z tohto zorného uhla je délezité, Zze v slzach
za fyziologickych podmienok je pritomnych az 11 volnych aminokyselin (5). Pri topic-
kej aplikécii in vitro pripravenej zmesi aminokyeliny s antiglaukomatikom sa do spo-
jovkového vaku dostava vlastne ich interakciou vzniknuty metabolit. Podla nasich
doterajSich vyskumov (19, 24) sa tym modeluje stav, ktory sa v spojovkovom vaku
musi odohrat po aplikacii samotného antiglaukomatika. In vitro pripraveny metabo-
lit (v zmesi aminokyseliny a antiglaukomatika) ma pritom rézne silné ucinky s od-
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lisne trvajucim ¢asovym intervalom, ¢o sved¢i o vysokej Specifiénosti interakcie da-
ného antiglaukomatika s prislusnou volnou aminokyselinou (18). Na tento fenomén
pouzitim aminokyseliny glycinu poukazujeme aj v tejto praci.

MATERIAL A METODA

Vnutroocny tlak a velkost pupily sme sledovali na piatich dospelych samiciach
kralikov plemena Novozélandsky biely, ziskanych zo standardného chovu Vyskum-
ného ustavu zivocisnej vyroby v Nitre. Kraliky mali priemernd hmotnost 2500 g. Pre
adaptaciu boli pred experimentmi chované desat dni v miestnosti s normalnym sve-
telnym rezimom a teplotou + 20° C. Dostavali standardnt kimnu zmes a vodu ad li-
bitum.

Do lavého spojovkového vaku sme aplikovali:

antiglaukomatikum - estericky analdg prostaglandinov Fy, 0,005% latano-
prost (XALATAN - vyrobeny fy Pharmacia et Upjohn AB, Sweden);

monoaminomonokarbonovi aminokyselinu L-glycin.HCI, ziskanu z fy Merck
spol. s r.o., z ktorej sme v aqua pro injektione pripravili 10% roztok;

zhotovena zmes ziskana rozpustenim L-glycinu.HCI, aby bol 10% koncentracii
v 0,005% latanoproste.

Roztoky boli jednorazovo instilované o 8°° h po dvoch kvapkéach. Pravé oko toho
istého jedinca bez ovplyvnenia slidzilo ako kontrola. Medzi instilovanim roztokov sme
dodrziavali z hladiska moZnosti pritomnosti rezidui jednotyzdnovy odstup.

Na docielenie anestézy sme pred kazdym meranim VOT instilovali do spojov-
kového vaku oboch o¢i jednu kvapku 0,5% Mesocainu.

Dynamiku vnutrooéného tlaku sme stanovili tonometrom Schiétza pouzitim
5,5 mg zavazia. Hodnoty boli verifikované aplana¢nym tonometrom Maklakova
a aplanaénym tonometrom ,TONOPEN XL“ fy Medtronic SOLAN USA.

Velkost pupily sme urcovali v mm pravitkom a keratometrom s vnatornym
osvetlenim. Obe veli¢iny boli vZdy merané jednou a tou istou osobou.

Meranie oboch parametrov sme uskutocnili v 15., 30., 60., 120., 180., 240. mi-
nute a 24. hodine po aplikacii roztokov. Stustredili sme sa pritom na posudenie ¢aso-
vej dlzky a sily ich déinku.

Zaznamenané hodnoty boli Statisticky spracované a vyhodnotené Studento-
vym t-testom.

VYSLEDKY

Pri hodnoteni u¢inku tak zmesi glycinu s latanoprostom, ako aj samotnych
komponent sme najprv sledovali ¢i tieto dve komponenty navzajom interaguju. Po-
mocou ninhydrin pozitivnych farebnych reakcii sme zistili, Ze aminokyselina L-gly-
cin.HCI sa farbila typicky ruzovocervene; latanoprost (XALATAN) nepreukézal pozi-
tivnu reakciu s tymto ¢inidlom. AvSak zmes glycinu a latanoprostu sa prejavila
pastelovo hnedym zafarbenim. Toto zafarbenie vSak nie je typické pre dékaz interak-
cie aminokyseliny s antiglaukomatikom, kedZe v pripade, prebehnutej interakcie
aminokyseliny s antiglaukomatikom ninhydrinovym ¢inidlom sa ziska typické
modro-fialové zafarbenie, charakteristické pre latky peptidického charakteru.
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Graf 1. Uéinok 0,005% latanoprostu na VOT
kralikov plemena Novozélandsky biely

+ = stredna chyba priemeru; n = 5; O — kon-
trolné pravé oko; M — oko v pokuse.

Rozdiel hladin VOT medzi kontrolnym pra-
vym okom a okom v pokuse je signifikantny
len do 30 min (* p < 0.001; ** p< 0.002)
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Graf 2. Uéinok 10% L-glycinu.HCl na VOT
kralikov plemena Novozélandsky biely.

+ = stredna chyba priemeru; n = 5; O — kon-
trolné pravé oko; M — oko v pokuse.
Rozdiel hladin VOT medzi kontrolnym okom
a okom v pokuse je nesignifikantny
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Graf 3. Uéinok L-glycinu.HCI 10% v 0,005%
latanoproste na VOT kralikov plemena Novo-
zélandsky biely

+ = stredna chyba priemeru; n = 5; O — kon-
trolné pravé oko; M — oko v pokuse.

Rozdiel medzi kontrolnym okom a okom v po-
kuse je nesignifikantny

a) Uéinok 0,005% latanoprostu
(XALATAN) (graf 1)

Toto antiglaukomatikum preu-
kazne znizuje od 5. min (0 16,4 %) do 30.
min (o 30,6 %) hladinu VOT. Najvicsie
zniZenie sme zistili prave v 30. min V 60.
min VOT presahuje o 1,1 torr a v 240.
min o 0,7 torr hodnotu kontrolného oka
a v 120. min je s nou zhodny. Graficky
zaznam dokumentuje, Ze za 4 hodiny la-
tanoprost nepravidelne meni fyziologicku
hladinu VOT kralikov, ktoré priemerne
zniZil 0 9,5 %. Znizovanie VOT sme pozo-
rovali aj v kontrolnom oku, a to od 60.
min (o 4 torr) do 240. min (o 3 torr).

Po instilAcii latanoprostu sa prie-
mer pupily nemenil; u oboch oéi jej hod-
nota bola 7,3 mm.

b) Uéinok 10% L-glycinu.HCI
(graf 2)

V kazdom ¢asovom tseku tato alifaticka aminokyselina zniZila hladinu VOT len
nesignifikantne, od 1,06 % (v 15. min) do 11,1 % (v 120. min). V 180. min a 24. hodine
sme zaznamenali rovnaky 8,8% pokles VOT. U kontrolnych oé¢i v 120., 180. a 240. min
sme zistili tie isté hodnoty VOT ako aj v nultej mintute. Oproti tymto hladinAm amino-
kyselina glycin zniZila VOT u kontrolnych o¢i priemerne o 7,6 % v 15., 30. a 60. mintte.

Priemer pupily u oboch o¢i bol 7,6 mm.

¢) Uginok L-glycinu.HCI 10% v 0.005% latanoproste (XALATAN) (graf 3)
Zmes glycinu a latanoprostu pocas 24 hodin nepreukazne (oproti kontrolnym
ofiam priemerne len o 1,1 torr) znizovala hladinu fyziologického VOT kralikov. Naj-
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vacsie (ale nesignifikantné) zniZenie sa prejavilo v 120. min (v porovnani s kontrol-
nym okom o 1,8 torr). Hladina VOT u kontrolnych o¢i pocas celého sledovania bola
takmer rovnaka (od 20,1 do 20,9 torr). Tato zmes v porovnani so samotnym glycinom
a samotnym latanoprostom najmenej znizovala fyziologickti hladinu VOT kralikov.
Rozdiel oproti glycinu predstavoval priemerne len 0,2 torr a oproti latanoprostu 1,0
torr.

U kazdého jedinca pribliZzne 5 min od instilacie zmesi glycinu v latanoproste
do spojovkového vaku Tavého, ovplyvneného oka sme pozorovali Zmurkanie a asi ho-
dinu trvajice prekrvenie bulbu.

Velkost pupily u oboch oéi bola 7,1 mm.

DISKUSIA

Doterajsie literarne poznatky, ako aj nase pozorovania sved¢ia, Ze pre lieCenie
glaukomového ochorenia je potrebné ziskat taka komponentu, ktora by silne a ¢asovo
dlhsie redukovala zvySeny vnutro oény tlak s minimalnymi neziadicimi Géinkami.
Antiglaukomatika dosahuju tento ciel redukovanim tvorby komorového moku alebo
zvy$enim jeho odtoku, a to trabekularnou cestou a Schlemmovym kanalom, resp. aj
uveoskleralnym systémom. Ku antiglaukomatikam, ktoré znizuja VOT zvySenim od-
toku prave uveoskleralnou cestou, patri reprezentant prostanoidov, analég prostag-
landinu F,, — latanoprost (XALATAN). Podla Lindseya a spol. (7), Ocklinda (11) a We-
inreba (26) k ulahéeniu uveoskleralneho odtoku prispievaju podstatné zmeny v ECM
buniek cilidrneho hladkého svalu indukované prave tymto antiglaukomatikom. Av-
Sak Stejrnschantz (14), Liitjen-Drecoll a Tamm (9), upozoriiuji u latanoprostu na exi-
stenciu iného mozného mechanizmu uéinku, ktory zabezpecuje odtok komorového
moku, ¢o zdovodnuja tym, Ze metalloproteinazy extracelularnej matrix prvych 12 ho-
din nemali Ziadnu aktivitu.

Nagimi pozorovaniami dopliiame uvedenych autorov v tom, %e poukazujeme
na potrebu pritomnosti aminokyselin uz v spojovkovom vaku. Ich pritomnost a inter-
akcia s danym antiglaukomatikom je do6lezitym predpokladom prestupu antiglauko-
matika do vnutrooénych struktuar a jeho fyziologického tc¢inku. Za dblezité pokladame
potrebnt a cielent $pecifickt interakciu antiglaukomatika s prislu$nou volnou ami-
nokyselinou, pri ktorej vznika aktivne bio-antiglaukomatikum (19). Avsak i v tomto
pripade je potrebné zdéraznit cielentd Specifiénost Gcinku bio-antiglaukomatika. Zis-
tili sme, Ze sila a dlzka déinku nie st rovnaké a nemaju ani spoloéného menovatela.
Tato cielena Specificnost bio-antiglaukomatika spociva v tom, Ze nie kazdé antiglau-
komatikum s tou istou aminokyselinou signifikantne a rovnako dlhy ¢as znizuje VOT.
Ale ani ta ista aminokyselina nema s odliSnym antiglaukomatikom téinok zhodny so
samotnym antiglaukomatikom.

Z hladiska ucinnosti tak antiglaukomatika a ako aj bio-antiglaukomatika
dolezitu dlohu hra aj Zivo¢isny druh. Tuto skutoénost potvrdzujui Davidson a spol. (4),
ktori uvadzaju, Ze latanoprost nemal signifikantny G¢inok na VOT a priemer pupily
u koriov. Studer a spol.(2000) zaznamenali, Ze toto antiglaukomatikum signifikantne
znizuje VOT u psov, ale u maciek nie. Azuara-Blanco a spol. (2) zistili, Ze latanoprost
u pacientov s glaukomom za 1 a 3 mesiace len nepatrne znizuje VOT. AvSak v proti-
klade su zistenia Lee a spol. (8), ktori u topicky podavaného prostaglandinu F,, za-
znamenali redukciu VOT u kralikov, maciek a opic.

Rozdielny mechanizmus déinku zmesi aminokyseliny s antiglaukomatikom
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svedciace na ich rozdielnu interakciu sme preukazali aj v naSich predchadzajicich
experimentalnych pracach. Topicka aplikacia zmesi aminokyseliny L-argininu.HCI
s latanoprostom znizila VOT signifikantne len do 30 min po aplikécii, potom bol efekt
na VOT uz nesignifikantny. (Veselovsky a spol. 2004). Zmes L-lyzinu.HCI s latano-
prostom do 30 min znizila VOT nesignifikantne, avSak potom do 24 hod prekracoval
hodnoty kontrolného oka (Olah a spol., 2005). Naproti tomu zmes L-glycinu.HCI v Ti-
moptole v prvej hodine vysoko signifikantne (aZ o 33 %) znizila VOT a do 24 hodin bol
pokles este stale 12,8% (24).

V terajsej sérii pokusov sme konstatovali, Ze G¢inok zmesi aminokyseliny L-
glycinu.HCI s Latanoprostom je v priemere len o 1 torr nizsi ako t¢inok samotného
latanoprostu a je zhodny s tdinkom samotnej aminokyseliny glycinu. Nesignifi-
kantny téinok zmesi vidime v nezinteragovani tychto komponent a tym nevytvorenie
sa aktivneho bio-antiglaukomatika in vitro. Tuto skutoénost potvrdzuje pastelovo-
hnedé zafarbenie tejto zmesi ninhydrinovym ¢inidlom. Totiz dékaz vzniku nového
metabolitu — bio-antiglaukomatika by potvrdzovalo modro-fialové zafarbenie (16).
Tato zmes vytvorila v spojovkovom vaku nefyziologické prostredie, ¢o sa prejavilo ne-
ziaddcim dcinkom — intenzivnym, asi pAtminttovym Zmurkanim a asi hodinu trvaj-
ucim prekrvenim bulbu.

Vychadzajac z tychto nasich poznatkov dovolime si konsStatovat, Ze niektoré
Specifické aminokyseliny interagujt s antiglaukomatikmi a bio-antiglaukomatikum
vznikajuce in vitro vytvori a splia fyziologické podmienky jeho Iahsieho prestupu az
do cielovej oblasti (do vraskovca). Tato skuto¢nost sa potom prejavi znizenim VOT.
Pritom nasSe terajSie zistenie dokazuje presne definovant interaként Specifiénost da-
ného antiglaukomatika len s prislusnou volnou aminokyselinou, a to tak za in vivo,
ako aj in vitro podmienok.
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