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Porovnanie vplyvu zmesi
niektorych aminokyselin
s antoglaukomatikami

na VOT krélikov

(Prehlad vysledkov experimentalneho materialu)

SUHRN

Ciel’: Zhrnutie vysledkov experimentov na oéiach krélikov, zameranych na ovplyvnenie
fyziologického vnitrooéného tlaku (VOT) po aplikécii in vitro pripravenou zmesou vzniknutej
interakciou vybranych aminokyselin v antiglaukomatikach.

Materidal a metéda: Série experimentov boli uskutoénené vidy u 5 dospelych samic
krélikov plemena Novozélandsky biely, chovanych v Standardnych podmienkach. Aplikovany bol
10 % roztok aminokyseliny (L-lyzin.2HCI.2H20O, L-arginin.HCl alebo L-glycin.HCI)
v anfiglaukomatikach 0,5 % Timolol (Timoptol) alebo 0,005 % Latanoprost (Xalatan). Roztoky boli
pripravené tak, aby vysledkom (po prepocitani konceniracii) bola 10% aminokyselina
v antiglaukomatiku s pévodnou koncentraciou a pH. Do spojovkového vaku lavého oka bola
aplikovana tato zmes, pravé oko bolo kontrolné. Meranie VOT a priemeru zrenice sa uskutoénilo
pred kvapnutim a v 15., 30., 60., 180., 240. minute, resp. 24 h po aplikécii roztokov.

Vysledky: Funkéna bioaktivita pouzitych antiglaukomatik pri znizeni VOT sa zvy3uje po ich
interagovani s prislusnou Specifickou aminokyselinou. Najvyssi ¢inok priemerného znizenia
VOT krélikov mal glycin v Timolole (pokles VOT o -5,5 torr) a arginin v Timolole (pokles VOT o -
3,3 torr). Priemerny pokles VOT po inej kombinécii aminokyselin a antiglaukomatik bol niz3i,
resp. nesignifikantny.

Zavery: |Interakciou medzi volnymi aminokyselinami a lokalne instilovanym
antiglaukomatikom vzniké vz v spojovkovom vaku novd, biologicky aktivna latka (metabolit).
In vitro pripravena zmes vhodnej aminokyseliny v uréitom antiglaukomatiku poskytuje vz
hotovy metabolit (,bioantiglaukomatikum”), ktory v experimentalnych podmienkach mal
silnej$i a &asovo dlhsi G¢inok na znizenie VOT ako samotné antiglaukomatikum alebo
samotnd volna aminokyselina.

Kluéové slova: icinok interakcie zmesi vybranych aminokyselin v antiglaukomatiku na
VOT v kralikov

SUMMARY

Results of the IOP Decrease after Application of Some Mixtures of Amino Acids
and Antiglaucomatics in Rabbits (A Review of Experimental Publications)

Objective: To summarise of experimental results performed on rabbit eyes focused to
influence the physiological intraocular pressure (IOP) after application of some amino acids
mixture with some regularly used antiglaucomatics.

Material and methods: The experiments were performed on adult rabbits (female of
the New Zealand White species). The applicated substances were: 10 % solution of amino
acids (L-lysin.2HCI.2H20, L-arginine.HCL or L-glycine.HCL) in antiglau-comatics 0.5 % timolol
(Timoptol) or 0.005 % latanoprost (Xalatan). This mixture was applicated to the left eye; right
eye was used as control. The measurement of IOP and pupil diameter was performed before
instillation, in 15th, 30th, 60th, 180th, 240th minute and 24 hours after application.

Results: Functional bioactivity of the used antiglaucomatics in case of decreased IOP is rising
after interaction with the relevant specific amino acid. Glycine in timolol showed the highest
effect on average decrease of the IOP physiological values (IOP decrease reached - 5,5 torr)
followed by arginine in timolol (IOP decrease reached — 3,3 torr). The IOP decrease after other
combinations of amino acids and antiglaucomatics was in average lower or nonsignificant.

Conclusions: Through interaction between in vitro prepared mixture free amino acids
and antiglaucomatics a new, biologically active substance (metabolite) is created. After
instillation in experimental condition achieving stronger and longer decrease of the IOP
compared with a single antiglaucomatic or amino acid.

Key words: Compared the effect of the amino acids and antiglaucomatic drug mixtures
on the rabbit’s IOP.
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V spojovkovom vaku pritomné volné
aminokyseliny zohravaju délezitu ulohu
v zabezpeceni premeny latok v rohovke.
Mo6zu vystupovat ako aniony aj ako kati-
ony a tak vyrazne ovplyvnit prestup latok
cez bariéry do tkanivovych Struktur oka.
Pri ich interakcii s liekmi aplikovanymi do
spojovkového vaku vznika nova biolo-
gicky aktivna latka (metabolit), az ta
moze preniknut biologickymi bariérami
a umozni sa lieCebny efekt v cielovej ob-
lasti. Vyrazne sa to prejavi pri pdsobeni
antiglaukomatik (Veselovsky a kol.
1998a; Olah a kol., 1997). Porovnanie
vplyvu zmesi Specifickych aminokyselin
s antiglaukomatikmi na fyziologicky vnu-
troocny tlak (VOT) u krélikov na zaklade
dielich vysledkov nasich dlhodobych ex-
perimentov (Veselovsky a kol., 2006; Ve-
selovsky a kol., 2007a, 2007b) je podkla-
dom teraj8ieho prispevku.

MATERIAL A METODIKA

Pre experimenty sme pouzili kralikov
zo Standardného akreditatného repro-
dukéného chovu ¢. SK-CH-29004 Slo-
venského centra polnohospodarskeho
vyskumu — chov krélikov v Nitre. Po¢as
experimentov boli chované pri teplote
+20 + 2 °C a normalnom svetelnom re-
zime a kimené Standardnou zmesou pre
krélikov; voda im bola podavana ad libi-
tum.

Z volnych aminokyselin pritomnych
v slzach sme v 10 % roztoku vybrali:
L-lyzin.2HCI.2H,O (nepostradatelny pre
udrzanie Zivota zivoCiSneho a ludského
organizmu), netoxickd diamino-monokar-
bonovu aminokyselinu L-arginin.HCI
a najjednoduchsiu monoamino-monokar-
bonovud aminokyselinu L-glycin.HCI.
Z antiglaukomatik sme pouzili 2 hro-
madne vyrabané pripravky: [B-blokator
0.5% Timolol (Timoptol, Zentiva) a ana-
log prostaglandinu F,, 005% Latano-
prost (Xalatan, Pfizer).

Pri experimentoch roztoky boli kvap-
nuté jednorazovo (po dvoch kvapkach)
rano o 8% h. do lavého spojovkového
vaku, vzdy v sérii skupiny piatich dospe-
lych samic kralikov plemena Novozé-
landsky biely. Tym sme chceli dosiahnut
obsadenie receptorov, transmembrano-
vych kanalov, ako aj enzymatickych
systémov v bunkach tych tkanivovych
Struktur oka, ktoré su zodpovedné ako
za tvorbu, tak aj odtok komorového
moku). Pre porovnanie efektivity sme
v sérii pokusov realizovali najprv vplyv
aplikovania samotnej aminokyseliny
a samotného antiglaukomatika na fyzio-
logicky VOT. AZz potom sme pristipili
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k hodnoteniu efektivity zmesi Specifickej
aminokyseliny v antiglaukomatiku (pri-
tom sme po prepocitani koncentracii
zhotovili roztok vzdy tak, aby sme
v zmesi vysledne mali 10% roztok ami-
nokyseliny rozpusteny v danom antig-
laukomatiku s nezmenenou koncentra-
ciou). Medzi aplikovanim jednotlivych
kombin&cii bol vzdy dodrzany odstup si-
edmych dni na vylu€enie pripadnej pri-
tomnosti rezidui z predchadzajuceho
roztoku. Pravé oko toho istého kralika
neovplyvnené ziadnym roztokom a slu-
zilo ako kontrolné.

V experimentoch popri VOT sme hod-
notili aj priemer zrenice. Merania boli
uskuto€nené pred kvapnutim roztokov
av 15,30, 60.,120., 180. a 240. minute,
resp. 24 h po ich aplikacii. VOT sa hodno-
til tonometrom Schiétza (s 5,5 g zava-
zim), hodnoty boli verifikované aplanac-
nym tonometrom Maklakova aj aplanac-
nym tonometrom ,TONO-PEN XL“ (fy.
Medtronic SOLAN, USA). Priemer zre-
ni¢ky bol merany pomocou mm stupnice.
Pred kazdym meranim VOT bola do spo-
jovkového vaku oboch oc&i aplikovana
jedna kvapka 0,5 % Mesocainu ako ane-
stetikum.

Pre dbkaz pritomnosti aminokyselin
bolo pouzité selekéné ninhydrinové Cci-
nidlo ktoré pre volné aminokyseliny
a peptidy vykazuje Specifické, odlisné za-
farbenie pri pritomnosti len samotnych
aminokyselin v porovnani s ich zmesami
v antiglaukomatikach.

Zistené hodnoty VOT boli Statisticky
spracované a vyhodnotené Studentovym
t-testom

VYSLEDKY

Pésobenie zmesi aminokyseliny
v antiglaukomatiku na VOT

a/ Tab. 1: Zmes aminokyseliny 10 %
L-lyzin.2HCI.2H,0

+0,5 % Timolol (Timoptol): zniZuje
hladinu VOT bifazicky — od 15. min. po
60. min. pokles nie je oproti kontrolnému
oku signifikantny, avSak od 60. min. do$lo
k signifikantnému znizeniu VOT, v 120.
min. o -3,3 torr (-16 %) a zostalo na tejto
hladine az do 240. min. Priemerny pokles
VOT predstavoval -7,9 %. Priemery pupil
sa nezmenili.

+0,005 % Latanoprost (Xalatan)
v 15.az 30. min. len nesignifikantne zni-
zil fyziologicku hladinu VOT (o -1,5 a -
1,7 torr, t.j. 0 -6,7 a -7,8 %). Po 30. min.
dochéadza k zvySeniu VOT a k prekro¢e-
niu hladiny kontrolného oka (o +0,9
torr) a v 60. min. zvy8enie dosiahlo hod-
notu az +1,2 torr (t. j. +4,1 %). Od toho
¢asu hladina VOT ovplyvneného oka
stale prevySovala hodnotou VOT kon-
trolného oka a v 240. min. dosahovala
hodnoty +5,4 %. Pri porovnani bolo
zvySenie hladiny VOT ovplyvneného
oka oproti kontrolnému oku v kazdom
meranom c¢ase nesignifikantné. Pupily
neboli ovplyvnené.

b/ Tab. 2: Zmes aminokyseliny 710 %
L-arginin.HCI

+ 0,5 % Timolol (Timoptol): do 240.
min. oproti kontrolnému oku signifi-
kantne znizila hladinu VOT a to v roz-
sahu od -4,0 torr (-20,1 %) v 60. min.
do 2,1 torr (-10,7 %) v 240. min. Od
180. min sa znizil VOT o 1,7 torr aj
v kontrolnom oku. Priemer pupil sa ne-
menil.

+0,005 % Latanoprost (Xalatan):
signifikantne znizila hodnoty VOT do
30. min. (0 -15,6 % az -19,3 %). Od 60.
min. do 240. min. pokles VOT bol uz ne-
signifikantny (len -1,1 torr), takmer sa
nemenil a mal zhodny priebeh s hladi-
nou VOT kontrolného oka. Priemerny
celkovy pokles za 4 hodiny predstavo-
val -1,8 torr, ¢o sved¢i o tom, Ze apliko-
vany Xalatan neinteraguje s dostatoc-
nym mnozstvom aminokyselin, a preto
vznika malé mnozstvo bioantiglauko-
matika. Priemery pupil neboli zme-
neneé.

Tab. 1. Zmeny VOT kralikov po aplikacii zmesi 10 % L-Lysinu.2HCI.2H,0 v 0,5% Timolole
alebo v 0,005% Latanoproste oproti kontrole

Lyzin + Timolol

Lyzin + Latanoprost

Tab. 2. Zmeny VOT kralikov po aplikacii zmesi 10% L-argininu.HCI v 0,5% Timolole alebo

v 0,005% Latanoproste oproti kontrole

Arginin + Timolol

Arginin + Latanoprost
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Tab. 3. Zmeny VOT kralikov po aplikacii 10% L-glycinu.HCI v 0,5% Timolole alebo v 0,005%

Latanoproste oproti kontrole

Glycin + Timolol

Glycin + Latanoprost

Graf 1 Suhrnné porovnanie poklesu fyziologického VOT u kralikov
po aplikacii zmesi aminokyselin v antiglaukomatiku
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Graf 1.
Legenda: Lyz+Tim =

10% L-Lyzin.2HCI.2H,O v 0,5 % Timolole; Lyz+Lat = 10%

L-Lyzin.2HCI.2H,0 v 0,005% Latanoproste; Arg+Tim = 10 % L-arginin.HCI v 0,5% Timolole;
Arg+Lat = 10% L-arginin.HCI v 0,005% Latanoproste; Gly+Tim = 10% L-glycin.HCI v 0,5 %
Timolole; Gly+Lat = 10% L-glycin.HCI v 0,005% Latanoproste.

¢/ Tab. 3: Zmes aminokyseliny 10 %
L-glycin.HCI +

0,5 % Timolol (Timoptol): zmes po-
¢as 24 hodin signifikantne znizovala VOT
oproti kontrolnému oku s maximalny po-
klesom v 60. minute o -8,5 torr (-33 %),
resp. v 120. min. o -7,6 torr (-30,5 %). Sa-
motny L-glycin.HCI a samotny Timolol
len nesignifikantne znizi fyziologicky VOT
kralikov (v priemere o -1,26, resp. 0 -0,66
torr). Sirky pupil boli nezmenené a rov-
naké na oboch o€iach.

0,005% Latanoprost (Xalatan): zmes
pocas celych 24 hodin znizila len nesig-
nifikantne fyziologické hodnoty VOT (od
- 1,8 torr v 120. min., -0,2 torr v 180.
min.), priemerny pokles bol -1,26 torr.
U kontrolnych o¢i hladinu VOT nebola
ovplyvnena. Priemery pupil na oboch
ocCiach ostavali nezmenené.

Vzajomné porovnanie suhrnu vysled-
kov poklesu VOT po aplikacii vybranych
3 druhov aminokyselin (lyzinu, argininu
a glycinu) v 2 vybranych antiglaukomati-
kach (Timolole a Latanoproste) preklada
graf 1.

DISKUSIA

Prestup latok zo spojovkového vaku
do vnutroo€nych tkanivovych Struktur ne-

riadi len difuzia, ale aj rozpustnost a che-
micka reakcia latok a Hart (1992)
uvadza, ze antiglaukomatika prenikaju
difuzne cez rohovku do komorového
moku, pricom epitel rohovky predstavuje
velku bariéru. Latky aplikované do spo-
jovkového vaku funguju ako ,prodrug“
a interaguju s volnymi aminokyselinami
v spojovkovom vaku. Kahan (1982) v sl-
zach ich dokazala 11. V naSich experi-
mentalnych pracach Veselovsky a kol.,
(1998a, 1998b; 2002) sme poukazali na
skutognost, Ze aplikované antiglaukoma-
tika spojovkovom vaku interaguju s vol-
nymi aminokyselinami za vzniku novej
latky (metabolitu). Az tento metabolit
prestupi do tkanivovych Struktdr ocnej
gule (Veselovsky a kol., 2007) a v nasej
interpretacii pIni ulohu ,bioregulatora®
VOT. Verkman a kol. (2008) pri transporte
latok poukazuju aj na dblezitu fyziolo-
gicku ulohu aquaporinov (AQP-y, malé
transmembranové — integralne proteiny).

V doterajSich pracach uvedené nase
experimentélne zistenia svedCia o vys-
Som efekte antiglaukomatik aplikovanych
spolu s aminokyselinami, ktory sa preja-
vil pri zniZeni fyziologickych hladin vnu-
troocného tlaku. Vychadzali sme pritom
z predpokladu, ze pri aplikacii do spojov-
kového vaku antiglaukomatikum in vivo
pred prestupom do tercovej oblasti zin-
teraguje so Specifickou aminokyselinou,
trvale pritomnou v slzach. Tuto novu bio-

aktivnu latku sme oznacili ako ,bioantig-
laukomatikum® (Veselovsky a kol. 2002;
Olah a Veselovsky, 2007). NaSe predpo-
klady potvrdili farebné reakcie s ninhydri-
novym c¢inidlom, svedCiace o pevnej ko-
valentnej vazbe a zaroven o zmene §t-
ruktury ako pouzitej aminokyseliny tak aj
daného antiglaukomatika (za vzniku no-
vého metabolitu). Zistili sme, ze antiglau-
komatikum s aminokyselinou uz za in
vitro podmienok interaguje za vzniku no-
vej komponenty (Veselovsky a kol., 1998;
Veselovsky a kol., 2006).

NaSe nalezy svedCia, ze rozsah
tychto interakénych zmien u kazdej ami-
nokyseliny je Specificky (Veselovsky
a kol., 2007; Olah a Veselovsky, 2007).
Interakciou vzniknuty novy metabolit
sme potvrdili zistenim zmeny hladiny ra-
dioaktivity. Pritom napr. aminokyselina
Na[l'?5]tyrozin po zreagovani s Timopto-
lom mé pocas 24 hodin bifazicky charak-
ter (podobne, ako zistili Veselovsky
a kol., 1998a aj u pilokarpinu). Po inter-
akcii prislusnej volnej aminokyseliny in
vitro s antiglaukomatikom, vzniknuty bio-
aktivny metabolit po prestupe do vnutra
ocnej gule cielene ovplyvni VOT. Nové
~bioantiglaukomatikum“ ma pre pravde-
podobne dih&i metabolicky pol€as, a pre
pevné naviazanie sa na Specifické re-
ceptory v ciliarnom tele aj ¢asovo dihsi
ucinok. Pritom sa ukazal ucinok Specific-
kej aminokyseliny a daného antiglauko-
matika na VOT vy$si, ako u¢inok samot-
ného antiglaukomatika alebo samotnej
aminokyseliny. Tieto nazory potvrdzuju
to aj udaje Warmu (1981) a Tichého
(1983). Pre jeho efektivitu resp. dizku
uCinku dbélezitu ulohu hra aj uprava pH
komorového moku (Olah a kol., 1997).
Zo zmeny hodnét pH v komorovom
moku z kyslych na mierne zdsadité (po-
dla nasich vysledkov pH 6,58 — Veselov-
sky a kol., 2001a, b).

Vychodiskom na8ich experimentoch
bola snaha zistit ¢i cielene volena ami-
nokyselina in vitro interaguje s vybranym
antiglaukomatikom analogicky ako
v spojovkovom vaku in vivo. Podla na-
Sich vysledkov (Veselovsky a kol., 2002;
Olah a Veselovsky, 2007) urcita amino-
kyselina len s uritym antiglaukomati-
kum vytvori pozadovanu, optimalne
posobiacu bioaktivnu latku (,bioantiglau-
komatikum®). Toto hotové ,bioantiglauko-
matikum® vykonava funkciu ,fyziologic-
kého bioregulatora“ a udrzi hladinu VOT
na planovanych (fyziologickych) hodno-
tach (Veselovsky a kol., 2007). Tato in-
terakcia je vysoko selektivne Specificka,
kedZze nie kazda zmes aminokyseliny
v antiglaukomatiku znizuje VOT signifi-
kantne a rovnako dlhy ¢as. Nami po in-
terakcii in vitro pripravenej zmesi amino-
kyseliny v antiglaukomatiku (kde vza-
jomné pomery boli prepocitané
a optimalne) ma vacsiu efektivitu a ¢a-
sovo dIhSi interval na zniZenie fyziolo-
gického VOT. Pritom sme zistili, ze apli-
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kacia zmesi len jednej (prislusnej) ami-
nokyseliny v danom antiglaukomatiku
ma vySSi ucinok ako dvoch aminokyse-
lin v jednom antiglaukomatiku (Veselov-
sky a kol., 2003), teda nepdOsobia adi-
tivne ani synergicky. Nase experimenty
sumarne potvrdzuju, ze ucinok ,bioan-
tiglaukomatika“ vzniknutého za in vitro
podmienok je vySSi ako ucinok bioanti-
glaukomatika vzniknutého za in vivo
podmienok v spojovkovom vaku. In vivo
je tato interakcia je ovplyvnena mnoz-
stvom volnej aminokyseliny, ktoré
v Case aplikacie lieku nemusi vyhovovat
potrebe (napr. pri nedostatoCnej slzo-
tvorbe).

Na zaklade experimentov sme zis-
tili, ze v danych antiglaukomatikach
najsilneji a ¢asovo najdlhsi u€inok na
znizenie fyziologickych hladin VOT
maju zmesi vzniknuté za in vitro pod-
mienok interakciou aminokyseliny gly-
cinu resp. argininu s B-blokatorom Ti-
moptolom. Aminokyselina Lyzin na-
priek vyznamnej funkcii v organizme
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sa ukazala najmenej efektivha, do-
konca v kombinacii a Latanoprostom
viedol az ku zvySeniu VOT. Pritom sa-
motny Timoptol alebo Latanoprost
(bez pridania Specifickej aminokyse-
liny) u albinotickych kralikov len nesig-
nifikantne znizili fyziologické VOT.

Efektivita interakciou in vitro vznik-
nutého ,bioantiglaukomatika“ sa prav-
depodobne uskuto¢ni (podobne ako in
vivo) viacerymi cestami. Napr. podla
Nathausoneho (1980) blokovanim ad-
renergného sympatického nervového
systému, ktory inervuje cilidrne vy-
bezky ako aj trabekularnu tramcovinu,
inhibovanim urcitého mnozstva pB-re-
ceptorov, blokovanim stimulacie tvorby
cAMP - podla Mittaga a Tormaya
(1985) cAMP hra dblezitd ulohu
v sprostredkovani uc€inkov liekov na
VOT a aj vazokonstrikénym pésobenim
na steny ciev ciliarnych vybezkov, ¢im
dochadza k zamedzeniu zvySeného
prenikania volnych aminokyselin do
komorového moku.

ZAVERY

1. Experimenty u kralikov preukazali,
ze mechanizmus ucinku antiglaukomatik
pri znizeni fyziologického VOT je pod-
mieneny ich interakciou s prislusnou vo-
[nou aminokyselinou (v spojovkovom
vaku) za vzniku bioaktivnej komponenty
(metabolitu) a to tak za in vivo podmie-
nok, ako aj pripravené in vitro.

2. Zmes aminokyseliny v antiglauko-
matiku pripravena in vitro poskytuje uz
hotovy metabolit (,bioantiglaukomati-
kum®), ktory po instilovani v experimen-
talnych podmienkach ma silnejsi a ¢a-
sovo dlhsi u¢inok na znizenie VOT.

3. Experimenty preukazali, Ze nie
kazda zmes aminokyseliny v antiglauko-
matiku znizuje VOT signifikantne a rov-
nako dlhy ¢as. V danej sérii experimentov
sa efektivnejsie javili kombinacie s amino-
kyselinou glycinom a argininom. Pouzitie
lyzinu neposkytlo presvedcCivé vysledky.
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