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Súhrn

Cieº: zistiÈ vplyv aplikovanie zmesi 2 aminokyselín (L-arginínu.HCl a L-lyzí-
nu.2HCl.H2O) v antiglaukomatiku – ß-blokátore Timoptole – na fyziologickú
hodnotu VOT v experimente u králikov.
Metódy: do spojovkového vaku ºavého oka 5 dospel˘ch králikov (samiciam
plemena Novozelandsk˘ biely) bola instilovaná zmes 10% L-lyzínu.2HCL.2H2O
+ 10 % L-arginínu.HCl v 0.5 % Timoptole. VOT a ‰írka pupily sa merali pred
a 5., 15., 30., 60., 120., 180. a 240. min, resp. 24 hod po instilácii. Pravé oko bolo
kontrolné.
V˘sledky: experimentálne v˘sledky dokazujú, Ïe neselektívny ß-blokátor
Timoptol interaguje naraz aj s dvomi aminokyselinami. Bolo zistené, Ïe zmes
10% L-lyzínu. 2HCl.2H2O + 10 % L-arginínu.HCl v 0.5% Timoptole zniÏuje fyzio-
logick˘ VOT v dvoch fázach. Prvá fáza zníÏenia trvá od aplikácie aÏ po 15. mi-
nútu. V tomto období bol zisten˘ súbeÏne pokles VOT aj u kontrolného oka
(rozdiele neboli signifikantné). Druhá fáza trvá od 30. minúty do konca experi-
mentu, kedy VOT na kontrolnom oku po zv˘‰ení nad v˘chodziu hodnotu mal
nezmenen˘ lineárny priebeh. U oka ovplyvneného uvedenou zmesou bolo  moÏ-
no pozorovaÈ vysoko signifikantn˘ úãinok (p < 0,01). Maximum v rozdieloch
hodnôt VOT sme zaznamenali v 180. minúte (o 7,3 mm Hg, t. j. o 35,4 %). Od toh-
to ãasu VOT sa mierne zvy‰oval aÏ po 24. hodinu, kedy pokles hladiny VOT
oproti kontrolnému oku bol e‰te stále signifikantn˘ (p < 0.01) na hladine
5,0 mm Hg (t. j. 24.3 %).
Závery: v˘sledky dokazujú, Ïe v zmesi 10% L-lyzín. 2HCl.2H2O + 10 % L-argi-
nín.HCl v 0,5% Timoptole interakciou vzniká nová látka, „‰pecifické bioanti-
glaukomatikum”. Na rozdiel od jednotliv˘ch zloÏiek, instilovanie zmesi 2 ami-
nokyselín v antiglaukomatiku vysoko signifikantne zníÏila fyziologickú      hod-
notu VOT v experimente u králikov po dobu 24 hodín.

Kºúãové slová: vplyv zmesi 2 aminokyselín s Timoptolom na VOT králikov, ‰pe-
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.H2O) in the antiglaucomatic – β-blocker Timoptol – on the
physiologic intraocular pressure (IOP) in rabbits (experiment).
Methods:  The mixture of 10% L-lysine.2HCL.H2O + 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 240th min. and 24 hours after the instillation.
Results:  The experimental results proved that the non-selective β-blocker
Timoptol interacts at the same time with two amino acids. The mixture of 10%
L-lysine.2HCL.H2O + 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.H2O + 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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ÚVOD

Z neselektívnych blokátorov ß-adrenergn˘ch receptorov najväã‰ie uplatnenie
v oftalmologickej praxi má Timoptol (Timolol maleat). Doteraj‰ie literárne pramene
uvádzajú, Ïe jeho mechanizmus fyziologického úãinku je v zniÏovaní tvorby komoro-
vého moku. Na‰e v˘sledky (20, 21) upresÀujú, Ïe mechanizmus úãinku tohto anti-
glaukomatika sa realizuje cestou jeho „zbioaktivizovania” interakciou s voºn˘mi
aminokyselinami.

KeìÏe na‰e doteraj‰ie experimentálne zistenia jasne preukázali interakciu
antiglaukomatika Timoptolu s jednotliv˘mi aminokyselinami, poloÏili sme si za cieº
zistiÈ, ak˘ bude maÈ vplyv aplikovanie naraz viac aminokyselín s antiglaukomatikom
na fyziologickú hodnotu VOT. Chceme pritom zistiÈ kombináciu, ktorá najefektívnej-
‰ie a ãasovo najdlh‰ie udrÏí zníÏenú hladinu i fyziologického VOT. Preto sme v te-
raj‰ej práci pristúpili k zrealizovaniu experimentu, pri ktorom sme aplikovali zmes
Timoptolu s aminokyselinami L-arginínom.HCl a L-lyzínom.2HCl.H2O.

MATERIÁL A METÓDA

Experimentálne Ïivoãíchy
Experimenty boli realizované na oãiach piatich dospel˘ch samiciach králikov
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plemena Novozelansk˘ biely zo ‰tandardného reprodukãného chovu V̆ skumného
ústavu Ïivoãí‰nej v˘roby v Nitre. Pred pokusmi boli desaÈ dní adaptované v miest-
nosti s kon‰tantnou teplotou 20 °C a normálnym sveteln˘m reÏimom. Dostávali
‰tandardnú k⁄mnu zmes a vodu ad libitum.

PouÏit˘ instilovan˘ roztok
Nami pripravovaná zmes oboch aminokyselín: 10 % L-arginín.HCl a 10 %

L-lyzín.2HCL.2H2O v 0,5 % Timoptole.
Jednotlivé komponenty boli v˘robkami: a) 0,5 % Timoptol (timololi maleas) –

Léãiva, âR; b) L-arginín.HCl – Merck a spol., s. r. o.; c) L-lyzín.2HCl.2H2O – Biotika,
Slovenská Lupãa (vyrobené pre humánne úãely).

Na lokálnu anestéziu pred meraním VOT bol instilovan˘ 2% Mesocain, pri-
praven˘ v Ústavnej lekárni FN v Bratislave.

Aplikácia roztoku
Roztok sme instilovali do ºavého spojovkového vaku vÏdy o 8. hodine po dvoch

kvapkách. Zv˘‰en˘m aplikovan˘m mnoÏstvom sme sa snaÏili zabezpeãiÈ obsadenie
v‰etk˘ch receptorov tkanivov˘ch ‰truktúr v oku, ktoré sú dôleÏité pri tvorbe a odto-
ku komorového moku. Pravé oko králika, ktoré nebolo ovplyvnené Ïiadnym roztokom
slúÏilo ako kontrolné.

Meranie vnútrooãného tlaku (VOT) a veºkosÈ pupily
Hladinu VOT a priemer pupily sme zisÈovali pred instiláciou a 5, 15, 30, 60,

120, 180 a 240 minút po instilácii roztoku. V prípade, Ïe v ‰tvrtej hodine rozdiel hla-
dín medzi kontroln˘m okom a okom ovplyvnen˘m aplikovanou zmesou bol signifi-
kantn˘, meranie VOT sme realizovali aj v 24. hodine.

VOT tlak sme merali kontaktn˘m tonometrom SchiŒtza, a hodnoty sme kon-
trolovali aplanaãn˘m tonometrom Maklakova, resp. aplanaãn˘m „TONO-PEN XL”
fy Medtronic SOLAN, USA. Hodnoty namerané uveden˘mi tonometrami sa navzá-
jom neodli‰ovali.

VeºkosÈ pupily v mm sme stanovovali pupilometrom, resp. keratometrom
(s vnútorn˘m osvetlením).

·tatistické zhodnotenie
Zistené hodnoty sme vyhodnotili Studentov˘m t-testom.

V¯SLEDKY

Pri prístupe k hodnoteniu na‰ich experimentov sme najprv preukázali, Ïe an-
tiglaukomatikum – neselektívny ß-blokátor Timoptol – interaguje naraz aj s dvomi
pouÏit˘mi aminokyselinami (L-lyzínom a L-arginínom). Dôkazom toho bolo odli‰né
zafarbenie samotn˘ch aminokyselín, resp. ich zmesi (obr. 1). Aminokyseliny so ‰pe-
cifick˘m selekãn˘m ninhydrínov˘m ãinidlom pre dôkaz aminokyseliny sa farbili
ruÏovoãervene, a zmes t˘chto dvoch aminokyselín s Timoptolom sa farbila modrofia-
lovo. Samotn˘ Timoptol nedával pozitívnu reakciu s ninhydrínov˘m ãinidlom. Toto
odli‰né zafarbenie zmesi, majúce charakter zafarbenia pre peptidy, jasne svedãí pre
vznik novej látky – nového fyziologicky aktívneho „‰pecifického bioantiglaukoma-
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tika”, odli‰ného od bioantiglaukomatika interakãne vzniknutého len s jednou ami-
nokyselinou. Tento dôkaz je dôleÏit˘m dokumentom, Ïe medzi t˘mito komponentami
nie je ani synergicky ale ani aditívny efekt. Túto skutoãnosÈ dokazujú odli‰né a niÏ-
‰ie úãinky na VOT tak jednotliv˘ch komponent ako aj zmesi Timoptolu s jednou
z aminokyselín.

Hladiny VOT po aplikácii 10% L-lyzí-
nu.2HCl.2H2O a 10% L-arginínu.HCl
v 0,5% Timoptole

Obrázok 2 dokumentuje, Ïe apliko-
vaná zmes v˘razne, a to bifázicky zniÏuje
fyziologické hladiny VOT poãas 24 hodín.
Pokles VOT na oku v pokuse i kontrolnom
mal do 15. minúty lineárne klesajúci cha-
rakter (oproti 0. minúte klesala po 15. mi-
nútu o 2,4 torra). Rozdiel oproti kontrole
nebol signifikantn˘ (len 0,9 mm Hg). V 30.
minúte sa VOT na kontrolnom oku náhle
zv˘‰il o 5,3 mm Hg (z 15,4 na 20,7 mm
Hg). Po tomto ãase sa fyziologická hodno-
ta VOT kontrolného oka aÏ do 24 hodín
takmer nemenila, vykazovala lineárny
priebeh. V pokusnom oku bol v ãase 30 mi-
nút VOT na úrovni 15 torrov (rozdiel sig-
nifikantn˘ p < 0,01). Vysoko preukazn˘
(p < 0,01) rozdiel hladín VOT sme zazna-
menali v 180. minúte (o 7,3 mm Hg, t. j.
o 35,4 %). Od tohto ãasu sa VOT mierne
zvy‰oval aÏ po 24. hodinu, kedy pokles
hladiny VOT oproti kontrolnému oku bol
e‰te stále signifikantn˘ (p < 0.01) na hla-
dine 5,0 mm Hg (t. j. 24.3 %). 

Treba zdôrazniÈ, Ïe priemern˘ po-
kles fyziologickej hodnoty VOT na oku

v pokuse poãas cel˘ch 24 hodín predstavoval 4,1 mm Hg (21,5 %). 

DISKUSIA

Z literárnych poznatkov, najmä z posledn˘ch piatich rokov (1, 2, 3, 4, 5, 10, 11,
13) vypl˘va, Ïe pri terapii glaukómového ochorenia je v klinickej praxi oftalmológie
ãasto aplikovaná aj dvojkombinácia antiglaukomatík. Ide o snahu súãasne zníÏiÈ
tvorbu a zv˘‰iÈ odtok komorového moku a t˘m zabezpeãiÈ väã‰ie a ãasovo dlh‰ie zní-
Ïenie VOT. 

Na‰e doteraj‰ie experimentálne v˘sledky (18–24) pritom preukázali, Ïe
antiglaukomatikum interaguje  príslu‰nou voºnou aminokyselinou. Takto vznikne
nov˘ biologicky aktívny metabolit, ktor˘ sme oznaãili ako „bioantiglaukomatikum“.
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Obr. 1. Znázornenie reakcií s ninhydríno-
v˘m ãinidlom.
Okrúhle plô‰ky na oboch stranách ‰títkov
dokumentujú reakciu ninhydrínového ãi-
nidla (vÏdy 2krát): s 10% L-lyzí-
nom.2HCl.2H2O; s 10% L-arginínom.HCl;
s kombináciou 10% L-lyzí-
nu.2HCl.2H2O a 10% L-arginínu.HCl v 2%
Timolole a samotného 2% Timololu. 
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Táto interakcia je predpokladom získania najväã‰ieho a ãasovo najdlh‰eho úãinku
na VOT. Na‰e v˘sledky potvrdzujú údaje autorov Varma (17) a Tichého (14), ktorí
uvádzajú, Ïe liek, ak nie je metabolizovan˘ (teda podºa na‰ich úvah nie je zbioakti-
vizovan˘), tak je z organizmu odstránen˘ v nezmenenej forme. DôleÏit˘m faktorom
z chronobiologického hºadiska je i ãas (hodina) podania antiglaukomatika – „bio-
antiglaukomatika”. Treba poznamenaÈ, Ïe v na‰ich experimentoch bola vÏdy in-
stilovaná vopred (in vitro) zmie‰aná zmes antiglaukomatika s aminokyselinou,
teda sme aplikovali uÏ hotové „bioantiglaukomatikum”. Podºa na‰ich experimen-
tálnych v˘sledkov úãinok takéhoto „bioantiglaukomatika” bol v porovnaní s apliko-
vaním samotného antiglaukomatika na fyziologickú hodnotu VOT väã‰í a ãasovo
dlh‰í. 

DôleÏitá je aj skutoãnosÈ, Ïe interakcia instilovanej zmesi daného antiglauko-
matika s príslu‰nou aminokyselinou (t. j. uÏ hotového „bioantiglaukomatika“) v tka-
nivov˘ch ‰truktúrach oka je vysoko ‰pecifická. Dokazujú to na‰e v˘sledky poukazuj-
úce na rôznu hodnotu a ãasovú dæÏku zníÏenia VOT.

Na‰e teraj‰ie v˘sledky dokumentujú, Ïe úãinok tohto „‰pecifického bioanti-
glaukomatika”, vzniknutého interakciou aminokyseliny L-lyzinu. a L-arginínu
v Timoptole, je väã‰í a ãasovo dlh‰í v porovnaní s bioantiglaukomatikom vzniknut˘m
interakciou Timoptolu len s arginínom – priemern˘ pokles VOT o 2,3 mm Hg, tj.
o 16,4 %, alebo Timoptolu len s L-lyzínom – priemern˘ pokles VOT o 1,6 mm Hg,
t.j. o 7,9 %. Je tieÏ vy‰‰í ako len pri aplikácii zmesi oboch aminokyselín (priemern˘
pokles VOT o 2,2 torra, t. j. 10 %), resp. aminokyseliny L-arginínu (priemern˘ pokles
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Obr. 2. Úãinok 10% L-lyzínu.2HCl.2H2O + 10% L-arginínu.HCl v 0,5% Timoptole na fyziolo-
gickú hodnotu VOT králikov Novozélandsk˘ biely.
* p < 0,05; ** p < 0,02; *** p < 0,01; **** p < 0,002; NS – nesignifikantné; priemerné hodnoty
± S.E.M.
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o 2,9 mm g, t. j. 16 %). Pritom samotná aminokyselina L-lyzín vôbec neovplyvnila fy-
ziologickú hodnotu VOT (20, 22, 23, 24, 25).

Uvedené v˘sledky dokazujú, Ïe antiglaukomatikum interaguje naraz aj s dvo-
mi aminokyselinami. Z toho usudzujeme, Ïe takto vzniká nové „‰pecifické bioantig-
laukomatikum”, ktoré má vy‰‰í efekt na zníÏenie fyziologického VOT. Sme toho ná-
zoru, Ïe tento vy‰‰í hypotenzn˘ úãinok oproti bioantiglaukomatika vzniknutého v in-
terakcii Timoptolu len so samotnou aminokyselinou L-arginínom, alebo len so sa-
motn˘m L-lyzínom, je tieÏ neselektívny. Efekt zrejme spoãíva v silnej‰om a ãasovo
dlh‰om blokovaní ãinnosti väã‰ieho mnoÏstva β-adrenergn˘ch receptorov vo vrás-
kovci v rámci sympatického nervového systému. T˘mto dopæÀame údaje Neufelda (8),
ktor˘ hovorí, Ïe samotn˘ Timoptol vo vráskovci len ãiastoãne inhibuje β-adrenergné
receptory. Teraj‰ie na‰e v˘sledky sú v súlade a zároveÀ aj dopæÀajú v˘sledky Tropeho
a Clarka (15), ktorí uvádzajú, Ïe mnoÏstvo tvorby komorového moku je ovplyvnené
poãtom β-receptorov lokalizovan˘ch vo v˘beÏkoch ciliárneho tela, ktoré sú zodpoved-
né za tvorbu komorového moku. K tejto téme Tsuchisaka a Kin (16) uvádzajú, Ïe
β-receptory v t˘chto v˘beÏkoch hrajú dôleÏitú úlohu i v redukcii VOT. Receptory toh-
to vegetatívneho nervového systému podºa Nathansona (7) majú signifikantnú úlo-
hu v regulácii VOT ako aj vo vazokonstrikãnom pôsobení na cievy vráskovca.
Predpokladáme, Ïe inhibíciou väã‰ieho poãtu β-adrenergn˘ch receptorov sa cievy
vráskovca dostávajú do normálnej morfologicko-fyziologickej ãinnosti a zníÏi sa
i r˘chlosÈ toku krvi. Domnievame sa, Ïe nové „‰pecifické bioantiglaukomatikum“ zní-
Ïi reguláciu i cAMP v ciliárnych v˘beÏkoch, ale nie samotn˘ Timolol ako hovorí
Feldman (1). Na‰imi zisteniami dopæÀame údaje McLaughlina a kol. (6) v tom zmys-
le, Ïe práve toto „‰pecifické bioantiglaukomatikum” zníÏenou reguláciou cAMP redu-
kuje sekréciu epitelu ciliárnych v˘beÏkov, teda tvorbu komorového moku, a to inhi-
bovaním antiportu Cl-/HCO3-. Takto dochádza k blokovaniu absorpcie Cl- bunkami
pigmentového epitelu na rozhraní so strómou ciliárneho tela. Podºa autorov nastáva
redukcia intraepiteliálneho obsahu Cl-. Tieto v˘sledky potvrdzujú aj údaje
Shahidullaha a kol. (12), ktorí hovoria, Ïe transepiteliálny tok najmä chloridov˘ch
iónov cez ciliárny epitel hrá rozhodujúcu úlohu v tvorbe komorového moku. KeìÏe
cel˘ tento regulaãn˘ proces pôsobenia antiglaukomatika sa odohráva na rozhraní
pigmentového epitelu a strómy ciliárneho tela, tak môÏeme potom túto tkanivovú
sub‰truktúru z funkãno-morfologického hºadiska oznaãiÈ za dominantnú vo vzÈahu
k úãinku „‰pecifického bioantiglaukomatika“.

Na základe na‰ich v˘sledkov predloÏen˘ch v tejto práci vyslovujeme úvahu, Ïe
t˘mto „‰pecifick˘m bioantiglaukomatikom“, aplikovan˘m z hºadiska chronobiologic-
kého vo vhodnom ãase (teda o 8. hodine), sa dosiahne väã‰ie zníÏenie produkcie ko-
morového moku aj prísunu voºn˘ch aminokyselín do neho. T˘m nastane r˘chlej‰ie
a najmä dlh‰ie udrÏanie upraveného pH komorového moku na fyziologick˘ch hodno-
tách. Predpokladáme, Ïe v tomto mechanizme spoãíva i ãasovo dlh‰ie zníÏenie VOT,
ako aj úprava funkcie trámcoviny trabekula, v bunkách ktorej podºa Wilkie a kol.
(26) sú tieÏ prítomné β-adrenergné receptory.

Treba e‰te upozorniÈ aj na bifázick˘ charakter zníÏenia fyziologického
VOT. Túto skutoãnosÈ zdôvodÀujeme t˘m, Ïe prestupom do ìal‰ích tkanivov˘ch
‰truktúr a tekutín oka „‰pecifické bioantiglaukomatikum“ postupne interaguje
(okrem uveden˘ch dvoch) s ìal‰ími voºn˘mi aminokyselinami. Takto sa jeho úãin-
nosÈ nielen zvy‰uje, ale aj ãasovo dlh‰ie trvá – v na‰ich pozorovaniach viac ako 24 ho-
dín. Tento ná‰ predpoklad a zaznamenané dvojfázové zníÏenie VOT by potvrdzo-
val aj na‰e zistenie nezmenen˘ch hladín VOT v kontrolnom oku od 30. minúty do
24 hodín.
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ZÁVER

Z na‰ich experimentálnych  v˘sledkov vypl˘va, Ïe :
– antiglaukomatikum – neselektívny ß-blokátor Timoptol – sa zaktivizuje in-

terakciou naraz s dvomi voºn˘mi aminokyselinami L-lyzínom a L-arginínom za vzni-
ku „‰pecifického bioantiglaukomatika“,

– toto “‰pecifické bioantiglaukomatikum“ aktívnej‰ie, ãasovo dlh‰ie a silnej‰ie
pôsobí na zníÏenie fyziologického VOT ako bioantiglaukomatiká vzniknuté interak-
ciou Timoptolu len s jednou voºnou aminokyselinou,

– v zmesi antiglaukomatika s 2 aminokyselinami je do spojovkového vaku
aplikované uÏ hotové bioantiglaukomatikum, ktoré lep‰ie prestupuje do cieºovej ob-
lasti (vráskovca), kde obmedzí hyperprodukciu aminokyselín a následne aj tvorbu
komorového moku.

Práca bola vypracovaná na základe podpory Grantu VEGA
ã. 1/0522/03.
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