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Sahrn

Ciel: zistit vplyv aplikovanie zmesi 2 aminokyselin (L-argininu.HCl a L-lyzi-
nu.2HCLH,0) v antiglaukomatiku - B-blokatore Timoptole - na fyziologicku
hodnotu VOT v experimente u kralikov.

Met6dy: do spojovkového vaku lavého oka 5 dospelych kralikov (samiciam
plemena Novozelandsky biely) bola instilovana zmes 10% L-lyzinu.2HCL.2H20
+ 10 % L-argininu.HC1 v 0.5 % Timoptole. VOT a sirka pupily sa merali pred
a 5., 15., 30., 60., 120., 180. a 240. min, resp. 24 hod po instilacii. Pravé oko bolo
kontrolné.

Vysledky: experimentalne vysledky dokazuja, Ze neselektivny B-blokator
Timoptol interaguje naraz aj s dvomi aminokyselinami. Bolo zistené, zZe zmes
10% L-lyzinu. 2HC1.2H,0 + 10 % L-argininu.HCl v 0.5% Timoptole zniZuje fyzio-
logicky VOT v dvoch fazach. Prva faza zniZenia trva od aplikacie az po 15. mi-
nutu. V tomto obdobi bol zisteny subezne pokles VOT aj u kontrolného oka
(rozdiele neboli signifikantné). Druha faza trva od 30. minuty do konca experi-
mentu, kedy VOT na kontrolnom oku po zvyseni nad vychodziu hodnotu mal
nezmeneny linearny priebeh. U oka ovplyvneného uvedenou zmesou bolo moz-
no pozorovat vysoko signifikantny u¢inok (p < 0,01). Maximum v rozdieloch
hodnét VOT sme zaznamenali v 180. minute (o 7,3 mm Hg, t. j. 0 35,4 %). Od toh-
to casu VOT sa mierne zvysoval az po 24. hodinu, kedy pokles hladiny VOT
oproti kontrolnému oku bol este stale signifikantny (p < 0.01) na hladine
5,0 mm Hg (t. j. 24.3 %).

Zavery: vysledky dokazuju, Ze v zmesi 10% L-lyzin. 2HCL.2H,0 + 10 % L-argi-
nin.HC1 v 0,5% Timoptole interakciou vznika nova latka, ,Specifické bioanti-
glaukomatikum”. Na rozdiel od jednotlivych zlozZiek, instilovanie zmesi 2 ami-
nokyselin v antiglaukomatiku vysoko signifikantne znizila fyziologicka  hod-
notu VOT v experimente u kralikov po dobu 24 hodin.

Klacové slova: vplyv zmesi 2 aminokyselin s Timoptolom na VOT kralikov, spe-
cifické bioantiglaukomatikum

Summary

Reduction of the Physiologic IOP Value after Instilation of the Mixture of
the 2 Amino Acid’s (L-Lysine and L-Arginine) in Timoptol - Experiment on
Rabbit’s

Purpose: To evaluate influence of mixture of the 2 amino acids (L-arginine. HCL
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and L-lysi-ne.2HCL.H,0) in the antiglaucomatic - -blocker Timoptol - on the
physiologic intraocular pressure (IOP) in rabbits (experiment).

Methods: The mixture of 10% L-lysine.2HCL.H,0 + 10% L-arginine.HCL in 0, 5%
Timoptol was instilled into the left conjunctival sac of the 5 adult rabbit’s (fe-
male of the New Zealand White species) and the right eye was used as control.
The IOP and pupilar diameter were measured before and in 5th, 15yth, 30th, 60th,
120th, 180th and 240tk min. and 24 hours after the instillation.

Results: The experimental results proved that the non-selective B-blocker
Timoptol interacts at the same time with two amino acids. The mixture of 10%
L-lysine.2HCL.H,0 + 10% L-arginine.HCL in 0, 5% Timoptol decreased the phy-
siologic IOP in two phases. The first phase started from application up to 15th
min. In this period parallel IOP decrease occurred also in control eye (with no
significant difference). The second phase started in 30th min. after the instilla-
tion and lasted until the end of experiment. In this phase the control eye IOP
remained linear after the initial over the baseline increase. The eye with in-
stilled mixture showed significant IOP decrease (p < 0.01). Maximum differen-
ce between the two IOP’s was measured in the 180th (7, 3 mmHg; 35.4%). From
this moment IOP slightly increased up to the 24th hour showing still signifi-
cantly lower level- 5,0 mmHg (24.3%) compared with the control (p < 0.01).
Conclusions: Results proved that in the mixture of 10% L-lysine.2HCL.H,0 + 10%
L-argi-nine.HCL in 0,5% Timoptol a new substance, the ,specific bioantiglauco-
matic“ is created by interaction. Compared with the substances alone, mixture
of the 2 amino acids in the antiglaucomatic decreased the physiologic intraocu-
lar pressure (IOP) in rabbits (experiment) with high significance for 24 hours.

Key words: influence of mixture of the 2 amino acids in Timoptol on the rabbits
IOP, specific antiglaucomatic
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UVOD

Z neselektivnych blokatorov B-adrenergnych receptorov najvicésie uplatnenie
v oftalmologickej praxi ma Timoptol (Timolol maleat). Doterajsie literarne pramene
uvadzaju, Ze jeho mechanizmus fyziologického uéinku je v zniZovani tvorby komoro-
vého moku. Nase vysledky (20, 21) upresiujui, Ze mechanizmus u¢inku tohto anti-
glaukomatika sa realizuje cestou jeho ,zbioaktivizovania” interakciou s volnymi
aminokyselinami.

KedZe nase doterajsie experimentalne zistenia jasne preukazali interakciu
antiglaukomatika Timoptolu s jednotlivymi aminokyselinami, polozili sme si za ciel
zistit, aky bude mat vplyv aplikovanie naraz viac aminokyselin s antiglaukomatikom
na fyziologickt hodnotu VOT. Chceme pritom zistit kombinaciu, ktora najefektivne;j-
Sie a Casovo najdlhsie udrzi znizend hladinu i fyziologického VOT. Preto sme v te-
rajsej praci pristupili k zrealizovaniu experimentu, pri ktorom sme aplikovali zmes
Timoptolu s aminokyselinami L-argininom.HCI a L-lyzinom.2HCIL.H,0.

MATERIAL A METODA

Experimentdalne Zivocichy
Experimenty boli realizované na o¢iach piatich dospelych samiciach kralikov
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plemena Novozelansky biely zo $tandardného reprodukéného chovu Vyskumného
astavu Zivoci$nej vyroby v Nitre. Pred pokusmi boli desat dni adaptované v miest-
nosti s konStantnou teplotou 20 °C a normalnym svetelnym rezimom. Dostavali
Standardnt kimnu zmes a vodu ad libitum.

Pouzity instilovany roztok

Nami pripravovana zmes oboch aminokyselin: 10 % L-arginin.HCI a 10 %
L-lyzin.2HCL.2H,0 v 0,5 % Timoptole.

Jednotlivé komponenty boli vyrobkami: a) 0,5 % Timoptol (timololi maleas) —
Léciva, CR; b) L-arginin.HC] — Merck a spol., s. r. 0.; ¢) L-lyzin.2HC1.2H,0 — Biotika,
Slovenska Lupcéa (vyrobené pre humanne tucely).

Na lokéalnu anestéziu pred meranim VOT bol instilovany 2% Mesocain, pri-
praveny v Ustavnej lekarni FN v Bratislave.

Aplikacia roztoku

Roztok sme instilovali do lavého spojovkového vaku vzdy o 8. hodine po dvoch
kvapkach. Zvysenym aplikovanym mnozstvom sme sa snazili zabezpecit obsadenie
vsetkych receptorov tkanivovych Struktar v oku, ktoré su délezité pri tvorbe a odto-
ku komorového moku. Pravé oko kralika, ktoré nebolo ovplyvnené Ziadnym roztokom
slazilo ako kontrolné.

Meranie vntutrooéného tlaku (VOT) a velkost pupily

Hladinu VOT a priemer pupily sme zistovali pred instilaciou a 5, 15, 30, 60,
120, 180 a 240 minut po instilacii roztoku. V pripade, Ze v Stvrtej hodine rozdiel hla-
din medzi kontrolnym okom a okom ovplyvnenym aplikovanou zmesou bol signifi-
kantny, meranie VOT sme realizovali aj v 24. hodine.

VOT tlak sme merali kontaktnym tonometrom Schiétza, a hodnoty sme kon-
trolovali aplanaénym tonometrom Maklakova, resp. aplana¢nym ,,TONO-PEN XL~
fy Medtronic SOLAN, USA. Hodnoty namerané uvedenymi tonometrami sa navza-
jom neodlisovali.

Velkost pupily v mm sme stanovovali pupilometrom, resp. keratometrom
(s vnutornym osvetlenim).

Statistické zhodnotenie
Zistené hodnoty sme vyhodnotili Studentovym t-testom.

VYSLEDKY

Pri pristupe k hodnoteniu nasich experimentov sme najprv preukazali, Ze an-
tiglaukomatikum — neselektivny B-blokator Timoptol — interaguje naraz aj s dvomi
pouzitymi aminokyselinami (L-lyzinom a L-argininom). Dékazom toho bolo odli§né
zafarbenie samotnych aminokyselin, resp. ich zmesi (obr. 1). Aminokyseliny so $pe-
cifickym selekénym ninhydrinovym ¢inidlom pre dokaz aminokyseliny sa farbili
ruzovocervene, a zmes tychto dvoch aminokyselin s Timoptolom sa farbila modrofia-
lovo. Samotny Timoptol nedaval pozitivnu reakciu s ninhydrinovym ¢inidlom. Toto
odlisné zafarbenie zmesi, majiuce charakter zafarbenia pre peptidy, jasne sved¢i pre
vznik novej latky — nového fyziologicky aktivneho ,Specifického bioantiglaukoma-
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tika”, odlisného od bioantiglaukomatika interakéne vzniknutého len s jednou ami-
nokyselinou. Tento dékaz je dolezitym dokumentom, Ze medzi tymito komponentami
nie je ani synergicky ale ani aditivny efekt. Tuto skutoénost dokazuja odlisné a niz-
Sie ucinky na VOT tak jednotlivych komponent ako aj zmesi Timoptolu s jednou
z aminokyselin.

Hladiny VOT po aplikacii 10% L-lyzi-
nu.2HCL2H20 a 10% L-argininu.HCI
v 0,5% Timoptole

Obrazok 2 dokumentuje, ze apliko-
vana zmes vyrazne, a to bifazicky znizuje
fyziologické hladiny VOT pocas 24 hodin.
Pokles VOT na oku v pokuse i kontrolnom
mal do 15. mintuty linearne klesajuci cha-
rakter (oproti 0. mintte klesala po 15. mi-
nutu o 2,4 torra). Rozdiel oproti kontrole
nebol signifikantny (len 0,9 mm Hg). V 30.
minute sa VOT na kontrolnom oku nahle
zvysil o 5,3 mm Hg (z 15,4 na 20,7 mm
Hg). Po tomto ¢ase sa fyziologicka hodno-
ta VOT kontrolného oka az do 24 hodin
takmer nemenila, vykazovala linearny
priebeh. V pokusnom oku bol v ¢ase 30 mi-
nat VOT na urovni 15 torrov (rozdiel sig-

Obr. 1. Znazornenie reakcii s ninhydrino-
vym ¢inidlom.

Okruahle plosky na oboch stranach stitkov
dokumentuju reakciu ninhydrinového ¢&i-

nidla (vidy 2krat): s 10% L-lyzi-
nom.2HCIL.2H,0; s 10% L-argininom.HCI;
S kombinaciou 10% L-lyzi-
nu.2HC1.2H,0 a 10% L-argininu.HCl v 2%
Timolole a samotného 2% Timololu.

nifikantny p < 0,01). Vysoko preukazny
(p < 0,01) rozdiel hladin VOT sme zazna-
menali v 180. mindte (o 7,3 mm Hg, t. j.
0 35,4 %). Od tohto ¢asu sa VOT mierne
zvySoval az po 24. hodinu, kedy pokles
hladiny VOT oproti kontrolnému oku bol
este stale signifikantny (p < 0.01) na hla-
dine 5,0 mm Hg (t. j. 24.3 %).

Treba zdéraznit, Ze priemerny po-
kles fyziologickej hodnoty VOT na oku
v pokuse pocas celych 24 hodin predstavoval 4,1 mm Hg (21,5 %).

DISKUSIA

Z literarnych poznatkov, najméi z poslednych piatich rokov (1, 2, 3, 4, 5, 10, 11,
13) vyplyva, Ze pri terapii glaukémového ochorenia je v klinickej praxi oftalmolégie
¢asto aplikovana aj dvojkombinacia antiglaukomatik. Ide o snahu sucasne znizit
tvorbu a zvysit odtok komorového moku a tym zabezpecit viésie a ¢asovo dlhSie zni-
Zenie VOT.

Nase doterajSie experimentalne vysledky (18—-24) pritom preukézali, Ze
antiglaukomatikum interaguje prislusnou volnou aminokyselinou. Takto vznikne
novy biologicky aktivny metabolit, ktory sme oznacili ako ,bioantiglaukomatikum®.

——
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Obr. 2. Utinok 10% L-lyzinu.2HC1.2H,0 + 10% L-argininu.HCI v 0,5% Timoptole na fyziolo-
gickt hodnotu VOT kralikov Novozélandsky biely.

*p < 0,05; ¥ p < 0,02; ** p < 0,01; **** p < 0,002; NS — nesignifikantné; priemerné hodnoty
+S.E.M.

Tato interakcia je predpokladom ziskania najvicsieho a ¢asovo najdlhseho ucinku
na VOT. Nase vysledky potvrdzuju udaje autorov Varma (17) a Tichého (14), ktori
uvadzaju, Ze liek, ak nie je metabolizovany (teda podla nagich ivah nie je zbioakti-
vizovany), tak je z organizmu odstraneny v nezmenenej forme. Dé6leZitym faktorom
z chronobiologického hladiska je i ¢as (hodina) podania antiglaukomatika — ,bio-
antiglaukomatika”. Treba poznamenat, Ze v naSich experimentoch bola vzdy in-
stilovana vopred (in vitro) zmieSana zmes antiglaukomatika s aminokyselinou,
teda sme aplikovali uz hotové ,bioantiglaukomatikum”. Podla nasich experimen-
talnych vysledkov dc¢inok takéhoto ,bioantiglaukomatika” bol v porovnani s apliko-
vanim samotného antiglaukomatika na fyziologickii hodnotu VOT v&¢si a éasovo
dlhsi.

Dolezita je aj skutoénost, Ze interakcia instilovanej zmesi daného antiglauko-
matika s prislu§nou aminokyselinou (t. j. uz hotového ,bioantiglaukomatika®“) v tka-
nivovych Struktdrach oka je vysoko Specificka. Dokazuju to nase vysledky poukazuj-
dce na réznu hodnotu a ¢asova dlzku znizenia VOT.

Nase terajSie vysledky dokumentuji, Ze déinok tohto ,Specifického bioanti-
glaukomatika”, vzniknutého interakciou aminokyseliny L-lyzinu. a L-argininu
v Timoptole, je v&c¢si a ¢asovo dlhsi v porovnani s bioantiglaukomatikom vzniknutym
interakciou Timoptolu len s argininom — priemerny pokles VOT o 2,3 mm Hg, t;.
0 16,4 %, alebo Timoptolu len s L-lyzinom — priemerny pokles VOT o 1,6 mm Hg,
tj. 0 7,9 %. Je tiez vyssi ako len pri aplikacii zmesi oboch aminokyselin (priemerny
pokles VOT o 2,2 torra, t. j. 10 %), resp. aminokyseliny L-argininu (priemerny pokles
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02,9 mm g, t.j. 16 %). Pritom samotné aminokyselina L-lyzin vébec neovplyvnila fy-
ziologickt hodnotu VOT (20, 22, 23, 24, 25).

Uvedené vysledky dokazuju, zZe antiglaukomatikum interaguje naraz aj s dvo-
mi aminokyselinami. Z toho usudzujeme, Ze takto vznika nové ,Specifické bioantig-
laukomatikum”, ktoré ma vys$si efekt na zniZenie fyziologického VOT. Sme toho na-
zoru, ze tento vyssi hypotenzny téinok oproti bioantiglaukomatika vzniknutého v in-
terakcii Timoptolu len so samotnou aminokyselinou L-argininom, alebo len so sa-
motnym L-lyzinom, je tiez neselektivny. Efekt zrejme spociva v silnejSom a éasovo
dlhSom blokovani ¢innosti vé¢sieho mnozstva f-adrenergnych receptorov vo vras-
kovei v ramci sympatického nervového systému. Tymto dopliiame tidaje Neufelda (8),
ktory hovori, Ze samotny Timoptol vo vraskovci len ¢iastoéne inhibuje f-adrenergné
receptory. TerajSie nase vysledky su v stulade a zaroven aj doplfhaju vysledky Tropeho
a Clarka (15), ktori uvadzajd, Ze mnozstvo tvorby komorového moku je ovplyvnené
poc¢tom B-receptorov lokalizovanych vo vybezkoch ciliarneho tela, ktoré st zodpoved-
né za tvorbu komorového moku. K tejto téme Tsuchisaka a Kin (16) uvadzaju, Ze
B-receptory v tychto vybezkoch hraju délezitd dlohu i v redukcii VOT. Receptory toh-
to vegetativneho nervového systému podla Nathansona (7) maju signifikantna tlo-
hu v regulacii VOT ako aj vo vazokonstrikénom poésobeni na cievy vraskovca.
Predpokladame, Ze inhibiciou vécésieho poétu P-adrenergnych receptorov sa cievy
vraskovca dostavaju do normalnej morfologicko-fyziologickej ¢innosti a zniZzi sa
i rychlost toku krvi. Domnievame sa, Ze nové ,S$pecifické bioantiglaukomatikum® zni-
zi regulaciu i cAMP v ciliarnych vybezkoch, ale nie samotny Timolol ako hovori
Feldman (1). Nagimi zisteniami dopltiame udaje McLaughlina a kol. (6) v tom zmys-
le, ze prave toto ,S$pecifické bioantiglaukomatikum” znizenou regulaciou cAMP redu-
kuje sekréciu epitelu ciliarnych vybezkov, teda tvorbu komorového moku, a to inhi-
bovanim antiportu Cl-/HCO3". Takto dochadza k blokovaniu absorpcie CI" bunkami
pigmentového epitelu na rozhrani so strémou ciliarneho tela. Podla autorov nastava
redukcia intraepitelidlneho obsahu Cl°. Tieto vysledky potvrdzuju aj tudaje
Shahidullaha a kol. (12), ktori hovoria, Ze transepitelialny tok najméi chloridovych
i6nov cez ciliarny epitel hra rozhodujicu ulohu v tvorbe komorového moku. KedZze
cely tento regulaény proces posobenia antiglaukomatika sa odohrava na rozhrani
pigmentového epitelu a stromy ciliarneho tela, tak mézZeme potom tuto tkanivovu
substruktaru z funkéno-morfologického hladiska oznacit za dominantna vo vztahu
k uéinku ,$pecifického bioantiglaukomatika“.

Na zaklade nasich vysledkov predloZenych v tejto praci vyslovujeme avahu, Ze
tymto ,Specifickym bioantiglaukomatikom®, aplikovanym z hladiska chronobiologic-
kého vo vhodnom ¢ase (teda o 8. hodine), sa dosiahne vécsie znizenie produkcie ko-
morového moku aj prisunu volnych aminokyselin do neho. Tym nastane rychlejsie
a najmi dlhsie udrzanie upraveného pH komorového moku na fyziologickych hodno-
tach. Predpokladame, ze v tomto mechanizme spociva i ¢asovo dlhsie znizenie VOT,
ako aj uprava funkcie tramcoviny trabekula, v bunkach ktorej podla Wilkie a kol.
(26) su tiez pritomné B-adrenergné receptory.

Treba este upozornit aj na bifazicky charakter zniZenia fyziologického
VOT. Tato skuto¢nost zdévodnujeme tym, Ze prestupom do dalSich tkanivovych
Struktur a tekutin oka ,Specifické bioantiglaukomatikum®“ postupne interaguje
(okrem uvedenych dvoch) s dal$imi volnymi aminokyselinami. Takto sa jeho tuéin-
nost nielen zvySuje, ale aj ¢asovo dlhsie trva — v nasich pozorovaniach viac ako 24 ho-
din. Tento nas predpoklad a zaznamenané dvojfazové znizenie VOT by potvrdzo-
val aj nase zistenie nezmenenych hladin VOT v kontrolnom oku od 30. mintty do
24 hodin.
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ZAVER

7 nasich experimentalnych vysledkov vyplyva, zZe :
— antiglaukomatikum — neselektivny B-blokator Timoptol — sa zaktivizuje in-

terakciou naraz s dvomi volnymi aminokyselinami L-lyzinom a L-argininom za vzni-
ku ,Specifického bioantiglaukomatika®,

— toto “Specifické bioantiglaukomatikum® aktivnejsie, ¢asovo dlhsie a silnejsie

posobi na zniZenie fyziologického VOT ako bioantiglaukomatika vzniknuté interak-
ciou Timoptolu len s jednou volnou aminokyselinou,

— v zmesi antiglaukomatika s 2 aminokyselinami je do spojovkového vaku

aplikované uz hotové bioantiglaukomatikum, ktoré lepsie prestupuje do cielovej ob-
lasti (vraskovca), kde obmedzi hyperprodukciu aminokyselin a nasledne aj tvorbu
komorového moku.

Praca bola vypracovana na zaklade podpory Grantu VEGA
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