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Sthrn

Ciel: Zistit uéinok zmesi antiglaukomatika Timololu s aminokyselinou L-tauri-
nom.HC], na fyziologicku hladinu VOT kralikov.

Metoéda: Experimenty boli uskutoénené na oéiach na 5 dospelych samiciach
kralikov plemena Novozelandsky biely. Do Iavého spojovkového vaku vzdy
o 800 h. boli instilované dve kvapky zmesi: a) 10% roztoku L-taurinu.HCl
v 0,5% Timolole; b) samotny 0,5% Timolol; ¢) samotny 10% L-taurin.HCI.
Pravé oko bez aplikacie roztokov bolo kontrolné. Hodnoty VOT sa zistovali
pred instilaciou a v ¢ase 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240 minut a 24 hodin po insti-
lacii.

Vysledky: a) Zmes 10% L.taurin.HCI v 0,5% Timolole zniZzuje VOT (okrem 5. min.)
singifikantne vo vsetkych ¢asovych intervaloch (maximum v 180 min. o 6,7
torr). Do 24 hod. ostava pokles este signifikantny - o 3,3 torr; b) Samotné anti-
glaukomatikum 0,5% Timoptol v porovnani s kontrolnym okom znizuje hladinu
VOT nesignifikantne. Hodnoty od 60. min. maju takmer linearny priebeh (po-
kles oproti kontrolnému oku v priemere je 1 torr); ¢) Samotna 10% aminokyse-
lina L-taurin.HCI zniZila fyziologicku hodnotu VOT poéas sledovania len nesig-
nifikantne.

Zaver: Vysledky ukazuju, Zze antiglaukomatikum Timolol interagoval s amino-
kyselinou Taurinom a in vitro vznikol novy, biologicky aktivny metabolit - bio-
regulator. Uginok tohto metabolitu ako ,bioantiglaukomatika“ na fyziologicky
VOT je niekolkonasobne vyssi ako u¢inok samotného Timoptolu, resp. Taurinu.
Z hladiska interakcie uéinok antiglaukomatika Timololu s aminokyselinou Tau-
rinom sa javi Specificky.

Klucové slova: zmes aminokyseliny taurinu s antiglaukomatikom Timoptolom -
bioregulator IOP u kralikov

Praca bola vypracovana na zaklade podpory Grantu VEGA ¢. 1/0522/03.
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Summary

Effect of the Mixture of Timoptol and Amino Acid Taurine in the Bioregulation
of the Intraocular Pressure in Rabbits

Purpose: To examine the effectivity of the antiglaucomatic Timoptol
mixture with amino acid L-taurine.HCI on physiological values of the IOP
in rabbits.

Methods: The experimental work was performed on 5 female rabbits of the New
Zealand White species. Into the left conjunctival sac at 8oo was applicated: a)
the 10% L-taurine.HCI in 0.5% Timolol; b) the 0.5% Timolol alone; ¢/ the 10% L-
taurine.HCI alone. The IOP was measured before and in 5th, 15th, 30th, 60th,
120th, 180th and 240th min. and 24 hours after the instillation. The right eye was
used as control.

Results: a) The 10% L-taurine.HCI in 0.5% Timolol showed also significant IOP
decrease (without 5th min.) in all measured times with maximum in 180th min.
(with value of decrease 6.7 torr) and in 24th hours the decreased showed still
significantly lower level - 3.3 torr; b) The antiglaucomatic 0.5%Timolol alone
decreased the IOP values compared with the control eye without significance.
The IOP values from the 60th min. were nearly linear character (the mean
decrease compared with the control eye was only 1 torr); ¢) The 10% amino acid
L-taurine.HCl showed in all measured times only no significant decrease of the
physiological IOP.

Conclusions: The results proved that in the mixture of antiglaucomatic
Timoptol and amino acid Taurine a new biologically active substance, the
bioregulator is created by interaction. This metabolite as “bioantiglaucomatic”
showed several times higher effect on the IOP decrease compared with Timolol
or Taurine alone. The showed effect on IOP based on interaction of amino acid
mixture with antiglaucomatic is specific and efficacy together with duration
changed according the type of amino acid.

Key words: the amino acid Taurine and antiglaucomatic Timoptol mixture as
bioregulator of the rabbits IOP

Ces. a slov. Oftal., 63, 2007, No. 4, p. 223-229

UVOoD

ZnizZenie a stabilizovanie vnutroo¢ného tlaku (VOT) vo fyziologickych hodno-
tach pri glaukémovom ochoreni ostava stale aktualnou poZiadavkou oftalmolégie.
Ako je zname, v snahe upravit patologicky zvySeny VOT sa pri individualnom vybere
antiglaukomatika postupuje zviacsa empiricky.

Nase doterajSie experimentalne pozorovania (31, 32) prispievaju k objasneniu
mechanizmu ucinku antiglaukomatik pri regulécii zniZzenia VOT. Zakladny princip
spofiva v interakcii antiglaukomatika s prislu$nou volnou aminokyselinou uz v spo-
jovkovom vaku. Touto interakciou vznika nova latka — bioregulator, ktora ovplyvni
tvorbu alebo odtok komorového moku. Tym sa udrzuje hladina VOT na fyziologickych
hodnotach (homeostaza).

V tejto praci predkladame nase dalsie vysledky pri ovplyvneni fyziologického
VOT in vitro pripravenou zmesou Timoptolu s aminokyselinou taurinom po aplikacii
do spojovkového vaku kralikov.
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MATERIAL A METODA

Sposob pouzitia biologického materialu sme uviedli v praci Veselovsky a spol.
(32). Ako roztoky sme pouzili:

1. 10% L-taurin.HCI (vyrobok Merck s.r.0.) pripraveny v aqua pro injectione;

2. 0,5% Timoptol (Timololi maleas, vyrobok firmy Lé¢iva, CR);

3. zmes L-taurinu.HCI v 10% koncentracii v 0,5% Timolole (pripraventu v na-
ich laboratéornych podmienkach).

Aplikacia roztokov, meranie VOT, ako aj Statistické vyhodnotenie sa realizovali
sposobom uvedenym v praci Veselovsky a spol. (32). Jednotlivé série pokusov s uve-
denymi roztokmi sa na pokusnych kralikov realizovali vzdy v tyzdiiovom odstupe.

VYSLEDKY

a) Uéinok 10% L-taurinu.HCI v 0,5% Timoptole (obr. 1: K, T+Tau)

Tato zmes (s obsahom 10% L-taurinu a 0.5% Timoptolu) poc¢as 24 hodin vo vSet-
kych ¢asovych intervaloch okrem 5. min (p < 0,05) signifikantne zniZila hladiny VOT. Naj-
v&GSie zniZenie sme zaznamenali v 180. min. (o 6,7 torr). Poénic 5. po 180. minttu zistu-
jeme postupné klesanie VOT. Od 180. min po 24 hod. pozorujeme postupny vzostup, pri¢om
zniZenie VOT eSte v 24. hodine predstavovalo 3,0 torr a ma signifikantny charakter.

U kontrolného oka v 30., 60. a 120. min. zistujeme oproti 0. mintte pokles VOT
priemerne o 2,1 torr. V 180. a 240. min. hladina VOT sa pohybovala na takmer rov-
nakej vyske ako v nultej mintte; v 24. hodine dosahovala hodnotu az 24,0 torr.

Priemerna velkost pupily u oboch oc¢i bola rovnaka 7,7 mm.

b) Uéinok 0,5% Timoptolu (obr. 2: K, T)
Antiglaukomatikum 0,5% Timoptol pocas $tyroch hodin sledovania v porov-
nani s kontrolnym okom zniZuje hladinu VOT nesignifikantne. Od 60. min. m4 tak-
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Obr. 1. K, T + Tau Obr. 2. K, T

Uéinok zmesi 10% L-taurinu.HCl v 0.5% Ucéinok 0.5% Timoptolu na fyziologické
Timotole na fyziologické hodnoty VOT hodnoty VOT kralikov Novozelandsky biely.
kralikov Novozelandsky biely. Zmeny st Zmeny nie su signifikantné.

vysoko signifikantné. + = S.E.M.; K = kontrola; T = Timoptol.

+ = SE.M.; K = kontrola; T+Tau = 10%

L-taurin.HCI v 0.5% Timoptole
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22 @ mer linedrny priebeh. V 30. min. za-

. znamenavame rovnaké hodnoty VOT
u pokusného a kontrolného oka; v 120.
207 min. hladina VOT kontrolného oka sa
zvysila tak oproti ostatnym sledova-
nym intervalom, ale aj oproti pokus-
nému oku o 2,9 torr.
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17 Velkost pupily sa nezmenila, zo-
. stava u oboch o¢i na hodnote priemeru
0’ s° 157 307 60 120" 180" 240" 24h 7,3 mm.
Obr. 3: K, Tau ¢) Uéinok 10% L-taurinu.HCl
Utinok 10% L-taurinu.HCI na fyziologické (obr. 3: K, Tau)
hodnoty VOT kralikov N ovozelandsky biely. Po topickej aplikacii siru obsa-
Zmeny nie su signifikantné. hujicej aminokyseliny taurinu v 10%

+ = S.E.M.; K = kontrola; Tau = 10%

I taurin HOL koncentracii za 24 hodin sledovania sa

Statisticky nesignifikantne znizila
hladina VOT (okrem 5 min. a 60 min.).
Nesignifikantné zvysenie VOT o 1,8 torr oproti kontrolnému oku zaznamenavame
v 5. min. a 0 1,4 torr v 60. min.

Priemerna velkost pupily zostavala na hodnote 7,6 mm.

DISKUSIA

Literarne pramene potvrdzuju, Ze pri nedostato¢nej efektivite na VOT sa
neselektivny blokator B-adrenergnych receptorov Timolol zvycajne kombinuje
prostaglandinmi (5, 6, 9, 12, 15, 21, 24, 26, 28) a aj s karboanhydrazovymi inhi-
bitormi (1, 8, 10, 11, 13, 17, 22, 28). U¢inok takejto kombinacie na VOT je vyssi
ako uéinok samotnych latok. Pri aplikacii kombinacii Timololu s dal§imi antig-
laukomatikami sa mélo mysli na mechanizmus ich spoloé¢ného té¢inku na VOT.
Z nasho pohladu pokladdme za potrebné zdoéraznit, Ze literarne pramene neu-
vadzaju neziadice uéinky Timoptolu kombinovaného s inymi antiglaukomati-
kami.

Tak literarne pramene (2, 20), ako aj nasSe experimentalne vysledky (32) do-
kazujua, ze topicky aplikovany Timoptol u kralikov nesignifikantne znizuje fyziolo-
gické hodnoty VOT. V nasej praci (32) sme z hladiska mechanizmu jeho d¢inku kon-
Statovali, ze jeho posobenie u bezfarebnych oci albinotickych kralikov mozno
vysvetlit: 1. znizenim poctu aj blokovanim B-adrenergnych receptorov, 2. inhibiciou
syntézy cAMP na nepigmentovanych bunkach epitelu ciliarnych vybezkov a 3. znize-
nim mnozstva volnych aminokyselin v tychto bunkach a v komorovom moku. Na za-
klade nasich experimentov sme konstatovali, Ze tohto procesu sa zrejme zucéastnuje
Timoptol, ktory sa v tkanivovych $truktirach predného segmentu oka zbioaktivizo-
val zinteragovanim s prislusnou volnou aminokyselinou. Pritom vznikol novy meta-
bolit — bioantiglaukomatikum.

V spojovkovom vaku je dokazanych 11 aminokyselin (14). Z nich sme pre te-
raj$iu pracu vybrali semiesencialnu, siru obsahujicu aminokyselinu Taurin z toho
dovodu, ze je dolezity neurochemicky faktor vo vizualnom systéme (18). Tato ami-
nokyselina je Strukturalne podobna neurotransmiteru glycinu (a aj GABA) a podla
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Renteria a spol. (25) pdsobi cestou glycinovych receptorov, obsahujicich GlyR@2.
Nase vysledky ziskané pri aplikacii 10% L-taurinu.HCI do spojovkového vaku sa
v zhode s idajmi autorov Bunina a spol. (4). Tito autori aplikovali kralikom 4%
taurin subkonjunktivalne. Zistili, zhodne s nasimi nalezmi, nesignifikantny pokles
VOT. V nasich pokusoch (32) sme zistili, ze aj 10% L-glycin.HCI instilovany do spo-
jovkového vaku kralikov znizuje hladinu fyziologického VOT pocas 24 hodin len
nesignifikantne. Na zaklade nasich nalezov, v silade s literatirou (3), sme kon-
Statovali, Ze cesty t¢inku na hladinu VOT oboch aminokyselin taurinu a glycinu
sd zhodné. Délezitost pritomnosti aminokyseliny taurinu pre udrzanie fyziologic-
kych funkcii tkanivovych Struktur oka (najmé Struktar sietnice) potvrdzuja aj
Madl a spol. (16). Na zaklade nas$ich vysledkov o nesignifikantnom t¢inku taurinu
(a glycinu) na VOT dovolime si uvazovat o ich hlavnej protektivnej tlohe pri gang-
liovych a fotoreceptorovych bunkach pocas glaukémového procesu. V tomto sihla-
sime s Passantes-Moralesovou a Cruzom (23), Ze aminokyselina taurin je fyziolo-
gicky stabilizator membran fotoreceptorovych buniek a z nasho pohladu aj
membran gangliovych buniek.

7 nasich vysledkov je zrejmé, zZe zmes 10% L-taurinu.HCI v 0,5% Timoptole
okrem 5. minuty vo vSetkych ¢asovych intervaloch az do 24. hodiny vysoko signifi-
kantne znizuje fyziologické hladiny VOT u bezfarebnych oc¢i kralikov. KedZe nase
zistenia dokazali nesignifikantny d¢inok samotného Timoptolu a aj samotného
taurinu na VOT, signifikantné zniZzenie VOT zmesi tychto dvoch komponent, ne-
mozno chapat ako ich synergicky alebo aditivy G¢inok. Zhodnym vysledkom sme
dospeli aj pri pésobeni zmesi Timoptolu s glycinom (32). AvSak zniZenie fyziologic-
kého VOT po aplikovani tejto zmesi oproti i¢inku zmesi Timoptolu s taurinom za
24 hodin je priemerne o 1.4 torr vyssi. Uginky oboch zmesi v 24 hodine st signifi-
kantne rovnaké (3,3 a 3,0 torr). Podobne ako pri posobeni zmesi Timotolu s glyci-
nom aj pri zmesi Timoptolu s taurinom uéinok vidime v pésobeni novovzniklého bi-
oantiglaukomatika. Kedze ide o aplikaciu uz hotového bioregulatora, ktoré vzniklo
za in vitro podmienok, jeho bioregula¢ny uc¢inok na VOT sa prejavil intenzivnejSie
ako pri aplikacii samotného Timoptolu do spojovkového vaku. Rozdiel v ic¢inku bi-
oantiglaukomatika vzniknutého interakciou Timoptolu s taurinom oproti bioan-
tiglaukomatika vzniknutého interakciou Timoptolu s glycinom sved¢i na skutoc-
nost, ze ich §&truktiry su §pecificky odlisné. Predpokladame, Ze obe
bioantiglaukomatika reguluji a udrzujui hladinu bunkového cAMP na pozadova-
nej fyziologickej hladine. Podla Wilkie a spol. (33) cAMP zodpoveda za tvorbu ko-
morového moku a podla Mittaga a spol. (19) cAMP hra singifikantni dlohu
v sprostredkovani t¢inku liekov na VOT cicavcov. Dalej sa domnievame, Ze obe an-
tiglaukomatika svojou odlisnou Specificnostou mézu odlisne ovplyvnit bud akti-
vitu NatK+*ATPazy buniek nepigmentovaného cilidrneho epitelu, alebo transport
najmaé chloridovych iénov cez ciliarny epitel. Podla To a spol. (29) enzymovy systém
NatK*ATPaza histochemicky identifikovany v ciliAarnom epiteli kralikov je prere-
kvizitou tvorby komorového moku. Shahidullaha a spol. (27) a Do a To (7) su toho
nazoru, ze transport chloridovych iénov cez cilidrny epitel hra kldcova tlohu
v tvorbe komorového moku. Vychadzajiuc z velkého mnozZstva funkcii aminokyse-
liny taurinu, tykajucich sa prevazne retiny a jej Strukturalnych zloziek, dovolime
si uvazovat, Ze bioantiglaukomatikum (vzniknuty interakciou zmesi Timoptolu
a taurinu in vitro) popri znizeni VOT méze hrat aj protektivnu tlohu pri fotore-
ceptorovych pripadne aj gangliovych bunkach v prednej éasti retiny. Predpokla-
dame Ze tato funkciu plni udrzovanim hladiny intracelularneho vapnika a intra-
celularneho pH.
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ZAVER

1. Antiglaukomatika po instilovani interaguju s volnymi aminokyselinami

v spojovkovom vaku oka, kde vznika nova, fyziologicky u¢inna latka — bioregulator.

2. Len tato nova latka méze prestupit do cielovej oblasti (do vraskovca), ¢im

plni funkciu ,bioantiglaukomatika“.

3. Utinok in vitro pripraveného hotového bioantiglaukomatika instilovaného

do spojovkového vaku posobi na oéiach kralikov uz vo fyziologickych podmienkach.

4. Zistuje sa pritom niekolkonasobne vyraznejsi pokles VOT ako uéinok jeho

komponent (t.j. antiglaukomatika a aminokyseliny zv14st).

5. Ovplyvnenie VOT je z hladiska interakcie antiglaukomatika s volnou ami-

nokyselinou $pecifické pre vznik prislusného bioantiglaukomatika.
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