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FYZIOLOGICKY VOT KRALIKOV PO INSTILACII ZMESI
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SUHRN

Ciel: Zistit u¢inok zmesi dvoch aminokyselin lyzinu a argininu v Trusopte na fyziologické hladiny vnitrooéného tlaku (VOT)
u kralikov.

Metody: Piatim dospelym samiciam kralikov plemena Novozélandsky biely bola instilovana zmes 10% L-lyzinu.2HCI.2H20 a 10%
L-argininu.HCI v 2% Trusopte. Meranie vnutrooéného tlaku sa uskutocnilo pred instilaciou zmesi a 5, 15, 30, 60, 120, 180, a 240
minut po aplikacii. Pravé oko toho istého jedinca bolo kontrolné.

Vysledky: Ninhydrin pozitivnymi farebnymi reakciami sme zistili, ze aj dve aminokyseliny lyzin s argininom spolu interaguju
s antiglaukomatikom Trusoptom. Prejavilo sa to odliSnym fialovo modrym zafarbenim, oproti typickému ¢ervenému zafarbeniu
oboch aminokyselin. Toto zafarbenie dokazuje vznik novej bioaktivnej latky majica tiéinok na znizenie VOT.

Nova bioaktivha komponenta signifikantne znizovala VOT od 60. minuty po 240. minttu v kazdom ¢asovom useku (pokles o 4,3
torr — 19,9 % oproti kontrolnému oku). Od 5. po 40. min. v oku v pokuse sme zaznamenali nesignifikantny rozdiel v hodnote VOT
(oproti kontrolnému oku). Aplikovana komponenta od 60 mintty za tri hodiny priemerne znizila VOT o 3,1 torr (o 14,6 %).
U kontrolného oka od 60 min. pozorovat mierny pokles VOT.

Zavery: Bolo preukazané, ze dve Strukturalne a funkéne odliSné aminokyseliny lyzin s argininom interaguju s jednym
antiglaukomatikom, karboanhydrazovym inhibitorom, Trusoptom za in vitro podmienok. Vznika nova bioaktivha komponenta.
Toto nové ,,bioantiglaukomatikum* signifikantne znizuje hodnoty VOT od 30. do 240. minuty.

Klicové slova: dokazy interakcie lyzinu s argininom v Trusopte ninhydrinovou reakciou, Fyziologické hladiny VOT po instilacii
zmesi L-lyzinu.2HCI.2H20 s L-argininom.HCI v 2% Trusopte.

SUMMARY
Physiologic IOP of Rabbit’s after Instillation Mixture of Amino Acide Lysine and Arginine in Trusopt

Purpose: To compare the lowering effect of the topically applicated mixture of two amino acids with different mode of action —
L-lysine.2HCI.2H20 and L-arginine.HCI in the anti-glaucomaticum Trusopt on the intra ocular pressure (IOP) in rabbits.
Methods: Into the left eye of the adult female rabbits of the New Zealand White species were once instilled mixture of 10% L-
lysine.2HC.2H20 and 10 % L-arginine.HCI in 2 % Trusopt. The IOP and pupillary diameter were measured before the instillation
and 5th, 15th, 30th, 60th, 120th, 180th, 240th min. and 24 hours after the instillation. The right eye of the same rabbit was used
as control.

Results: Using ninhydrine reagent with colour reaction we detect, that the mixture of two amino acide L-lysine.2HCI.2H20 and
L-arginine.HCI are in interaction with antiglaucomaticum 2 % Trusopt. The evidence is different violet-blue colour reaction in
contrast to the typical red coloration the both amino acids. This coloration is evidence the new formation of a bioactive material
with depressive effect on the IOP.

The new bioactive component significantly decreased the IOP values from the 60th min to 240th min (decrease the IOP levels
was for 4.3 torr — 19.9 % in comparison with the control eye). From 5th to 40th min. after application the nonsignifant difference
of the IOP was constated (in comparison with the control eye). The applicated component from 60 min showed for 3 hours
a mean decrease of IOP for 3.1 torr (14.6 %). From the 60th min. after application the control eye showed little decrease of IOP
levels.

Conclusions: In this paper we constate the two amino acids L-lysine.2HCI.2H20 and L-arginine.HCI with different structure and
mode of action are in interaction with one of antiglaucomatic drugs — carboanhydrase inhibitor — the 2 % Trusopt also in vivo.
Within this interaction a new bioactive substance is constated. This new “bioantiglaucomaticum” decreased significantly the
IOP from 30th to 240th min.

Key words: Interaction evidence of mixture of the amino acide lysine with arginine in Trusopt using ninhydrine colour reaction.
The IOP values after instillation of L-lysine.2HCI.2H20 mixture with L-arginie.HCI in 2 % Trusopt.
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i sila a ¢asova dizka znizenie VOT sa dosiahne spolo&nou insti-
uvoD laciou antiglaukomatika s prislusnou aminokyselinou ako sa-
motnym antiglaukomatikom (8, 12, 13-17) .
V predkladanej praci nasimi vysledkami doplfiujeme a po-
V doterajSich nasich pracach na ociach kralikov s fyziologic- tvrdzujeme na$e vysledky (15, 18, 19) v tom zmysle, ze aj
kym vnutrooénym tlakom sme experimentalne zistili, ze vacsia medzi jednym antiglaukomatikom Trusoptom (karboanhyd-
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razovy inhibitor) a dvomi aminokyselinami argininom a lyzi-
nom dochadza ku interakcii, pri€om vznika nova bioaktivna
latka znizujuca vnutroocny tlak. Aminokyselina arginin pre
zivoGichov a ¢&loveka je netoxicka (14). Tak literarne za-
znamy (3, 4, 5, 6) ako aj naSe experimentélne poznatky
sveddia, ze jej lokdlna aplikacia tak u zivoc¢ichov ako aj ¢lo-
veka znizuje VOT. O aminokyseline lyzin je zname, Ze je ne-
postradatelnou pre zivocisny a [udsky organizmus (7) a na
zaklade nasich experimentov (15) neovplyvriuje fyziologické
hladiny VOT kralikov.

MATERIAL A METODA

Experimentalne pozorovania sa uskutoénili na o¢iach pi-
atich dospelych samiciach kralikov plemena Novozelansky
biely. Kraliky o priemernej hmotnosti 2500 g boli ziskané
zo Standardného akreditaéného reprodukéného chovu
€. SK-CH-29004 Slovenského centra polnohospodarskeho
vyskumu — chov kralikov v Nitre. Pred pokusmi boli desat
dni

adaptované v miestnosti s konstantnou teplotou 20 1 2 °C
a normalnom svetelnom rezime. Boli kimené Standardnou
kfmnou zmesou pre kraliky a voda bola im podavana ad libi-
tum.

Na instilaciu sa pouzilo:

a) Standardné antiglaukomatikum zo skupiny karboanhyd-
razovych izoenzymov — CA I, inhibitor 2% Trusopt (Dorzola-
midi hydrochlorici 2%), vyrobok firmy Merck & Co., INC, USA,
ktoré bolo sponzorované firmou ALCON.

b) Zmes antiglaukomatika 2% Trusopt s 2 aminokyselinami:
L-argininom.HCI a L-lyzinom. 2HCI.2H,0, ktorych koncentra-
cia v tejto zmesi bola 10%; zmes bola pripravena v nasich la-
boratérnych podmienkach. Aminokyselina L-arginin.HCI bola
dodana firmou Merck & Co., INC.; aminokyselina L-
lyzin.2HCI.2H,O bola dodana firmou Biotika Slovenska Lupca
(vyrobena pre humanne ucely).

Uvedené roztoky boli kvapnuté do lavého spojovkového
vaku jednorazovo (po dvoch kvapkach) vzdy v odstupe sied-
mych dni pre pripadnu pritomnost rezidui z predchadzajuceho
roztoku. Z chronobiologického hladiska aplikovanie roztokov
sme uskutoc¢iovali vzdy o 8% h. ZvySenou aplikaciou dvoch
kvapiek sme chceli dosiahnut obsadenie receptorov, trans-
membranovych kandlov, ako aj enzymatickych systémov
v bunkéach tych tkanivovych Strukturach oka, ktoré su zodpo-
vedné ako za tvorbu, tak aj odtok komorového moku. Pravé
oko toho istého kralika nebolo ovplyvnené Ziadnym roztokom
a sluzilo ako kontrolné.

Meranie vnutroo¢ného tlaku (VOT) sa uskutocriovalo pred
kvapnutim roztokov a v 5., 15., 30., 60., 120., 180. a 240. mi-
nute po ich aplikacii kontaktnym tonometrom Schiétza; hod-
noty sa preverovali aplana¢nym tonometrom Maklakova, resp.
TONO PEN XL firmy Medtronic Solan, USA.

Lokalnu anestéziu sme realizovali pred kazdym meranim
VOT aplikaciou 2% Mesocainu, pripraveného v Ustavnej le-
karni FN v Bratislave. VOT bol merany vzdy tou istou osobou.

Zaznamenané hodnoty boli vyhodnotené pomocou Studen-
tovho t-testu.

VYSLEDKY

Interakéné dékazy

V nasich experimentoch sme najprv zistili ¢i antiglauko-
matikum Trusopt (inhibitor karboanhydrazy —CAll) vykazuje
interakciu naraz s dvomi Strukturalne a funkéne odliSnymi
volnymi aminokyselinami, s L-lyzinom a L-argininom. Roz-
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toky, uvedené v kapitole Material a metodika, sme naniesli
v mnozstvach 60 Kl na tenkovrstevnu sklenenu chromato-
graficku platiiu (Merck) a po ich vysuSeni teplym vzduchom
sme zafarbili organickym ¢€inidlom ninhydrinom, selekénym
pre volné aminokyseliny a peptidy. Aminokyseliny lyzin
a arginin ako aj ich zmesi sa farbili typicky ¢erveno; antig-
laukomatikum Trusopt neprejavil Ziadnu ninhydrin pozitivhu
reakciu (nefarbil sa). Zmes tychto dvoch aminokyselin
s Trusoptom vykazovala odliSné fialovo modré zafarbenie,
ktoré je typické pre komponenty peptidického charakteru
(obr. 1).

TRUSOPT

L-LYZIN.2HCIL.2H,0

L-ARGININ.HCI

L-LYZIN.2HCI.2H,0 +
L-ARGININ.HCI

L-LYZIN.2HCI.2H,0 +
L-ARGININ.HCI +
TRUSOPT

Obr. 1. Vysledok vySetrenia ninhydrinovym cinidlom na pritom-
nost volnych aminokyselin a peptid na tenko vrstevnej chromato-
grafii (vysvetlenie v texte).
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Graf 1 Zaznam priebehu zmien VOT na oku kralikov po kvapnuti
zmesi 10 % L-argininu.HCl a 10 % L-Lyzinu.2HCI.2H20 v 2 % Tru-
sopte v porovnani s kontrolnym okom.

Dynamika fyziologického vnutroocného tlaku kralikov po
instilacii zmesi 10 % L-argini-nu.HCl a 10 % L-
Lyzinu.2HCI.2H20 v 2 % Trusopte (graf 1)

Do spojovkového vaku kralika aplikovana zmes aminokyse-
lin lyzinu s argininom v 2% Trusopte v porovnani s kontrolnym
okom od 5. minuty po 30. minutu nepreukazne ovplyvnila hla-
dinu VOT. Najvacsi rozdiel VOT v ovplyvnenom oku oproti
kontrolnému bol v 30. minate (o 1,3 torr). Od 30. min. po 60.
min. VOT na ovplyvnenom oku zostava na hodnote 20,6 1 0,0
torr. V priebehu dal$ej hodiny zaznamenavame na tomto oku
vyrazny pokles VOT o 3,3 torr, ktory zostaval na tej istej urovni
nezmenene az po 180. mindtu. Od tohto ¢asu po 240. minutu
VOT sa zvysil 0 0,8 torr. Od 60. minuty po 240. minutu v kaz-
dom ¢asovom useku zmes signifikantne znizovala VOT oproti
kontrolnym ociam. Najvacsi ucinok tejto zmesi bol zazname-
nany v 120. minute (pokles o 4,3 torr, t. j. 0 19,9 % oproti kon-
trolnému oku). Treba tu poukazat na 40. minutu, kedy bolo zi-
stené pretinanie hodnét VOT kontrolného oka s okom
ovplyvnenym. Uvedené vysledky jasne dokumentuju, ze uci-
nok aplikovanej zmesi na znizenie VOT sa prejavil uz od 60.
minuty. Od tohto ¢asu za celé tri hodiny priemerne zmes zni-
zila VOT o 3,1 torr (0 14,6 %).

VOT na kontrolnom oku v 60. minite dosiahol najvyssiu
hodnotu 22,5 | 0,8 torr; od tohto ¢asu az po 240. minutu bol zi-
steny jeho pokles.

DISKUSIA

V doterajsich pracach uvedené nase experimentalne ziste-
nia svedCia o vy$som efekte antiglaukomatik aplikovanych
spolu s aminokyselinami, ktory sa prejavil pri znizeni fyziolo-
gickych hladin vnutroo€ného tlaku. Farebnymi ninhydrinovymi
reakciami sme preukazali, ze antiglaukomatikum s aminoky-
selinou uz za in vitro podmienok interaguje za vzniku novej
komponenty (11, 16, 17). Pritom sa ukazalo, ze len urcita ami-
nokyselina s ur€itym antiglaukomatikom dava vznik novej
komponente, ktora signifikantne pocas 24 hodin udrzuje zni-
zenu fyziologicku hladinu VOT.

Uvedenu skuto€nost potvrdzuju aj terajSie nasSe predkla-
dané vysledky realizované pouzitim zmesi Trusoptu
a dvoch aminokyselin — lyzinom a argininom. | v tomto pripade
farebné reakcie dokazuju ich interakény vztah za vzniku novej
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komponenty. AvSak ucinok tejto novej komponenty je pri zni-
zeni fyziologického VOT kralikov nizSi o 1 torr v porovnani so
samotnym Trusoptom (13), o 3,5 torr oproti zmesi Trusoptu
s argininom (14), o 2,9 torr v porovnani s u¢inkom zmesi Ti-
moptolu s lyzinom a argininom (16), o 1,5 torr oproti u€inku sa-
motného argininu (14), o 1,1 torr v porovnani so zmesou argi-
ninu s lyzinom (13) a o 1,7 torr oproti u¢inku zmesi
latanoprostu s lyzinom a argininom (18). Tieto vysledky kore-
luju s klinickou praxou oftalmoldgie, ze ani samotné lokalne
aplikované antiglaukomatikd nemaju vzdy rovnako silny a ¢a-
sovo rovnako trvajuci ucinok.

Toto nové bioantiglaukomatikum po aplikacii v ¢ase od 5.
mindty po 40. mindtu nesignifikantne ovplyvni VOT (oproti
kontrolnému oku). AvSak v 40. minute pretinanie hodnét hla-
din VOT kontrolného a ovplyvneného oka sved¢i o prudkom
poklese VOT v pokusnom oku. DoterajSie nam dostupné lite-
rarne pramene a ani oftalmologicka prax nezdérazruju, ze an-
tiglaukomatikum v prvych mindtach po instilacii zvySuje hla-
dinu VOT. V dal$ich naSich experimentalnych pracach bude
potrebné mechanizmus tejto skuto¢nosti objasnit.

V doterajSich naSich pracach sme Studovali mechanizmy
ucinku jednotlivych antiglaukomatik. Zistili sme, Ze tieto me-
chanizmy maju spolo¢ného menovatela, v podobe interakéne
vzniknutych biologicky aktivnych komponent, ktoré maju se-
lekéne Specifické ucinky na hladinu vnutroo¢ného tlaku. Tieto
nalezy su podmienené s pouzitim prislusnej (nami vybranej)
aminokyseliny. Podla nasSho nazoru je potrebné doplnit tieto
vysvetlenia a zaroven zodpovedat na otdzku selekénej Speci-
ficnosti u¢inku novej komponenty.

K tomu, aby sa udrzali fyziologické hladiny VOT je potrebna
rovnovaha medzi rychlostou tvorby komorového moku ciliar-
nym epitelom a rychlostou jeho odtoku trabekularnym systé-
mom a Schlemmovym kandalom a scasti aj suprachoroidalnou
cestou. Tento transport komorového moku sa uskuto€nuje cez
plazmatické membrany epitelialnych a endotelialnych buniek.
Av8ak tak jeho tvorba ako aj odtok su vyznacne ulahéené
transmembranovymi proteinovymi vodnymi kanalmi — aquapo-
rinami [AQP] (19, 10, 21). AQP sa odliSuju sa tkanivovou se-
lek€énostou a funkénou Specificnostou. V tkanivovych Struktu-
rach oka sa zistilo pat AQP (10).

V nepigmentovanom epitelu vraskovca zodpovedného za
tvorbu komorového moku, su pritomné AQP 1 a AQP 4, pricom
pritomnost AQP 4 bol zisteny v mensej miere (2). Pritomnost
oboch kanalov bola dokazana aj v endotelialnych bunkach tra-
bekularnej tramcoviny (11) a AQP 1 aj v endoteli Schlem-
movho kandla (2). Hamann a kol. (2) uvadzaju, ze nepigmen-
tované epitelidlne bunky vraskovca su miestom pdsobenia aj
roznych enzymov ako Nat*,K*- ATPaza, adenylcyklaza a kar-
boanhydraza, ktoré vyznamnou mierou tiez participuju v rych-
losti produkcii komorového moku. Rozdielnost ucinkov jedno-
tlivych interakéne vzniknutych metabolitov ako aj samotnych
pripravkov na ovplyvnenie VOT (t.j. antiglaukomatik) vidime
v ich nerovnakom funkénom vztahu ku pritomnym aquapori-
nom tak v nepigmentovanej vrstve vraskovca ako aj v odvod-
nych tkanivovych Strukturach oka. Podla Hamanna a kol. (2)
vodné kanale AQP 1 v nepigmentovanom epitely vraskovca
maju jasnu ulohu v produkcii komorového moku. V rozdielnom
vplyve tychto aplikovanych antiglaukomatik, resp. ich metabo-
litov spoc€iva ich selekéna SpecifiCnost pri uprave VOT. Dom-
nievame sa, ze mechanizmus ucinku tychto metabolitov spo-
¢iva v nerovnakej inhibicii najma AQP 1 a to tak vo vraskovci
ako aj v trabekularnej traméine. Tuto skuto¢nost potvrdzuju aj
udaje Wanga a kol. (20) a Verkmana (10), ktoré hovoria, ze
VOT sa signifikantne znizil so znizenim tvorby tekutiny u mysi
deficitnych na AQP 1 a/alebo AQP 4. Skutoc¢nost, Ze tieto me-
tabolity maju odliSné ucinky na VOT sveddi aj o ich jednak od-
liSnej chemickej Strukture ako aj o ich odlidnej Strukture od
pévodnych komponent (antiglaukomatik a aminokyselin). Aj
v tomto vidime dalSiu moznu ich selekénu SpecifiCnost, ktoru
je nutné brat do uvahy pri syntéze novych latok znizujucich
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VOT. Vychadzame pritom z predpokladu, Ze pripade nizSieho
ucinku antiglaukomatika s aminokyselinou ako samotného an-
tiglaukomatika pri znizeni VOT, je potvrdenim skutocnosti
vzniku metabolitu, ktory neovplyviuje cez aquaporiny tvorbu
resp. aj odtok komorového moku. V pripade inhibicii oboch
aquaporinov u¢inkom nového metabolitu je znizenie VOT sig-
nifikantné. Tuto skutoCnost potvrdzuje praca Dibasa a kol.
(2008), ktori uvadzaju, ze zvySenie VOT je dblezity faktor zvy-
Senia hladin AQP 4

Vychadzajuc z naSich vysledkov ako aj uvedenych skutoc-
nosti predpokladame, ze prave inhibicia aquaporinov se-
lekéne $pecifickymi komponentami moze poskytnut novy pri-
stup pri Uprave a regulacii VOT.
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