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Stuhrn

Ciel: praca je zamerana na zistenie sily a éasovej dlzky i¢inku zmesi aminoky-
seliny 10% L-glycinu.HCl v 0.5% Timoptole na fyziologické hodnoty VOT.
Metody: pokusy boli realizované na 5 kralikoch plemena Novozélandsky biely.
Uvedena zmes, ako aj jednotlivé jej komponenty boli samostatne instilované do
spojovkového vaku Iavého oka. Pravé oko bolo kontrolné.

Vysledky: zmes 10% L-glycinu.HCl s 0,5% Timoptolom poc¢as 24 hodin sledova-
nia signifikantne zniZzuje VOT oproti kontrolnému oku. Maximalne zniZenie
0 33 % (8,5 torra) bolo v 60. minute, oproti zniZeniu o 30,5 % (7,6 torra) v 120. mi-
nute a o 28 % (o 7,3 torra) v 30. minute. Samotny L-glycin.HCI a samotny 0,5%
Timoptol tak oproti ié¢inku zmesi oboch latok, ako aj oproti kontrolnym ociam,
nesignifikantne znizuje fyziologicky VOT kralikov. Sirka pupily na oboch
oc¢iach bola v priemere 7,8 mm.

Zavery: predpokladame, Ze pokles fyziologickej hladiny VOT spdésobuje novy
metabolit - bioantiglaukomatikum, ktory vznikol in vitro interakciou glycinu
s Timoptolom. Sila uc¢inku zmesi na zniZenie fyziologického VOT je 8-krat vic-
sia ako Timoptolu a 4,3-krat vacésia ako glycinu. Aplikacia uz takto hotového
bioantiglaukomatika v klinickej praxi moézZe prispiet k efektivnejsiemu, bez-
pecnostnému a najmia spolahlivejsiemu terapeutickému uéinku na zniZenie
VOT pri glaukémovom ochoreni.

Klacéové slova: experimentalne ovplyvnenie VOT, aplikacia aminokyseliny 10%
L-glycinu.HCl v 0,5% Timoptole

Summary
The Effect of Glycine with Timoptol on the Rabbit IOP Physiological Values

Purpose: the mixture of 10% L-glycine.HCl in 0.5% Timoptol, intensity and
duration of effect on the physiological IOP is evaluated in this work.

Methods: Experiments were performed on 5 rabbits of the New Zealand White
species. The mixture and its components were individually instilled into the
left conjunctival sac. The right eye was used as control.

Results: after instillation of the 10% L-glycine.HCI and 0.5% Timoptol mixture
the IOP showed significant decrease compared with the control eye during 24
hour evaluation. Maximal decrease for 33% (8.5 torr) was measured in 60th min.,
compared with the decrease for 30.5% (7.6 torr) in 120th and for 28% in 30th min.
On the contrary, both substances alone - the 10% L-glycine.HCl and 0.5%
Timoptol decrease the physiological IOP values only no significantly compared
with their mixture and the control eyes. The mean value of the pupilar
diameter was 7.8 mm on both eyes.

Conclusions: We assume that the decrease of the physiological IOP value is
caused by a new metabolite — the “bioantiglaucomatic“ created by interaction
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of glycine and Timoptol in vitro. The effect of this mixture on the decrease of
the physiological IOP values is 8-times stronger compared with Timoptol and
4.3-times stronger compared with glycine. Application of such already
prepared bioantiglaucomatic in the clinical practice can contribute to the
more effective, safe and reliable therapeutic effect on the IOP in glaucomatic
disease.

Key words: the IOP influence in experiment, application of the amino acid 10%
L-glycine.HCl in 0.5% Timoptol

Ces. a slov. Oftal., 62, 2006, No. 4, p. 247-254

UvOoD

Metbdou prvej volby kazdého lietebného postupu pri glaukémovom ochoreni
je aplikacia antiglaukomatik v oénych kolyriach. Zakladné parametre a poziadavky
na ne kladené si medzinarodne stanovené vo farmakopeach. Uplatiiuju sa pritom
poznatky, Ze antiglakomatika znizuja hladinu VOT niekolkymi cestami: a) inhi-
buju tvorbu komorového moku (B3-blokatori a inhibitori karboanhydrazy); b) zvy-
suju odtok trabekularnou tramcovinou a Schlemmovym kanalom (parasympati-
komimetika — cholinergni agonisti) alebo uveoskleralnou cestou (prostaglandiny);
c) ovplyviuja tak tvorbu ako aj odtok komorového moku (sympatikomimetika —
adrenergni agnonisti).

Pri §tadiu tejto problematiky sme experimentalne zistili (13, 14, 10), Ze me-
chanizmus uéinku antiglaukomatik pri zniZovani fyziologickych hladin VOT spo¢iva
v Specifickej interakcii antiglaukomatika s volnou aminokyselinou. Pritom vznika
$pecificka, biologicky uéinné latka — bioantiglaukomatikum. Z hladiska $pecifi¢nos-
ti interakcie s jednotlivymi aminokyselinami pokladali sme za nutné zistit kombina-
ciu aminokyseliny a antiglaukomatikom, ktora by najlepsie spliala funkciu bioan-
tiglaukomatika z hladiska sily a ¢asového trvania Gc¢inku. Jednym z aminokyselin,
o posobeni ktorej na vnutrooény tlak (VOT) po per oralnom podavani su literarne
udaje v zmysle redukcie (4), je glycin.

V tejto praci podavame experimentalne vysledky nasich pozorovani po lokal-
nej instilacii z interakcie monoaminomonokarbonovej aminokyseliny L-glycinu.HC1
s antiglaukomatikom — B-blokatorom Timoptolom.

MATERIAL A METODA

Experimentalne zivoéichy

Sledovanie sme realizovali na piatich dospelych samiciach kralikov plemena
Novozélandsky biely. Boli ziskané zo Standardného chovu Vyskumného ustavu Zivo-
¢isnej vyroby v Nitre. Ich priemerna hmotnost bola 2500 g. Kraliky sa desat dni
adaptovali a potom pocas celého pokusu chovali pri teplote 20 °C a normalnom sve-

248

——



zlom Oftal 12.6.2006 9:10 Strénka 249 - $

telnom rezime. Podla poziadaviek stanovenych pre chov kralikov bola im podavana
standardna kimna zmes a to 15 dkg/ks/den; voda ad libitum.

Pouzité roztoky

— hromadne vyrabané antiglaukomatikum 0,5% Timoptol (Timololi maleas
s pH 6,8), vyrobok firmy Léé¢iva, CR;

— aminokyselina L-glycin.HCl, ziskana z firmy Merck, spol. s r.o. Z nej sme
pripravili v aqua pro injectione 10% roztok (pH 6,67);

— nami pripraveny roztok 10% L-glycinu.HCI v 0.5% Timoptole (pH 6,52).

Aplikacia roztokov

Roztoky boli instilované po dvoch kvapkach do Tavého spojovkového vaku oka
kralika vzdy rano o 89°h. Pravé oko toto istého jedinca nebolo ovplyvnené Ziadnym
roztokom a sluzilo ako kontrola. Medzi aplikovanim jednotlivych roztokov bol éasovy
odstup aspon jeden tyzden.

Cas merania VOT a velkost pupily

Hladiny VOT a priemeru pupily boli merané v 5., 10., 30., 60., 120., 240. mi-
nute a 24. hodine Tieto ¢asové useky sme zvolili preto, aby sme mohli posudit a za-
znamenat ¢as a silu nastupu ako aj ¢asova dlzku uéinku aplikovanych roztokov.

Sposob anestézie
Pred meranim VOT v kazdom ¢asovom intervale boli obe o¢i anestezované to-
pickym podani jednej kvapky 0,5% mesocainu do spojovkového vaku oka.

Meranie VOT a zistenie priemeru pupily
Po aplikacii roztokov sme hodnotili VOT a priemer pupily, a to:

— VOT tonometrom Schidtza pouzivanim 5,5 g zavazia, kontrolovany aplanaé¢nym
tonometrom Maklakova a aplanaé¢nym tonometrom ,,TONO-PEN XL“ firmy Med-
tronic SOLAN, USA;

— priemer pupily (vertikalne i horizontalne) v mm pravitkom a keratometrom
(s vnatornym osvetlenim).

Hladina VOT a priemer pupily boli vZdy merané jednou a tou istou osobou.

Statistické zhodnotenie
Zistené hodnoty sme vyhodnotili Studentovym t-testom.

VYSLEDKY

VOT po topickej aplikacii antiglaukomatika 0.5% Timoptolu (obr. 1)

Zistené hodnoty dokumentujui, ze 0,5% Timoptol pocas Styroch hodin sledo-
vania nesignifikantne znizuje VOT. V 30. minute hodnoty tak kontrolnych, ako aj o¢i
po ovplyvneni blokatorom B-adrenergnych receptorov sd totozné. Od 60. mintuty
po 180. minutu pokles VOT ma takmer linearny charakter; Odlisné hodnoty vykazo-
valo kontrolné oko v 120 mintte, kedy hladiny jeho VOT oproti oku ovplyvnenému
sa zvysili 0 2,9 torra (t.j. 0 13,4 %).

Priemer pupily u oboch o¢i bol rovnaky (v priemere 7,6 mm).
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VOT po topickej aplikacii aminokyseliny 10% L-glycinu.HCI (obr. 2)
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Obr. 1. Uginok 0,5% Timoptolu na fyziologicku hodnotu
VOT kralikov kmena Novozélandsky biely. n = 5; £ =
stredna  chyba priemeru.

Q — kontrolné oko; M — oko ovplyvnené 0,5% Timoptolom.
Rozdiel medzi kontrolnym a pokusnym okom nie je signi-
fikantny.

[0} 5' 15' 30' 60' 120" 180" 240" 24h
Cas

Obr. 2. Uginok 10% L-glycinu.HCI na fyziologickd hodno-
tu VOT kralikov kmena Novozélandsky biely. n = 5; + =
stredna chyba priemeru.

Q - kontrolné oko; M — oko ovplyvnené 10% L-glyci-
nom.HCI. Rozdiel medzi kontrolnym a pokusnym okom
nie je signifikantny.

Tato monoaminomono-
karbonova aminokyselina ne-
signifikantne znizovala hladi-
nu VOT v kazdom ¢asovom t-
seku po instilacii. Pokles
oproti kontrolnym oc¢iam sa
pohyboval od 0,2 torra v 15.
mintute do 2,1 torra v 120. mi-
nute (o priemerne predsta-
vovalo 1,3 torra). Podobny
priemerny pokles VOT (1,7
torra) zistujeme v 180. mi-
nute a 24. hodine. Tato ami-
nokyselina znizila hladinu
VOT aj kontrolnych oci, a to
v 15., 30. a 60. mintute oproti
nultej minute v priemere
o 1,8 torra. Hladiny VOT kon-
trolného oka od 120. minuty
boli zhodné s hodnotou v nul-
tej mintte.

Priemer pupily u o-
boch o¢i bol rovnaky (v prie-
mere 7,6 mm).

VOT po topickej aplikacii
10% L-glycinu.HCl v 0,5%
Timoptole (obr. 3)

Vysledky dokumento-
vané na obr. 3 svedéia, Ze
zmes 10% L-glycinu.HCl
v 0,5% Timoptole, okrem 5.
minuty, vo vSetkych ¢asovych
uasekoch vysoko signifikantne
znizuje VOT. Uz v 15 mintte
zaznamenavame 6,2-torrovy
pokles VOT; najvicsie znize-
nie sa prejavilo v 60. minute,
a to 8,5 torra (33 %). Od 60.
minuaty po 180. minttu znize-
na hladina VOT ma4 linearny
charakter, zostava na hranici
17,3 torra. Tato zmes este

v 24. hodine signifikantne znizuje VOT o 3,3 torra (12,8 %). Priemerny pokles VOT
za 24 hodin predstavuje hodnotu 5,6 torra. Musime vSak konstatovat, Ze tato zmes
znizila hladinu VOT aj u kontrolného oka, a to v 180. mintute o 3,7 torra a v 24. ho-

dine o 3,0 torra oproti 0. mintte.
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Obr. 3. U¢inok 10% L-glycinu.HCl v 0,5% Timoptole na fy- tenzie)‘ Aby sa maximélne
ZiOlOgiCkfl hodnotu VOT kralikov kmena NOVOZélandSky oddialil rozvoj ”chronickej

E.iel{; nt= 51; + =kstr:dné kchybalpriemefru. 10% Lol neuropatie zrakového nervu®,
1 - kontrolné oko; M — oko ovplyvnené zmesou 10% L-gly-  peystale sa hladaji cesty
com 10l v 0% Tmaplole Rodiel medsi kontoti™ 3 mosmasi ovplyvnenia VOT
Y Je sis v ako aj dalgich rizikovych fak-
torov (6). V poslednych ro-
koch tak pri glaukémovom ochoreni ako aj o¢nej hypertenzii na znizene VOT sa
namiesto monoterapie aplikuje fixna alebo nefixna dvoj eventualne trojkombino-
vana terapia antiglaukomatik. Tento spbsob sa realizuje pre zabezpecenie vacésieho
a casovo dlhsieho zniZenia zvySenej tvorby so sdcasnym zvySenim odtoku komo-
rového moku a tym aj znizenia VOT. Doteraz pouzivané o¢né kolyria pritom ne-
zohladnuju nové poznatky a moznosti ovplyvnif transport do cielovej oblasti ich
ucinku.

7 antiglaukomatik sa stale velka pozornost venuje (¢i uz experimentalne na
zivotichoch, ale aj v oftalmologickej praxi) neselektivnemu blokatoru B-adrenergic-
kych receptorov — Timoptolu (samotnému, resp. v kombinacii s dalsimi antiglauko-
matikami). Treba v8ak poznamenat, Ze sa malo sleduje mechanizmus u¢inku pri zni-
zeni VOT aplikovanych kombinacii antiglaukomatik. V klinickej praxi je vyber kom-
binacii antiglaukomatik skér Tubovolny, resp. empiricky.

Na zaklade uvedenych nasich experimentalnych zaznamov dovolime si pre-
svedcivejsie poukazat na mechanizmus uc¢inku B-blokatora Timoptolu, a to v inter-
akcii s dalSou aminokyselinou glycinom. Uvedené komponenty boli aplikované tak
samostatne, ako aj zmes oboch latok. Glycin sme pouZili z toho dévodu, aby sme
mohli zistif, ktora aminokyselina vytvara s Timoptolom novu latku so silnej$im a ¢a-
sovo dlh§im dc¢inkom. Totiz v predchadzajicej nasej praci (14) sme poukazali na uéi-
nok Timoptolu pri interakcii s aminokyselinou argininom.

Nase vysledky, potvrdzujice nesignifikantny tc¢inok Timoptolou u albinotic-
kych kralikov, st v zhode so zaznamami Neufelda (9), Bartlesa a spol. (1) a Boasa
a spol. (2), ako aj s adajmi Gelatta a spol. (7), ktori u klinicky normélnych psov tiez
zaznamenali nesignifikantny tc¢inok Timoptolu na znizenie VOT. Tento nesignifi-
kantny u¢inok Timoptolu vidime v pocte zaktivizovanych B-adrenergnych receptorov.
Podla Tropeho a Clarka (12) velky pocet tychto receptorov je pritomnych prave v ci-
liarnych vybezkoch. Tu podla uvedenych autorov, ako aj podla Tsuchisaka a Kine
(1989), ako jeden z dolezitych faktorov ovplyvnujacich tvorbu komorového moku
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hraju délezitd dlohu i v redukcii VOT. Predpokladame, Ze Timoptol inhibuje len
urd¢itu éast tychto receptorov a tym dochadza k malému blokovaniu zvySenej tvorby
komorového moku a nasledne aj nesignifikantnému znizeniu VOT. Nesignifikantny
ucinok Timoptolu pravdepodobne moéze spocivat i v tom, Ze tento B-blokator znizi
hladinu volnych aminokyselin v komorovom moku, a to jednak ich interakciou s Ti-
moptolom, ako aj nasledne zablokovanim ich dalSieho prisunu interakéne vytvore-
nym metabolitom.

Nase vysledky ziskané po aplikacii 10% L-glycinu.HCI do spojovkového vaku
su v zhode s ddajmi autorov Foxa a Krantza (4). Tito autori aplikovali do zZaludku
piatim zdravym kralikom Novozélandsky biely 61,25% suspenziu glycinu v destilo-
vanej vode. Poéntc 30. mintutou az do 48. hodiny zaznamenali pokles hladiny VOT,
pri¢om najvacsiu hodnotu znizenia zistili v 120. minute (10,4 torra). V nasich expe-
rimentoch realizovanych topickou aplikaciou tejto aminokyseliny do spojovkového
vaku toho istého plemena kralikov sme tiez zaznamenali v tomto ¢asovom useku naj-
vicsie znizenie VOT (2,1 torra). Zaujimavy je pokles v 24. hodine; v nasich po-
zorovaniach predstavuje hodnotu 1,7 torra, avSak uvedeni autori zistili presne
dvojnasobny pokles VOT. Kedze aminokyselina glycin je metabolicky prekurzorom
cholinergického mediatora acetylcholinu, predpokladame, Ze ucinok glycinu méa pa-
rasympatickomimeticky charakter, zniZuje objem komorového moku a aj VOT zvy-
Senim jej odtoku. Avsak z hladiska upravy a zachovania morfologickej funkcie ciev
vraskovca sa pravdepodobne zucastniuje aj na zniZeni tvorby komorového moku.
O tejto skutoénosti nas presviedéa nami zistena znizena hladina VOT v kontrolnom
oku v 15., 30. a 60. mintte.

Tak na zaklade vysledkov, ako aj idajov Foxa a Krantza (4), méZeme oznaéit
hladinu prislu$nej aminokyseliny v oénych tkanivovych struktarach a tekutinach za
dolezity faktor udrzujuci a aj regulujici hladinu komorového moku v oku a tym aj fy-
ziologicku hladinu VOT. Uvedené tak nase vysledky, ako aj Foxa a Krantza (4), st
potvrdenim nami zisteného mechanizmu tucinku antiglaukomatik spocivajuici v ich
interakcii s volnymi aminokyselinami za vzniku biologicky aktivneho metabolitu —
bioantiglaukomatika.

7 nasich vysledkov jasne vyplyva, ze zmes 10% L-glycinu.HCI v 0,5% Timop-
tole vysoko signifikantne od 15. minuty do 24. hodiny zniZzuje fyziologické hodnoty
VOT u normalnych bezfarebnych oéi kralikov. Vychadzajuc z nasich tdajov hovoria-
cich o nesignifikantnom tucinku tak Timoptolu, ako aj glycinu, nemoézeme uvazovat
u tejto zmesi o ich ¢i uz synergickom alebo aditivnom uéinku. Ué¢inok tejto zmesi vi-
dime prava vo vzniknutom bioantiglaukomatiku (in vitro), ¢o je dals§im potvrdenim
nasich experimentov s aminokyselinou argininom (14) s tym rozdielom, Ze zmes gly-
cinu s Timoptolom ma o 2,3 torra vyssi u¢inok oproti zmesi argininu s Timoptolom.
Domnievame sa, Ze toto bioantiglaukomatikum, je Specifické svojou Struktirou
a funkciou B-adrenergného antagonistu. Jeho vysoko hypotenzny uéinok spociva
pravdepodobne:

a) v blokovani adrenergného sympatického nervového systému, ktory inervuje cili-
arne vybezky ako aj trabekularnu tramcovinu a podla Nathausoneho (1980) hra
signifikantnua ulohu v regulacii VOT;

b) v blokovani stimulacii tvorby cAMP v cilidrnych vybezkoch. Tym dopliiame udaje
Feldmana (3) v tom zmysle, Ze prave tento metabolit zniZzenou hladinou cAMP
v cilidrnych vybezkoch zniZuje tvorbu komorového moku a nasledne redukuje
VOT. Totiz podla Mittaga a Tormaya (7) cAMP ma doélezita dlohu v sprostredko-
vani uéinku liekov na VOT cicavcov.

Podobne, ako aj pri zmesi Timoptolu s argininom, i tato zmes zniZuje hladinu
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VOT od 180. minuty aj v kontrolnom oku. Predpokladame, Ze cez adrenergny systém
a hypotalamus doslo k ovplyvneniu hemodynamiky aj kontrolného oka.

ZAVER

Na zaklade nasich zisteni moZeme konstatovat, Ze:

. aminokyselina L-glycin.HCI v 10% koncentracii po topickej aplikacii do spojovko-

vého vaku zdravych albinotickych kralikov znizuje fyziologicky VOT za 24 hodin
nesignifikantne a nemeni priemer pupily;

. metabolit vzniknuty interakciou 10% L-glycinu.HCI v 0,5% Timoptole in vitro zni-

zuje fyziologicku hladinu VOT u zdravych albinotickych kralikov vysoko signifi-
kantne. Nase vysledky dokazuju, zZe ucinok tejto zmesi oproti zmesi dalSej ami-
nokyseliny10% L-argininu.HCl v 0,5% Timoptole je vys$si o 2,3 torra;

aplikacia uz hotového metabolitu vzniknutého in vitro kombinaciou Timoptolu
s aminokyselinou L-glycinom.HCI] moéze prispiet k ziskaniu lepsieho efektu v kon-
zervativnej terapii glaukémového ochorenia.

Praca bola vypracovana na zaklade podpory Grantu VEGA
1/0522/03.
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RISUS OPHTHALMOLOGICUS

Proé asistentka nevidéla do opera¢niho pole

Primar Pitter pozval jednou svého pritele primare Hanu$e Libického (1900-1977)
z Usti nad Labem do Ceskych Budé&jovic, aby piedved] operaci dakryocystorhinostomie, kterou
tam dosud neprovadéli. Aby sam mohl lépe zakrok sledovat, povéril asistenci svou zastupkyni
Dolezalovou.

Libicky byl silné kratkozraky, operoval bez bryli, a proto sklanél hlavu nizko ke tvari ne-
mocného. V jednom delikatnim momentu operace vyk#ikl: ,Kolegyné, suste poradné“ a asistujici
se branila: ,Jak mohu susit, pane primaii, kdyz pires vas nos do opera¢niho pole nevidim!“ Do-
vedete si predstavit, jaky pohled ji za tuto spontanni odpovéd Pitter vénoval! V tu chvili si
Dolezalova uvédomila, k jaké rase primai Libicky patii, vzdyt musel na zacatku 2. svétové
valky odjet z republiky, kdyZ i u nas zacaly platit zdkony o Cistoté rasy a vratit se az v roce 1945.
Jeji pokorné ,promifite pane primaii“ piijal operatér s ismévem, hlavu ponékud zvedl a zakrok
uspésné dokonéil.

Dol.

Profesor Kadlicky chtél zacit operovat

Frantisek V. Michal (1910-1986) pracoval po roce 1937 jako asistent na Ceské oéni kli-
nice. Jednou, jiz sterilné oblefen, ¢ekal pripraven se zdvizenyma rukama na operaénim sale,
kdyz na négj profesor Kadlicky zvolal: ,Michale, nesttjte tu jako veleknéz, piistupte blize ke
stolu, chci zacit operovat.”

Dol.

Co si prral dnesni sternbersky oftalmolog Karhan

Na o¢nim sjezdu v Opavé v roce 1989 piednésela Dolezalova na téma ,Zeny v éeskoslo-
venské oftalmologii“. Bloku piedsedajici Jaroslav Karhan (nar. 1955) na sdéleni reagoval slovy:
,Budu se té&sit, Ze nékdy nékdo bude tak krasné mluvit i o nas muzich pracujicich v oénim 1é-
katstvi“. Pfednasejici odpovédéla: ,To by vas muselo byt vice. Zatim je pomér Zen ku muzim
pracujicich u nas v oftalmologii 3:1.“

Dol.
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