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Suhrn

Ciel: V predkladanej praci autori venuju pozornost ovplyvneniu fyziologickych
hodnét vnutrooéného tlaku po aplikacii zmesi 10% L-lyzinu.2HCL.2H90 v 0,5%
Timoptole.

Metody: Do spojovkového vaku Iavého oka 5 dospelych kralikov (samiciach ple-
mena Novozélandsky biely) sa instiloval v tyZzdnovom odstupe 10% L-
lyzin.2HCL.2H,0, 0,5% Timoptol a zmes 10% L-lyzinu.2HCL.2H,O v 0,5%
Timoptole. VOT a sirka pupily sa merali 5, 15, 30, 60, 120, 180 a 240 minut po in-
stilacii. Pravé oko bolo kontrolné.

Vysledky: Bolo zistené, zZe: a) aminokyselina 10% L-lyzin.2HC1.2H,0 neovplyvni
fyziologicku hodnotu VOT; b) 0.5% Timoptol v porovnani s kontrolnym okom
pocas styroch hodin experimentu nesignifikantne sa znizil VOT; ¢) zmes oboch
latok znizuje fyziologicky VOT v dvoch fazach. Prva faza nesignifikantného
znizenia trva od aplikacie az po 60. minutu. V tomto obdobi zhodny priebeh bol
aj u kontrolného oka. Druha faza trva od 60. minuty do konca experimentu (do
styroch hodin), kedy pozorovat oproti kontrolnému oku vysoko signifikantny
ucinok uvedenej zmesi. Prejavi sa 3,3-torrovym poklesom fyziologickej hodno-
ty VOT, posobenie na tejto irovni ma rovnomerny a priamociary charakter. Na
kontrolnom oku sa druha faza poklesu VOT neprejavi.

Zavery: Vysledky dokazuju, Ze samotny Timolol len nesignifikantne znizuje fy-
ziologické hodnoty VOT, aminokyselina L-lyzin.2HC1.2H,0O na VOT nepdsobi.
V praci sa potvrdilo, Ze v zmesi 10% L-lyzin. 2HC1.2H,0 v 0,5% Timoptole inter-
akciou vznika nova latka, specifické ,bio-antiglaukomatikum¥“, ktoré vysoko
signifikantne znizuje fyziologicku hodnotu VOT.

Klucové slova: posobenie zmesi L-lyzinu.2HC1.2H,0 a 0,5% Timoptolu na VOT
kralikov, ovplyvnenie fyziologického VOT kralikov ,bio-antiglaukomatikom*

Summary

The Rabbit IOP and Pupil Values after Application of Aminoacid L-lysine and
Antiglaucomatic Timoptol Mixture

Objective: In this article authors focused to influence the physiologic IOP va-
lues after application of the aminoacid 10% L-lysine.2HC1.2H,O in 0.5 %
Timoptol eye drops mixture in experiments.

Methods: 0.5% Timoptol, followed by 10% L-lysine.2HC1.2H,0 and mixture of
10% L-lysine.2HC1.2H,0 with 0.5 % Timoptol was instilled weekly into the left
conjunctival sac of 5 adult rabbits (females of the New Zealand White species).
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The IOP and pupilar diameter were measured in 5,15,30,60,120,180 and 240 min.
after instillation. The right eye was used as control.

Results: In experiments authors observed that: a) the aminoacid 10% L-lysi-
ne.2HC1.2H,0 is without influence on the physiologic value of the IOP; b) 0.5 %
Timoptol compared with control eye nonsignificantly decreased the rabbit
I0P; c) after instillation of 10% L-lysine.2HC1.2H,0 and 0.5 % Timoptol mixture
the IOP showed decrease of the physiologic IOP in two periods. The initial non-
significant period of the IOP decrease was measured after application up to the
60th min. The identical values were also in the control eye. However, the major
decrease of the IOP compared with control eye was observed during the second
period starting from 60th min. up to the end of experiments (to the 4th hour)
after instillation of this mixture. The mean value of this significant decrease
was 3.3 torrs of the physiologic IOP value showing regular and linear effecti-
vity in the experimental eye. In the control eye the second period was without
decrease of the IOP.

Conclusions: The results demonstrate that the Timolol alone decreased the
physiologic IOP no significantly, the aminoacid L-lysine.2HC1.2H9O is without
influence on the physiologic value of the IOP. In experiments we confirmed
that in a mixture of aminoacid L-lysine.2HC1.2H,0 with antiglaucomatic 0.5 %
Timoptol a new substance was created, a new “bio-antiglaucomatic“, respon-
sible for more significant decrease of the physiologic IOP.

Key words: the rabbitt IOP influence with L-lysine.2HC1.2H,0 and Timolol mix-
ture, the effectivity of the “bio-antoglaucomatic” on physiologic IOP of the rab-
bits

Ces. a slov. Oftal., 61, 2005, No. 2, p. 88-95

UVOD

V doterajsich nasich experimentalnych pracach sme zistili interakciu anti-
glaukomatik s volnymi aminokyselinami za vzniku novej bioaktivnej substancie.
Tato bioaktivna substancia méa vacsi uéinok pri znizeni fyziologickej hladiny vnitro-
o¢ného tlaku (VOT) u kralikov, ako povodné antiglaukomatika. V nasich pracach
(5, 6) sme zistili, Ze interakcia volnych aminokyselin s antiglaukomatikami méa $pe-
cificky charakter. Vzhladom na klinicky vyznam, sme sa venovali problematike
interakcie aminokyseliny L-argininu.HCI v kombinécii s niektorymi antiglaukoma-
tikmi (Timolol, Trusopt, Xalatan), pouZivanymi v monoterapii a vysledkami sme
tato skuto¢nost opétovne potvrdili (8, 10 a 11). NaSe zaznamy néas opraviiuju vyslo-
vit zaver, Ze pri interakcii aminokyselin s anti-glaukomatikmi vznikajica fyziologic-
ky uéinna latka je ,bio-antiaglukomatikum®, ktoré hra hlavna tlohu uz v zniZeni aj
fyziologickej hladiny VOT.

V tejto praci sme si polozili za ciel potvrdit §pecifiénost aminokyselin pri vzni-
ku ,bio-antiglaukomatika“ pouzitim dalSej aminokyseliny L-lyzinu.2HCI.2H,0. Je to
esencialna aminokyselina pre zivo¢ichy a ¢loveka a rozhoduje o vyuziti ostatnych
aminokyselin pre syntézu peptidov a bielkovin. Sastredili sme sa na efektivitu zme-
si tejto aminokyseliny s neselektivnym B-blokatorom Timoptolom pri ovplyvneni
VOT. Nam pristupné literarne pramene sa doteraz nezmienuju o fyziologickom vy-
zname a funkciach tejto aminokyseliny v tkanivovych Struktarach a tekutinach oka.
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MATERIAL A METODA

Pouzity biologicky experimentalny material

Zmeny hladiny VOT a velkost priemeru pupily sme sledovali u piatich dospe-
Iych kralikoch — samiciach plemena Novozélandsky biely, ziskanych zo Standardné-
ho chovu Vysk. dstavu Zivoéisnej vyroby v Nitre. Kraliky sa desat dni adaptovali na
prostredie a pocas experimentov mali podmienky s konstantnou teplotou 20 °C a nor-
malnym svetelnym reZzimom, boli kimené Standardnou krmnou zmesou a voda im
bola podavana ad libitum.

Pouzité instilované roztoky
Pri experimentoch sme pouzili:
— antiglaukomatikum zo skupiny neselektivnych [-blokatorov 0,5% Timoptol
(Timololi maleas, vyrobok fy. Lé¢iva, CR),
— diaminodikarbonova — zasaditii aminokyselinu L-lyzin, ktora bola pre humanne
ucely vyrobena firmou Biotika, Slovenska Lupca, vo forme L-lyzin. 2HC1.2H,0.
7 nej sme pripravili v aqua pro injectione roztok v 10% koncentracii.
— zmes aminokyseliny 10 %L-lyzinu.2HC1.2H,0 v 0,5% Timoptole.

Spodsob aplikacie roztokov

Uvedené roztoky sme aplikovali do spojovkového vaku Tavého oka vzdy
0 8.00 h jednorazovo po dvoch kvapkach. Vzhladom na skuto¢nost, Ze oko kralika je
asi o polovicu mensie ako Tudské, pouzili sme zvySené mnozZstvo roztokov. Takto sme
chceli obsadit vSetky receptory tkanivovych Struktar, ktoré sa zucéastiuja na tvorbe
a odtoku komorového moku.

Pravé oko toho istého jedinca, ktoré nebolo ovplyvnené Ziadnym roztokom,
slazilo ako kontrolné.

Z hladiska moznych rezidui sme medzi kvapkanim dalS8ieho roztoku dodrzali
vzdy odstup jedného tyzdna.

Spoésob merania VOT a velkosti pupily

VOT a priemer pupily sme hodnotili v ¢ase 5, 15, 30, 60, 120, 180 a 240 mi-
nut od instilacie.

VOT sme merali tonometrom Schiétza, aplananénym tonometrom Maklakova
a kontrolovali aj aplananénym tonometrom ,TONO-PEN XL* fy Medtronic SOLAN,
USA. Hodnoty pri uvedenych spésoboch merania VOT neboli odlisné. Priemer pu-
pily sme stanovovali v mm (vertikalne a horizontalne) pravitkom a keratometrom
(s vnutornym osvetlenim).

Statistické zhodnotenie
Namerané hodnoty sme vyhodnotili Studentovym t-testom.
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VYSLEDKY

VOT a pupila po aplikacii zmesi 10% L-lyzinu.2HC1.2H,O v 0.5%
Timoptole

Vysledky uvedené na obr. 1 a tabulke jednoznaéne dokazujd, Ze zmes amino-
kyseliny 10% L-lyzinu.2HCI.2H,0 s 0,5% Timoptolom ovplyviiuje fyziologické hladi-
ny VOT v smere jeho poklesu oproti kontrolnému oku. Znizenie VOT sledované po-
¢as Styroch hodin, méa bifazicky charakter. Pocas prvej fazy je pomerne velky pokles
VOT (oproti kontrolnému oku nesignifikantné) bol zaznamenany v 30. mintte. Tento
pokles oproti 5. mintute, kedy sa u¢inok zmesi prejavil, ale nesignifikantne, predsta-
vuje 2,6 torra. Je zaujimavé, Ze aj u kontrolného oka zaznamenavame pokles VOT

torr 1 T (min.) 50 15| 30| 60| 120| 180(240 | X
|

-0,31-09(-0,3| 0,0 -3,3| -3,3|-3,3 |-1,6

-1,4| 44 (-1,6| 0,0]-16,01-16,0/16,0 |-7,9

— —0—-—kontrola

——e— 10% L-lyzin.2 HCL.2H,0
v 0,5% Timoptole

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

Obr. 1. Uéinok 10% L-lyzinu.2HCLH,0 v 0,5% Timoptole na VOT kralikov Novozélandsky
biely. + stredna chyba priemeru; n = 5. V tabulke st uvedené hodnoty
(v torroch a v %) poklesu VOT

rovnakého charakteru a priebehu od 5. mintaty po 30. minitu. V tomto éasovom tuse-
ku u tohto oka pokles VOT dosahuje hodnotu tiez 2,6 torra. Od 0. do 30. minuty za-
znamenavame pokles 4,8 torra. Od 30. minuty po 60. minutu bol pomerne prudky
vzostup VOT a to tak u kontrolného oka (o 1,8 torra) ako aj oka ovplyvneného zme-
sou aminokyseliny s antiglaukomatikom (o 2,1 torra). Pokladdme za potrebné
zdoraznit, Zze hladiny VOT oboch o¢i v 60. minute su rovnaké (20,6 + 0,00 torra).
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V 60. mintte sa zafina druha faza pobsobenia zmesi L-lyzi-
nu.2HCL.2H,0 v 0,5% Timoptole, kedy sa v oku kralika po instilacii prudko znizil
VOT (o 3,3 torra) az po 120. minatu. Od tohto ¢asu hladina VOT az do 240. mintuty
sa nemenila a mala linearny priebeh. Najvac¢si 16% pokles oproti kontrolnému oku
zac¢ina v 120. mintate a trva do 240. mintity. Priemerny pokles VOT za $tyri hodiny
predstavuje 7,9 %.

U kontrolného oka pocas druhej fazy posobenia uvedenej zmesi sa hladina
VOT az do konca pokusu uz nemenila, ostavala stale na drovni hodnoty v 60. minu-
te, t. j. na hladine 20,6 torra. a mala linearny charakter. Avsak nedosiahla hodnotu
VOT pred pokusom, teda 23,6 torra.

Velkost pupily bol takmer rovnaky; kontrolné oko malo 7,7 mm; pokusné oko
malo 7,5 mm.

VOT a pupila po aplikacii 0.5% Timoptolu

Fyziologicka hladina VOT ako to dokumentuje obr. 2 a tabulka po aplikacii
0,5% Timoptolu v porovnani s kontrolnym okom pocas $tyroch hodin experimentu sa
nesignifikantne znizila. V 30. minate zaznamenavame rovnaké hodnoty VOT (18,6
torra) u kontrolného aj u oka v pokuse. Od 30. minuty do 60. mintuty dochadza k mi-
ernemu poklesu (o 0,8 torra); potom méa hladina VOT az do 180. minuity takmer li-
nearny priebeh. V 180. minute je mierny vzostup VOT, ktory vSak ani v 240. mintte
nedosiahol hodnoty VOT kontrolného oka. Zaujimavy je 13,4% rozdiel oproti kon-
trolnému oku v 120. minute.

Velkost priemeru pupily 0,5% Timoptol u oboch o¢i nezmenil; priemerna hod-
nota bola 7,3 mm.

T (min.) 50 15| 30| 60| 120]| 180|240

|

Torr +041-04 1 001]-09] -29| -1,1|-0,3 |-0,7
% +2,11-22 1 0,0 |-481-13,4| -56|-1,5|-3,6
—0— kontrola

—@—0,5% Timoptol

torr L
-

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

Obr. 2. Utinok 0,5% Timoptolu na VOT kralikov Novozélandsky biely.
+ strednéa chyba priemeru; n = 5. V tabulke st uvedené hodnoty
(v torroch a v %) poklesu VOT
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VOT a pupila po aplikacii 10% L-lyzinu.2HC1.2H,0

Pocas celého stvorhodinového pokusu zaznamenavame, zZe tato aminokyselina
aplikovana samotne nezmenila hladinu VOT. Hodnota zostavala na trovni 23,6
torra. Velkost priemeru pupily pocas celého experimentu bola 7,3 mm.

DISKUSIA

Napriek kazdodennému pouzivaniu B-blokatorov v lokalnej lie¢be primarneho
glaukémového ochorenia s otvorenym uhlom sa v ndm dostupnej literatara neve-
nuje dostatoéna pozornost ich vzfahu k bielkovinam. Na tuto skutoénost sme upo-
zornili uz v §tudii venovanej mechanizmu t¢inku Timoptolu na zaklade jeho inter-
akcie s volnymi aminokyselinami a bielkovinami (7). Na zaklade nasSich zisteni
pouzitim farebnych reakcii s ninhydrinom sa nam sucéasne potvrdila skutoc¢nost
sved¢iaca o pevnej kovalentnej vizbe a zaroven o zmene Struktury tak Timoptolu,
ako aj aminokyseliny L-lyzinu, za vzniku nového metabolitu. Interakciu Timoptolu
a volnych aminokyselin za vzniku nového metabolitu v nasich experimentoch potvr-
dila aj zmena hladiny radioaktivity aminokyseliny Na[Il25]tyrozinu po zreagovani
s Timoptolom. Rozsah tychto interakénych zmien je podla nasich zisteni u kazdej
aminokyseliny Specificky. Pritom sa opierame na poznatky autorov (1), ktori uvad-
zaju, ze kazdy liek v zivocisnych tkanivovych Strukturach musi najprv z hladiska
transportu byt naviazany na bielkovinu a po uvolneni, len ako neviazany méze byt
metabolizovany na biologicky t¢innu formu.

V dalsom studiu (9) sme prezentovali skutoénost, Ze antiglaukomatikum zo
skupiny neselektivnych beta blokatorov — Timoptol ma na zniZenie fyziologickej hla-
diny VOT v&csi ucinok pri aplikacii v zmesi s aminokyselinou 10% L-argininom.HCI.
Uviedli sme, Ze zvySeny hypotenzny tucinok vo fyziologickych podmienkach spociva
v interakéne vzniknutom metabolite, ktory sa prejavuje prave blokovanim adrener-
gného sympatického nervového systému. Je to v silade s nazorom (4), Ze adrenergny
nervovy systém hra podstatnd tlohu v regulacii VOT a vazokonstrikéne posobi na
cievy vraskovca.

V tejto praci predkladame zistenia, Ze tento Timoptol v zmesi s dalSou, a to
diaminodikarbonovou — zasaditou aminokyselinou L-lyzin.2HCI.2H,0, méa na znize-
nie fyziologickych hladin VOT kralikov od 120. mintuty oproti kontrolnému oku tak-
mer zhodny tcinok so zmesou 10% L-argininu.HCl1 v 0,5% Timoptole (9). Rozdiel spo-
¢iva v tom, ze od 120. minity zmes 10% L-lyzinu.2HCI1.2H,0 v 0,5% Timoptole az do
240. minuty hodnotu VOT udrzZuje sa na rovnakej hladine. Tato skuto¢nost podla
nasho nazoru potvrdzuje pritomnost novovzniknutého Specifického ,bio-antiglauko-
matika“. V tomto pripade ma vSak odlisny charakter ako ,bio-antiglaukomatikum®,
ktoré vznika v zmesi s aminokyselinou L-arginin.HCI (9). Zd6vodiiujeme to skutoc-
nostou, Ze aminokyselina L-1yzin.2HC1.2H,0 v§eobecne pozitivne ovplyviiuje vegeta-
tivnu nervovu sustavu a rozhoduje o uprave fyziologickych procesov v tkanivovych
§trukturach, najméd vSak v nepigmentovanych bunkach vybezkov vraskovca.
Délezita regulaéna tlohu tohoto ,bio-antiglaukomatika“ vidime v udrzani nizsich fy-
ziologickych hladin tvorby komorového moku. Predpokladame preto, Ze toto bio-an-
tiglaukomatikum, ktoré vzniklo v interakcii s touto pre fudsky organizmus esencial-
nou aminokyselinou, je stucasne aj dolezitym regulatorom prisunu volnych aminoky-
selin do komorového moku. Zaroven posobi aj ako regulator ¢asovo dlhsieho udrza-
nia fyziologickych hodnét pH tak v komorovom moku, ako aj v ostatnych tkanivovych
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Struktarach oka (8). KedZe tato aminokyselina rozhoduje o metabolickom vyuziti
ostatnych aminokyselin prichadzajucich do organizmu i vo forme bielkovin (3), pred-
pokladame, ze $pecifiénost tohto ,bio-antiglaukomatika“ spociva i v tejto ¢innosti.

Na zaklade nasSich vysledkov zo sledovania zmien fyziologickej hodnoty
VOT na océiach kralikov po aplikovani zmesi aminokyseliny L-lyzi-
nu.2HC1.2H,0 a Timoptolu usudzujeme, Ze v ich zmesi vzniknuté ,bio-antiglauko-
matikum“ ma aj protektivny ucinok na gangliové bunky retiny a ich axény, pretoze
v tkanivovych Strukturach a tekutinach oka zamedzi zvySeniu hladiny kyseliny glu-
tamovej. KedZe sme zistili aj zniZzenie hodn6t pH v komorovom moku (8), predpokla-
dame, Ze reguluje aj prisun vapnikovych iénov do gangliovych buniek retiny.
Zodpoveda to nazorom (3), podla ktorych aminokyselina L-lyzin.2HCI.2H;0 ma déle-
zitd dlohu i pri transporte a vstrebavani vapnika v zivo¢isnom organizme. KedZe sa-
ma aminokyselina L-lyzin.2HCIL.2H,0 je nepostradatelna pre udrzanie zZivota a zni-
Zovanie toxicity tak u Zivocichov, ako aj cloveka, predpokladame, Ze v zmesi tejto
aminokyseliny a antiglaukomatika vzniknuté ,bio-antiglaukomatikum® méze splnat
tato funkciu nielen pre gangliové bunky sietnice, ale aj pre vSetky tkanivové struk-
tary oka. Pokladame za potrebné zdoraznit, Zze sama aminokyselina 10% L-ly-
zin.2HC1.2H,0 po instilacii do spojovkového vaku pocas $tyroch hodin experimentu
neovplyvnila hladinu VOT, a preto nemézeme uvazovat ani o synergickom a ani
o aditivnom uéinku tychto dvoch komponent. Literarne tidaje sice hovoria, Ze L-lyzin
aplikovany napr. so salicylatmi sposobuje ich rychlej$iu absorpciu a ¢asovo rychlej-
§iu a vys$Siu ucinnost (2). I v tomto pripade uvazujeme o Specifickom interakénom
vztahu za vzniku novych fyziologicky vysoko aktivnych latok, ktoré si ludskym or-
ganizmom, podobne ako aj nové ,bio-antiglaukomatikum®, dobre tolerované, Tahko
a rychlo absorbované. Preto predpokladame, ako to dokumentuje aj nas graficky zaz-
nam, vysoku a dlhotrvajicu déinnost tohto ,bio-antiglaukomatika“. Poznamena-
vame, ze sme nezistili Ziadne lokalne negativne uc¢inky po instilacii zmesi aminoky-
seliny s antiglaukomatikom do spojovkového vaku kralikov.

ZAVERY

Vychadzajuic z predlozenych experimentalnych zdznamov mézeme zhrnit, Ze:

— samotna diaminodikarbonova aminokyselina L-lyzin.2HCIL.2H,0 pocas celych
styroch hodin neovplyvnila hladinu fyziologického VOT kralikov;

— v zmesi 10%L-lyzinu.2HCI.2H,0 v 0,5% Timoptole interakciou vznika $pecifické
nové ,bio-antiglaukomatikum®, ktoré znizuje fyziologickd hodnotu VOT kralikov;

— 1¢inok nového ,bio-antiglaukomatika“ je bifazicky:

a) prva faza znizenia VOT je nesignifikantna a trva od instilacie po 60. mintutu,

b) druha faza znizenia VOT ma vysoko signifikantny nemenny, priamociary priebeh
a trva od 120. minuty do 240. minuty;

— nové "bioantiglaukomatikum”, ktoré po instilacii do spojovkového vaku kralikov
je dobre tolerované a ¢iastoéne (v prvej faze pdsobenia) ovplyvni aj VOT kontrol-
ného oka.

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