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ABSTRAKT

Jméno: Ivan Vokial

Nazev diplomové prace: K farmakokinetice jednorazového podani albendazolu

u muflona

Abstrakt:

Tato prace se snazi ptispét k poznatkiim o farmakokinetice albendazolu u muflona
evropského (Ovis gmelini musimon) po jednorazovém podani albendazolu v davce 30
mg/kg. Byly provedeny dva experimenty. Prvni experiment byl uskute¢nén na souboru
12 zvifat, ta byla rozd€lena do 4 skupin. Jednotlivé skupiny zvifat byly postupné
utraceny v intervalu 4, 6, 8 a 10 hodin od podani albendazolu. Odebrany byly vzorky
séra, zlu¢e Ze zlucniku a ZluCovodii. Koncentrace albendazolu (ABZ) a metabolitl
albendazolsulfoxidu (ABZSO) a albendazolsulfonu (ABZSO;) byly méfeny pomoci
HPLC metody. Pro zjisténi poméru jednotlivych enantiomerit ABZSO pak byla pouzita
HPLC metoda s chiralni kolonou. Druhy experiment na 2 zvitatech mél pouze rozsifit a
potvrdit pfedchozi vysledky.

Z vysledki studie je patrny vzestup krevnich koncentraci albendazolu a jeho
metabolitl az do osmé hodiny po podani. Nasledn¢ je jiz patrny pokles. Koncentrace
ABZSO a ABZSO, se mezi zlu¢i ze Zluéniku a zlu¢ovodu 1i8§i minimalné. Primérna
maximalni koncentrace ABZSO ve zlu¢i je 3,6 pg/ml pro zluénik a 3,3 pg/ml
zlucovody. Pomér enantiomeri ABZSO (-) a ABZSO (+) je ve vSech vzorcich posunut

vyrazné¢ k ABZSO (+). Pomér enantiomerti v prubéhu sledovani neni konstantni.

Klicova slova : albendazol, Ovis musimon, farmakokinetika, HPLC



ABSTRACT

Name: Ivan Vokial

Title: On pharmacokinetic of single administration of albendazole in mouflon

(Ovis musimon)

Abstract:

This diploma thesis contributes to the knowledge of albendazole pharmacokinetics in
mouflon (Ovis gmelini musimon) treated by a single administration of albendazole in a
dose of 30,0 mg/kg of body weight. Two separate experiments were realised. The first
one was carried out on 12 mouflon ewes divided into 4 groups. Groups of the animals
were gradually culled at the time intervals of 4, 6, 8 and 10 hours after the albendazole
administration. The samples of the blood (serum), bile from gallbladder and terminal
bile ducts were withdrawn. The concentration of albendazole (ABZ) and its major
metabolites albendazolsulphoxide (ABZSO) and albendazolsulphone (ABZSO,) were
determined in samples of biological materials by HPLC method. To determine the ratio
of ABZSO enantiomers, the HPLC method with chiral column was used. The second
experiment carried on 2 animals (time interval 6 hours) extended and partially
confirmed previous results.

The increase in blood concentrations of albendazole and its metabolites until the
eighth hour after the administration is evident. In later time intervals decrease in
concentrations was documented. The concentrations of ABZSO and ABZSO, between
the bile from the gallbladder and the bile ducts differ minimally. The average maximum
concentration of ABZSO in the bile is 3.6 pg/ml for gallbladder and 3.3 p g/ ml for bile
ducts. The ratio of enantiomers ABZSO (-) and ABZSO (+) is shifted significantly to
ABZSO (+) in all the samples. The found ratio of enantiomers in individual time

intervals is not constant.

Key words : albendazole, Ovis musimon, farmakokinetics, HPLC
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1. UVOD

V dnesni dobé, kdy je celosvétovym problémem nedostatek potravin a mnoha zemim
hrozi hladomory, se 1écba parazitarnich chorob jevi jako velmi dilezitd a jakékoliv
poznatky, které mohou pfispét ke snizeni hospodarskych ubytki zvéfe jako velmi
prospésné. Mezi druhy, které nabyvaji v posledni dobé na hospodarském vyznamu se
objevuje také muflon.

Muflon evropsky (Ovis gmelini musimon), ktery je v Evropé druhem pomérné
mladym, se v poslednich nékolika dekadach stal velice vyznamnou a Zadanou lovnou
zveti a také vyznamnym hospodaiskym zvifetem, které mlzeme potkat v mnoha
obornich a zajmovych chovech. Skute¢nost, ze zvitata jsou v uzavienych chovech sebou
nese 1 mnoho problémi, zvlaste¢ pak problému tykajicich se zdravotniho stavu zvéfe.
Z hlediska muflona je také celkem problematické jeho ptibuznost s ovci doméci a to
z divodu pienosu mnoha onemocnéni a zvlasté pak parazitarnich. Casto je muflon
chovan na mistech diivéjSich chovii ovci a nakazy muflond jsou tak rychlé a casto
znacné.

Parazitarni onemocnéni jsou tak neustale v popiedi zdjmu odborné vetejnosti.
V posledni dobé dochazi u parazitl k narlstu rezistence proti nékterym léciviim
anasledkem toho k hospodarskym ztratdm. Rezistence se tak stava celosvétové
pomérné velkym problémem. Problémem je také omezeny pocet 1€Civych latek a fakt,
Ze se jednd o zvifata ur¢ena Casto pro produkci masa. Z tohoto diivodu je také dilezité
znat farmakokinetiku 1é¢iv uZivanych k 1écbé parazitdéz. Zvolenim spravné davky
a spravného lécCiva je po t¢ mozno omezit a predchézet vzniku rezistence. Celkove se
v8ak da fici, Ze bez znalosti farmakokinetiky 1é¢iva v téle zvifete je velmi obtizné ziskat
poveédomi o spravném davkovani, které je pro tuto prevenci velmi dulezité.

Tato prace si klade za cil pfispét k poznatkim o farmakokinetice 1é¢iv z rodiny
benzimidazolti u muflona evropského (Ovis gmelini musimon). Sledovanym lé¢ivem je
albendazol, ktery se osvédcil jako dobré a spolehlivé 1é€¢ivo v mnoha studiich a ktery
pisobi na mnoho vnitinich paraziti. Mnoho praci se zabyvalo in vitro studiemi, avsak
ucelena studie in vivo doposud chybi. Tato prace si klade za cil tuto mezeru alespon

Z ¢asti zaplnit.



2. TEORETICKA CAST
2.1 OVIS MUSIMON

Systematické zatfazeni muflona (Tomiczek, Tiicke, 2007):

Ttida: Mammalia, Linnaeus, 1758 Savci
Podttida: Theria, Parker a Haswell, 1897 Zivorodi
Nadiad: Eutheria, Gill, 1872 Placentalové
Rad: Artiodactyla, Oven, 1884 Sudokopytnici
Podrad: Ruminantia, Scopoli, 1777 Prezvykavi
Naddéeled’: Bovidae, Simpson, 1931 Dutorozi
Celed: Bovidae, Gray, 1821 Turoviti
Podceled’: Caprinae, Gill, 1872 Kozy a ovce
Tribus: Caprini, Simpson, 1945 Kozy

Rod: Ovis, Linnaeus, 1785 Ovce

Druh: Ovis orientalis, Gmelin, 1774 Ovce mufloni
Poddruh: Ovis gmelini musimon, Pallas, 1811 Muflon

2.1.1 Roz§ireni

Evropsky muflon (Ovis gmelini musimon) je nejmensim zastupcem druhu divokych
ovci. Jeho vyskyt zasahuje prakticky celou Evropu, Ceskou Republiku nevyjimaje.
Ostatni druhy a rody této divoké ovce maji zastoupeni v zemich od Evropy, pies celou
Asii, aZ k Aljasce. Praptivodni domovinou jsou pravdépodobné ndhorni ploSiny vnitini
Asie, ze kterych se pozdéji migraci rozsitily tyto druhy po téméf celé severni polokouli.

Jako misto ptiivodu evropského muflona bylo dlouho povazovano souostrovi Sardinie
a Korsiky, avSak védecké vyzkumy ukézaly, Zze misto skute¢ného ptivodu lezi v oblasti
spojnice mezi Kaspickym motem a Perskym zalivem v Predni Asii. V této oblasti také
dnes zije n€kolik pfibuznych druht jako anatolska divoka ovce (Ovis gmelini gmelini,
Blyth, 1841), isfahansky muflon (Ovis gmelini isphahanica, Nasonov, 1910) a dal$i. Na
evropském kontinentu je vSak evropsky muflon jedinym zastupcem divokych ovci.

Do celé Evropy se muflon evropsky zacal rozSifovat masivné az v pribéhu
osmnactého a devatenactého stoleti. Jednalo se vSak hlavné o oborni chovy. V roce 1883
bylo na Slovensku z obory v Jelenci vysazeno 100 kust tohoto druhu do volné ptirody
oblasti Ponitfi, kde se zac¢al pomérmné rychle mnozit. Muflon se tak postupné dostal do

volné ptirody celé Evropy. V soucasné dob¢ je v Evropé béznym druhem chovanym v



obornich chovech ale také druhem celkem hojné se vyskytujicim ve volné ptirodé

(Tomiczek a Tiicke, 2007).

2.1.2 Popis zvirete

Muflon evropsky je stavbou téla robustni zvife, pokryté kratkou srsti s jarnim
zbarvenim zlutohnédé az Cervenohnéd¢, v zimnim obdobi pak tmavohnédé. Pohlavi
muflona lze rozliSit pomérné snadno, kdy muflonka je oproti muflonovi mensi, nema
tak pestie zbarvenou Srst.

Velikostné se da toto zvite prirovnat k ovci domadci, avSak hmotnost i vyska zavisi na
mnoha faktorech jako jsou potrava, podnebi, zdravotni stav a dal§i vlivy. T¢lesné
hodnoty pro muflona na evropské pevniné jsou v priméru takovéto: télesnd délka 95-
130 cm, télesna vyska 75-90 cm, hmotnost 33-58 kg. Pro muflonky, které se od muflona
vzristem a télesnou stavbou lisi jsou pak tyto hodnoty nizsi a to: télesna délka 85-115
cm, télesna vysSka 70-80 cm, hmotnost 22-35 kg (Lochman a Tomiczek, 1979).
Ojedinéle se mohou vyskytovat vétsi odchylky pravé v zavislosti na okolnich
podminkach.

Typickeé je pro evropského muflona také zbarveni, které je ze vSech divokych ovci
nejpestiejs§i a diky némuz ma pfirozenou ochranu proti predatorim. V oblastech
ptuvodniho rozsifeni a v oblastech Evropy pokrytych listnatymi lesy je toto ochranné
zbarveni velice u¢inné, avSak v oblastech pahorkatin a subalpinskych lest jiz ztraci
svou funkci. Zakladni barva jarni srsti je svétle hnéda az rezave Cervend. Zimni pak
tmavs$i kasStanova hnéd’. Muflonky byvaji méné vyrazné bledsi barvy se Sedavymi
odstiny. Rlst a vyména osrsténi jsou pak podminény geneticky a ovlivnény
fotoperiodicitou v zavislosti na klimatu.

Mezi vyrazné znaky muflona patii obli¢ejova maska, bryle a také toulce. Maska je
bilé barvy a tdhne se od sviraku smérem k o¢im. Nékdy se tento znak pouziva k urceni
stafi muflona. Brylemi se rozumi svétlé az bilé ordmovani oci. Dilezitym znakem
muflona jsou pak toulce, které u muflonich beranii zacinaji vyrlstat mezi tfetim az
patym mésicem Zivota. Tyto toulce uziva muflon jako zbran pii soubojich. Od tfetiho
roku se na toulcich tvofi velmi vyrazné prstence, avSak po patém se jejich hloubka a
Sitka snizuje a jejich rozeznani je tak téz§i. Omezeni intenzity v riistu toulci, které jinak

dortstaji po cely zivot jedince, jsou pfiblizn€ od listopadu do pielomu bfezna a dubna.
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Pti téchto prestdvkach vznikaji takzvané ro¢ni vruby, podle kterych lze zjistit vék
muflona. Toulce jsou ale také jednim z indikatorti zdravotniho stavu muflona. Pii
zévaznych organovych onemocnénich, nebo pfi vnitinich parazitézach (motolice ovci,
strongyl6za) dochazi ke zpomaleni a nepravidelnému ristu toulcti (Tomiczek a Tiircke,
2007).

Aktivita muflona jako zvitete zijicitho ve volné ptirodé se da rozde¢lit do dennich
arocnich cykli. Mufloni denni aktivita za¢ind s vychodem slunce, nejvyssi je vSak
odpoledne a pted zapadem slunce. Tento Cas je rozdélen do tiech pastevnich cyklu, které
se svou dobou lisi v zavislosti na ro¢ni dob¢ a rdstu vegetace (Bubenik, 1959). V
ro¢nim cyklu zije mufloni zvét od jara do podzimu v tlupach oddé€lené podle pohlavi.
Nékdy se vSak vyskytuji s muflonkami 1 mladi mufloni, které lze s velkou
pravdépodobnosti pokladat za lofiskd mufloncata. Star§i mufloni vytvéfeji samostatné
mensi skupinky, nebo ziji kromé doby fije zcela samotaisky. Béhem doby fije se pak
ptipojuji samci k tlupam muflonek a také v zimé jsou obé pohlavi pohromadé. Pokud
tlupa prechdzi, vede ji zpravidla nejzkuSenéjsi a nejopatrnéj$i muflonka, kterd da v
ptipadé nebezpeci signdl hvizdnutim. Normalni dorozumivaci hlas je u muflont (stejné
jako u ovci) beceni (Kolda a kol., 2004).

Obdobi fije u muflona probiha od fijna do listopadu. Bfezost trva 22 tydnd, po
kterych se muflonka na ¢as odd¢li z tlupy a porodi jedno az dvé jehnata. Ta zacinaji
pfijimat zelenou potravu jiZ za dva tydny a matefské mléko saji v priméru do ptl roku.
Obdobi dospélosti dosahuje jedinec po osmnécti mésicich. Berani se do reprodukce
zapojuji aktivné az ve tiech letech (Cerveny a kol., 2004).

Mufloni byvaji vérni k jednomu stanovisti po tak dlouhou dobu, jak dovoli vnéjsi

okolnosti. V kulturni pfirod€ tvoti bariéry Casto silnice, Zelezni¢ni traté a vodni toky.
V piirodé, kde lidské stavby nevyskytuji jsou to pak horské hiebeny, jezera a oblasti bez
vegetace ( Tomiczek a Tiircke, 2007).
SloZeni potravy je u muflona velice rliznorodé a zavisi na prostiedi ve kterém se
nachdzi. Skladé se riznych druhi bylin, travin, zemédélskych plodin, vyhonkt, plodi
a také kury lesnich dievin. Zpiisob brani potravy odpovida spiSe kozdm a doklada tim
ptibuznost k tomuto druhu (Tomiczek a Tiircke, 2007).

V posledni dob¢ se muflon stdva také vyznamnym hospodaiskym zvitetem (farmové
a z4jmové chovy), coz, vzhledem k zvysSené intenzité chovu, je okolnost jesté vyraznéji

spojena s problematikou parazitéz a jejich 1écbou. Jelikoz muflon u nas patii k zadané
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lovné zvéti, jejiz trofeje jsou znamé po celém svété, bylo by dobré zde také uvést, jaka
je povolena doba lovu muflona v Ceské republice. Pro muflona je tato doba stanovena
zédkonem na rozmezi od 1. srpna do 31. prosince. Vyjimku pak maji oborni chovy,

ve kterych je lov umoznén po celou dobu roku ( vyhlaska 245/2002 ).
2.1.3 Choroby muflona

Jako kazdy zivocich, i muflon podléha cel¢ fadé¢ onemocnéni. Krom virovych,
bakteridlnich a plistovych onemocnéni, které se v posledni dobé vyskytuji okrajove,
podléha muflon cel¢ tfad¢ parazitarnich onemocnéni. Parazitarni onemocnéni jsou
nebezpecna jak z hlediska zvifete, tak z hlediska ¢lovéka, kdy n&které mohou byt na
¢loveéka prenosné. Nakaza zvife vycerpava a pokud neni v dobrém zdravotnim stavu,
muze dochazet k thynim a tibytklim na stavech. Jde-li o chovy oborni, 1ze pfedpokladat
zvySenou moznost nakazy, proto by v takovychto chovech mélo dochazet
K preventivnim opatienim. DileZité je na tomto misté také zminit skutecnost, ze vétSina
parazitarnich nékaz je diky ptibuznosti muflona evropského a ovce doméci mezi témito
druhy ptenosna (Pav a kol., 1981).

Ptehledova tabulka ¢. 1 ukazuje mozné nikazy muflona vnitinimi parazity.

V tabulce jsou uvedeny druhové jméno a lokalizace nakazy v téle muflona.

Tabulka. ¢. 1.: Vnitini parazité mufloni zvéte (Tomiczek a Tiicke, 2007, Pav, 1981)

Druh parazita Lokalizace parazita

Ashwortius sidemi Slez

Bunostomum trigonocephalum Tenké strevo
Capillaria bovis Tenké strevo
Capillaria longipes Tenké strevo
Coenurus cerebralis / Multiceps multiceps Mozek

Cooperia bisonis Tenké strevo
Cooperia curticei Tenké strevo
Cooperia oncophora Tenké strevo
Cooperia pectinata Tenké strevo
Dicrocoelium dendriticum Jatra

Dictyocaulus viviparus Plice

Eimeria ah-sa-ta Tenké strevo

Eimeria arloingi Tenké strevo

Eimeria crandalis Tenké strevo

Eimeria faurei Tenké stievo

Eimeria intiricata Tenké stievo, kycelnik
Eimeria ninae-kohl-yakimovae Tenké stievo, kycelnik
Eimeria ovina Tenké stievo
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Eimeria parva

Tenkeé strevo, kycelnik

Fasciola hepatica

Jatra

Haemoncus contortus

Slez

Chabertia ovina

Tlusté stievo

Moniezia enedeni

Tenké stievo

Moniezia expanza

Tenké stievo

Miillerius capillaris

Plice

Pokracovani tabulky ¢.1.

Nematodirus filicollis

Tenké stievo

Nematodirus spathiger

Tenké stievo

Neostrongylus linearis

Plice

Oesophagostumum columbianum

Slepé stievo

Oesophagostumum venulosum

Slepé stievo

Ostertagia circumcinta Slez
Ostertagia leptospicularis Slez
Ostertagia ostertagi Slez
Ostertagia pinnata Slez
Ostertagia trifurcata Slez
Paramphistomum sp. Bachor, tenké stievo
Protostrongylus kochi Plice
Sarcocystis tenella Svalovina
Skrjabinagia kolchida Slez
Spiculopteragia Bohmi Slez
Spiculopteragia spiculoptrera Slez

Taenia hydatigena / Cysticercus tenuicollis

Stievo, plice, bachor, slezina

Toxoplasma gondii

Jatra, plice, slezin, mozek

Trichostrongylus axei

Slez, tenké stievo

Trichostrongylus capricola

Slez, tenké stievo

Trichostrongylus colubriformis

Tenké stievo

Trichostrongylus vitrinus

Tenké stievo

Trichuris capreoli

Slepé stievo

Trichuris globulosa

Slepé stievo

Trichuris ovis

Slepé stievo

2.1.3.1 Vnitini parazitarni onemocnéni u muflona

Eimeri6za

Kokcidiéza je protozodzou napadajici stfevni sliznici. Nalezy se objevuji v trusu
nebo v obsahu stfeva. Bézné¢ dochazi k pfenosu mezi ovcemi a muflonem. U muflona se
nalézaji druhy Eimeria ahsata, E. arloingi, E. faurei, E. crandalis, E. intricata, E.
ninakohlyakimovae, E. parva, E. ovina. U muflona v obornim chovu byva rozsiteni az
100%. V honitbach je to okolo 75-80 %. To je déno stadovym zplsobem Zivota
muflonii. K ndkaze kokcidiemi dochazi hlavné v zimnich mésicich a je proto nutné

davat dliraz na preventivni opatfeni. Toto onemocnéni vede u oborni zvétre k thyniim

mufloncat (Pav a kol., 1981).

Sarkocystoza

13




Napadé az 28 % populace muflontl. Jednd se o vyvojova stadia kokcidii blizkych
rodu Isospora, u mufloni zvéfe je prokazovan druh Sarcocystis tenella. Nakaza se pozna
Casto az po uloveni jako b¢lava mista ve svaloviné. Takto napadené maso lze
konzumovat jen po dokonalé tepelné upravée, protoze je zde podezieni pfenosu na

¢loveéka (Blazek a kol., 1976).

Toxoplazmoéza

U mufloni zvéte bylo pozorovano 25% napadeni. Toto onemocnéni je zplUsobeno
parazitem Toxoplasma gondii a vyskytuje se ve formé cyst a pseudocyst (Pav a kol.,
1981).

Motoli¢natost

najit dva druhy motolic. Motolice jaterni - Fasciola hepatica pusobici fasciol6zu
a motolice kopinata - Dicrocoelium dendriticum pusobici dikroceliozu. Obé dvé maji
pomérné slozity cyklus rozmnozovani pifes mezihostitele. U motolice jaterni je
piirozenym prostiedim vlhka pastvina s vyskytujicim se plzem bahnatkou malou (Galba
truncatula). Naproti tomu u motolice kopinaté je pfirozenym prostiedim sucha oblast
s tvrdym vapenitym podkladem a dva mezihostitelé — plzi rodt Zebrina, Helicella,
Theba a mravenct Formica fusca a Formica rufibarbis. U muflona ja nakaza v populaci
Casto vysoka, o to vyssi, jsou-li, nebo byly-li v okoli chovany ovce, které jsou taktéz
hostitelky téchto parazitoz. Mize se jednat az o 70 %. Pii mirné ndkaze neni
onemocnéni na prvni pohled patrné. Pfi silnych napadenich motolicemi vSak
pozorujeme vyhublost a v nejhorSich pfipadech, hlavné u motolice jaterni, také thyny

(Pav a kol., 1981, Kotrla a kol., 1984).

Plicnivky

Mezi velmi casté parazitarni onemocnéni u muflona patii plicni Cervivost. Mezi
zastupci velkych plicnivek to je hlavné plicnivka jeleni (Dictyocaulus viviparus) (délka
80 mm) vyskytujici se u muflona v 1% procentu piipadd. Tato plicnivka ma vyvoj
pfimy bez mezihostitele.

Z malych druhii plicnivek to pak jsou Miillerius capillaris (délka 30 mm)
a Protostrongylus rufescens ( délka 40 mm). Prvni u muflona ve 36% piipadi, druha
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pak v 5% pfipadi. Oba tyto druhy také parazituji na ovci domdaci. Samci jsou u
plicnivek co do délky pfiblizné poloviéni oproti samicim. Malé druhy plicnivek maji
vyvoj nepiimy a potiebuji tedy hostitele, kterymi jsou v tomto piipadé suchozemsti
i vodni plzi a slimaci.

Larvy po pozieni pronikaji sliznicni vrstvou tenkého stfeva do miznich cév
a lymfatickych uzlin. Miznimy i krevnimi cestami jsou pak zaneseny do plicni tkané.
Larvy, stéhujici se po plicich, rozrusuji plicni tkdn a zpusobuji tak prekrveni a Cetné
zancty. To ma vliv na vitalitu zvéte. Pti silnych infekcich zvlasté velkych druht

plicnivek pak dochazi také k uhynim (Pav a kol., 1981).

Boubele tasemnic

U muflont stejné jako u jiné sparkaté zvéte 1ze Casto objevit také boubele tasemnic,
které v dospélosti cizopasi na masozravcich. U muflona se objevuji hlavné boubele
tasemnice vroubené (Taenia hydatigena), ty dosahuji i velikosti slepi¢iho vejce a jsou
zavéSeny na organech jako prihledné méchyiky vyplnéné tekutinou. Jako cilovy druh
jsou u této tasemnice psi a jini masozravci. U muflond se mize nachazet az v 6 %
piipadu. Dalsi boubel, ktera se vyskytuje ¢asto u muflona je boubel tasemnice Multiceps
multiceps a to Coenurus cerebralis. Naléza se v mozku postizenych zvitat, kde dordsta
az veliskoti vlasského ofechu. K projeviim patii vyznamné zmény v chovani zvéfe,

které vede az k tthynu postizeného kusu (Pav a kol., 1981).

Tasemnice
U muflona nachazime dva druhy tasemnic, tasemnici srn¢i (Moniezia benedeni)
a tasemnici ov¢i (Moniezia expanza). U druhé zminéné je muflon jedinym hostitelem

mezi sparkatou zvéti (Pav a kol., 1981).

Hlistice

a) slézova Cervivost: se vyskytuje vSude ve svéteé zvlast€¢ v chovech ovcei. Toto

N 24

vlasovka slézova (Haemonchus contortus) ktera se u muflona vyskytuje v 12% ptipadd.
Dal$im rodem parazitujicim ve slézu u muflona je rod Spiculoptera. Z druht pouze

Spiculoptera spiculoptera.
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b) Cervivost slézu a tenkého stieva: Vlasovky z rodu Trichostrongylus parazituji jak
ve slézu, tak také v tenkém stievée, kde se zivi hlenem a tkani sliznice. U muflona jsou
znamy nakazy Trichostrongylus axei, T. columbiformis, T. vitrinus a vzacné také T.
capricola.

Z této skupiny dal$im druhem jsou vlasovky rodu Ostertagia. Z druhti napadajicich
muflona to jsou O. leptospicularis, O. circumcincta, O. ostertagi a vzacnéji O.
trifurcata.

¢) Cervivost tenkého stieva: V tenkém stievé parazituji krom roda Trichostrongylus
a Ostertagia také vlasovky z rodu Nematodirus. U muflona jsou to druhy N. spathiger
a N. filicollis.

Vzécné se vyskytuje u muflona v tenkém stfevé parazitujici hadé dobytci
(Strongyloides papillosus). U tohoto parazita je zvlastnosti zpusob pruniku do
hostitelského organismu, kdy tento parazit prestupuje do téla zvitete pies kuzi.

Dalsim parazitem, vyskytujicim se vzacné je pak kapilarie dobyt¢i (Capillaria bovis)

d) Cervivost tlustého stieva: Mezi nejcastéjsi parazity tlusté¢ho stieva patii zubovky.
Jsou to hlavné druhy zubovka ov¢i (Chabertia ovina) a rod Oesophagostomum, ze
kterého napada muflona druh O. columbianum. U obou téchto druhti probihd vyvoj bez
mezihostitele. Pfi napadeni zubovkou ov¢i (Chaberita ovina) zpusobuje jeji larvalni
stadium kataralni zanét stfeva, v dospélosti pak poskozuji sliznici stieva. Pfi napadeni
druhem O. columbianum dochazi v larvalnim stadiu k uzlickovitému onemocnéni
stteva, které vyvolavaji larvy pronikajici do stény tlustého stfeva. Dospéli jedinci tohoto
parazita pak ziji volné v tlustém nebo slepém stfevu a Zivi se hlenem sliznice.

V slepém stievé miZzeme u muflona nalézt také hlistice z rodu tenkohlavcl
(Trichocephalus). Jejich vyvoj probiha jako v predeslém piipadé bez mezihostitele.
Ve slepém stievé se zavrtavaji do sliznice a zivi se zde krvi. Pfi tom produkuji toxiny,
kter¢ mohou vyvolavat nervové piiznaky. U muflona se setkdvame s druhem

Trichocephalus ovis (Pav a kol., 1981).

2.1.3.2 Vnéjsi parazitarni onemocnéni u muflona

U muflona mizeme také nalézt zastupce mnoha vné¢jSich parazith. Jelikoz vSak

nejsou hlavnim cilem této prace, jsou zde zminéni pouze okrajove.
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Stieckovitost
Stieckovistost rozliSujeme u zvéfe podkozni nebo nosohltanovou. Podkozni

stie¢kovitost zptsobuje u muflona stiecek srnéi ( Hypoderma diana). Na napadené zvéti
jsou vidét v boule v podkozi, nachazejici se po obou stranach hibetu. Zvite nakazou trpi
a hubne. Casto dochazi k thyntim. Nosohltanovou stietkovitost zptisobuji stfeéci z rodu
Cephenomyia. Napadany jsou hlavné mladé kusy. Napadné je chrapténi, kaSel
a pohazovani hlavou. Nakazena zvét je pohubld a malo vitalni. Pii velké nakaze mize
dojit az k zaduSeni nakazeného kusu. Jako preventivni opatfeni se jevi odstfel takto

postizenych kust (Pav a kol., 1981).

Klosi
U muflona nachazime klose ov¢iho (Melophagus ovinus). Klo§ se zivi krvi
postizeného zvifete, na kterém probihd jak vyvojové stddium, tak stadium dospélce.

Ojedinéle mize dojit k oslabeni takto nakazeného zvitete (Pav a kol., 1981).

Vsenky
U muflona zastoupeny druhem Damalinia ovis. Jedna se o drobného cizopasnika
velikosti 1-2 mm. Zivi se Supinami kiize, nebo drobnymi ulomky srsti. Pobihanim mezi

srsti zver spiSe zneklidnuji (Pav a kol., 1981).

Klistata

Castym vn&j§im parazitem byva také klisté obecné ( Ixodes ricinus ), které cizopasi
nejen na muflonech, ale i na mnoha dalSich druzich zvéfe. Tento cizopasnik se
prichytava na kazi zvitat, ze které saje krev. Malo kdy je vSak nékaza natolik pocetna,
aby doSlo k vyhublosti zvifete nebo nedokrevnosti. Na druhé stran¢ vSak nebezpeci
tohoto parazita spo¢ivd v moznosti pfenosu virovych ndkaz a roz$ifovani jejich ohnisek

(Pav a kol., 1981).
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2.2 DIKROCELIOZA

2.2.1 Puvodce onemocnéni

Pivodcem tohoto parazitarniho onemocnéni je motolice kopinata Dicrocoelium
dendriticum RUDOLPHI, 1803 (syn.: Dicrocoelium lanceolatum), nazyvana téz ,,mala
jaterni motolice®. Systematicky je zatazena do tfidy Trematoda — motolice, celed’
Dicroceliidae (Buchar a kol., 1995).

Motolice kopinata (Dicrocoelium dendriticum) ma ploché télo listovitého tvaru, které
je prasvitné. Na délku méfi 8-14 mm a na Sitku pak 2-3 mm. Bfisni prisavka je
umisténa v poloving t¢la, za ni nalezneme kulovita varlata. Vaje¢nik je umistén v zadni
casti t€la. Stied téla je vyplnén stromkovité vétvenou délohou. (Jira, 1998) Vajicka
motolice jsou ovalnd, tmave hnéda, velikostni 38-45 pum na délku a 22-30 um na Sitku.
Obsahuji miracidium (Otranto a Traversa, 2002).

Tato motolice se vyskytuje prakticky na celém svété. Cizopasi ve zlu€ovych cestach
v jatrech byloZravych savci, zvIlasté ovci, ale 1 skotu, koz nebo sparkaté zvéte.
Vyskytuje se vSak 1 u pst a kocek, vzacné také u Cloveka (Hanzdk a kol., 1973). Ovce
jsou k motolici kopinaté zvlaSt¢ vnimaveé, avSak diky piibuznosti je tato vnimavost
prevedena také na muflona. V nékterych zdrojich se uvadi i vliv véku hostitelského
organismu na velikost nakazy (Manga a kol., 1991).

Vyvojovy cyklus motolice kopinaté je relativné slozity a zdlouhavy. Probihd pies
dva mezihostitele. Cely trva piiblizné¢ 6 mésicti. Dospéli jedinci, ktefi se nachazeji ve
zlucovych cestach, jsou hermafrodité, ktefi maji jak samci, tak samici pohlavni orgény.
Produkuji oplozend vajicka, ktera se dostavaji zluCovody do traviciho traktu a spolu
s trusem ven z téla hostitele. Tato vajicka obsahuji miracidium a musi byt poziena
prvnim mezihostitelem. V tomto piipadé jsou to suchozemsti plzi rodu Zebrina, Ena,
Helicella, Theba a dalsi (Kratochvil, 1973).

Stadium vyvoje v plzi trva 3-4 meésice. Behem této doby se z miracidia tvori
asexualné sporocysty prvni a druhé generace. Druhd generace formuje cerkarie, které
migruji do dychaci dutiny plze a odkud jsou spole¢né se slizovitym sekretem vytlaceny

ven dychacim otvorem. Slizovity obal chrani cerkérie pred vysusenim.
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Takto vzniklé cerkarie jsou nasledné pozieny mravencem z rodu Formica (napr. F.
fusca, F. pratensis, F. rufibarbis). Zde se vyvijeji v metacerkarie. Cyklus v mravencich
trva obvykle dobu 1 — 2 mésicu. Nékteré cerkarie (1-2) (Otranto a Traversa, 2002) jsou
lokalizovany v subesofagealnim nervovém gangliu. Timto ovliviiuji chovani mravence
aten se pfi poklesu teploty pod 15°C nevraci do mravenisté, ale zistava v kieci
prichycen na vrcholcich rostli. Timto se rapidné zvysuje pravdépodobnost, ze bude dany
mravenec pozien definitivnim hostitelem.

V travicim systému hostitele, v duodenu, je pak poziely mravenec natraven
a metacerkarie migruji Zlu¢ovodnymi cestami do jater. Zde dozrava v dospélého jedince

a cely cyklus se opakuje (Otranto a Traversa, 2002).

Obrazek ¢. 1: Vyvojovy cyklus motolice kopinaté (Kratochvil, 1973)

79. Vy?oiovy cyklus motolice kopinaté — Dicrocoelium dendriticum: A. V hostiteli (a) Zije dospélec

(b); vajitka odchézeji trusem do prostfedi (1). B. Ve vajitkich se tvofi miracidium (2), které se

.uvolﬁg;e? jakmile vaji&ko pozie mezihostitel ¢); v ném prodélavé vyvoj a% do stavu cerkirii (3a §5);

cukéne jsou vytlatoviny ven z téla mezihostitele shluklé do tvaru slizovitych kouli (4). C. Pozfe-li

-cerkérie (5) predhostitel (d), méni se v ném v invazni metacerkrie (6). (Sestaveno podle riiznych
L 1t e iy L ; autord.)

2.2.2 Epidemiologie a prevalence

Vyskyt ndkazy motolici kopinatou u Clovéka byva sporadicky. Naproti tomu vSak

u zvitecich hostitelti je prevalence vysoka. Nékaza je rozSifena prakticky celosvétove
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ato jak v udolnich pastvinach, tak ve vysokohorskych pastvinach. Dulezité je pouze,
aby lokalita poskytovala optimédlni podminky pro rozvoj suchozemskych plza
amravencu, ktefi jsou nezbytni jako hostitelsky organismus pro rozsifeni nakazy
motolici v dané lokalité. V Ceské republice se dikrocelioza vyskytuje piedeviim ve

stfednich a jiznich Cechéach a na jizni Moravé (Duchaéek a Lamka, 2003).

2.2.3 Symptomatologie

Nemoc ma dvé faze. Féazi invazivni a fazi biliarni. Prvni invazivni fazi rozumime
migraci motolice v jaternim parenchymu, druhou, bilidrni pak usazovani motolic ve
zluCovych cestach hostitele. U nemocnych zvifat byla zaznamenana ztrata ¢i zména
dialezitych biomolekul, napt. plazmatickych proteinti. Zatéz do 4000 jedinci motolice
kopinaté nezplisobuje u ovei vyznamnou ztratu plazmatickych bilkovin. Klinické
symptomy tak nejsou obvykle zjevné, dokud nedopéje onemocnéni do té€zSiho stadia.
Na postizeni dikroceliézou ukazuje anémie, edém, vyhublost, v pokrocilém stadiu pak

také zmény povrchu zlucovodd, jejich rozsiteni a cirhoza jater (Kubénova, 2006).

2.2.4 Diagnostika

NejbeéZnéji pouzivanou metodou pro diagndézu ndkazy motolicemi je koprologicka
zkouska, kdy se stanoveni ndkazy opira o mikroskopicky nélez vaji¢ek v trusu.
Negativni koprologicky nalez vSak zcela nevylucuje dikrocelidozu. Spolehlivé byva
odhalena aZ po utraceni zvifete a prohlidce jateni tkdné¢ a Zlu¢ovodu.

V poslednich letech jsou vyvijeny imunodiagnostické metody (imunofluorescence,
precipitace, pasivni hemoaglutina¢ni test, komplementarni fixace, ELISA) jako
alternativa ke koprologickym zkouskam a postmortalni prohlidce jater. ELISA testy
zalozené na antigenech proti motolici kopinaté se ukazaly jako spolehlivé a schopné

odhalit nakazu relativn¢ brzy (Otranto a Traversa, 2002).

2.2.5 Profylaxe a 1écba

Vzhledem ke slozitosti vyvojového cyklu je 1é¢ba onemocnéni dikrocelidzy obtiznd a

malo Gspesna. Mnoho bézné uzivanych anthelmintik je v doporucenych davkach proti
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motolici neucinné a to z divodu Spatné dostupnosti motolic ve zluovych cestach.
Profylaxe je v endemickych oblastech zalozena na 1écbé vSech zvirat piimo
vystavenych infekci. Na zékladé epidemiologie se pak doporucuje provadét 1écbu
dvakrat az tfikrat rocné a to na jare, a pied ustajenim na podzim.

Jako 1éCiva jsou pouzivana hlavné benzimidazolova anthelmintika (albendazol,
mebendazol, fenbendazol, triklabendazol, thiabendazol) a pro-benzimidazoly (thiofanat,
netobimin). Je nutné podat vys$i davky zminénych anthelmintik. Napt albendazol
v davkach 15 a 20 mg/kg per os zpusobil redukci motolice kopinaté v jatrech o 98,2
a 99,6 % (Himonas, C., 1980). Naproti tomu davka obvykla 10 mg/kg zptsobila pokles
pouze 0 92,22 % (Cordero, 1980, Otranto a Traversa, 2002).
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2.3 BENZIMIDAZOLOVA ANTHELMINTIKA

Benzimidazolova anthelmintika jsou Siroce uzivanymi 1é¢ivy jak v humanni, tak
ve veterinarni medicin€é. Jednd se o latky, v jejichz zakladni struktuie se nachazi
planarni struktura benzimidazolu. Odtud také nazev celé skupiny téchto latek. Jedna-li

se 0 pro- benzimidazoly, dochazi k tvorb¢ této struktury az v organismu.

2.3.1 Chemicka struktura a mechanismus uéinku

Zakladem struktury je planarni struktura benzimidazolu. Jednd se bicyklickou
strukturu, kde je na imidazolovy heterocykl pfipojen v poloze 4 a 5 benzen. Dalsi
substituci v polohdch 2 a 5 pak bylo pfipraveno nékolik tisic latek s rozdilnymi
fyzikdln¢ chemickymi vlastnostmi a farmakokinetikou (Lanusse a Prichard, 1993).
Pouze né€kolik se vSak dostalo do stddia komer¢niho vyuziti. Samoziejmé vSak vyzkum
v této oblasti neustal a mizeme se tak setkdvat s nov€ syntetizovanymi
benzimidazolovymi slouéeninami s anthelmintickou aktivitou (Mavrova a kol, 2006).
Srovname-li farmakodynamiku benzimidazold, je prakticky stejna u vSech derivati.
Spociva hlavné ve vazb€ na B-tubulin s naslednou blokéddou polymerizace tubulinu, po
némzZ dochazi k rozkladu vnitiniho uspotfddani bunék parazita. Byla téZ pozorovana
inhibice transmembranového pienosu elektrond, resultujici v poruSeni energetické
balance ATP/ADP, ovlivnéni energetického metabolismu parasita a nésledné smrti
(Lacey, 1990; McCracken a Stillwell 1991, Solana a kol. 1998). Nizka toxicita pro
hostitelsky druh je zptsobena 1000x vyssi afinitou k tubulinu parazitli, nez k tubulinu
savcll. Pozménéna struktura molekuly tubulinu pravdépodobné zplsobuje vznik
rezistence paraziti k 1é€b¢é (Lanusse a Prichard 1993, Frayha a kol, 1997). Bylo jiz
identifikovano n€kolik mutaci ve dvou genech pro B-tubulin, avSak neni to jediny
mechanismus, ktery vede k rezistenci na benzimidazoly (Gilleard, 2006). Tato
rezistence se vyskytuje prakticky jiz u nckolika druhii parazitd, jako napiiklad
Haemonchus contortus (Lacey, 1986), nebo Taenia columbriformis (Chartier a kol,
1998).

Podle struktury lze rozdélit benzimidazoly do ¢tyt skupin (tab ¢ 2. dle Lanusse

a Prichard, 1993)
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A. benzimidazol thiazoly — thiabendazol, kambendazol

B. benzimidazol methylkarbamaty — parbendazol, mebendazol, flubendazol,
cyklobendazol, oxybendazol, luxabendazol, albendazol, rikobendazol, fenbendazol,
oxfendazol

C. halogenované benzimidazol thioly - triklabendazol, luxabendazol

D. pro-benzimidazoly — thiofanat, febantel, netobimin

Fyzikalni vlastnosti

Benzimidazoly jsou latky krystalické s vysokym bodem tani. Rozpustnost ve vod¢ je
Spatnd a je limitujicim faktorem pro technologické zpracovani 1ékové formy
benzimidazolt. Také biologickd dostupnost je timto faktorem do znacné miry
limitovand a Uc¢innost proti parazitim lokalizovanym mimo zaZivaci trakt tak mize byt
problematickd. Z tohoto divodu byly v pozdgjsich letech syntetizovany tzv. pro-
benzimidazoly, coz jsou latky farmakologicky neucinné, avsak s dobrou rozpustnosti ve
vod¢é. Po podani hostitelskému organismu jsou vSak (zpravidla za ucasti stfevni
mikroflory) transformovany na uc¢inné metabolity.

Ze zminovanych pro-benzimidazoli jsou aktivnimi metabolity u thionaftatu —

lobendazol, u febantelu — fenbendazol a u netobiminu — albendazol.

Zavislost struktury na G€inku

Zékladni struktura benzimidazolu spoleéné s vhodnou substituci v poloze 2 je
dalezitd pro vazbu na parazitarni B-tubulin. Obmény struktury, které nahrazovaly v
heterocyklu benzimidazolu dusik jinym atomem (kyslik, sira, uhlik) vedly ke sniZeni
vazebnosti na B-tubulin a tim ke snizeni anthelmintické ucinnosti.

Optimalni substituce v poloze 2 dava tomuto regionu velikost, polaritu a dipolovy
moment, ktery vhodné umoznuje interakci s vazebnym mistem tubulinu. Pro tuto
interakci  jsou pravé vhodné substituce 2-thiazolem (thiabendazol) a 2-
methylkarbamétem (albendazol, fenbendazol). Substituce jiné, nebo zaddné dosahuji
mnohem niz$i nebo zadné GcCinnosti. Substituce, které se zamétily na dusik heterocyklu
se ukazaly jako nevhodné a sniZujici u€¢innost anthelmintika.

Substituce v poloze 5 benzimidazolu modifikuje intenzitu interakce a méni
fyzikéalné-chemické vlastnosti latky odrazejici se v jeji farmakokinetice. Vysoké

ucinnosti dosahuji benzimidazoly obsahujici siru v 5-substituentu (albendazol,
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rikobendazol a dalsi). Substituce halogeny nepfinesla vyrazné zvysSeni ucCinnosti
(fenbendazol, triklabendazol (Velik, 2005).
Tabulka ¢. 2: Chemicka struktura anthelminticky uc¢innych benzimidazoli a pro-

benzimidazolt

benzimidazol

substituce

derivat
v poloze 5 v poloze 2

thiabendazol

cambendazol

albendazol

fenbendazol

mebendazol
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flubendazol

parbendazol

cyklobendazol

oxybendazol

luxabendazol

rikobendazol

oxfendazol
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triklabendazol

lobendazol

thiofanat

febantel

netobimin

V soucasnosti u nds ptrevazuje pocet registrovanych 1éCivych ptipravkia s obsahem
benzimidazolii pro pouziti ve veterinarni praxi nad poctem lécivych piipravkll pro

pouziti u lidi. (Databaze AISLP)
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2.3.2 Albendazol

vvvvvv

uzivany k 1écbé helmintéz. Te to déno velkym rozsahem ucinku, ktery zahrnuje
nematoda, cestoda a také trematoda. Uziva se hlavné u piezvykavcu. Je, spolu se svym
aktivnim metabolitem (albendazol-sulfoxid, rikobendazol), uinny proti dospélym
jedincim 1 vétsiné vyvojovych stadii véetné vajicek cervu (Dayan, 2003). V huménni
medicing je uzivan k 1é¢b¢ echinokokozy, cysterkozy, askariozy, nekatorozy a filaridzy

(Velik, 2005).

2.3.2.1 Fyzikalné chemické vlastnosti

Albendazol je podle soucasného platného chemického nazvoslovi methyl-[5-
(propylsulfanyl)-1H-benzimidazol-2-yl] karbamdt.  Sumarni  vzorec, Ci2H1sN30,S,
molekulova hmotnost Mr= 265,34 g/mol.

Jedna se o bily, nebo slabé nazloutly prasek, ktery je prakticky nerozpustny ve vodé,
snadno rozpustny v bezvodé kyseliné mravenci, velmi Spatn€ rozpustny
v dichlormethanu, prakticky nerozpustny v lihu 96 % (CL 2005). Hodnota pKa = 10,26
a 2,80 je pro albendazol. Pro albendazol sulfoxid (rikobendazol) je pak pKa = 9,79
a 0,20. Vazba na proteiny je uddvana v rozmezi 89-92 % (Jung a kol, 1998). Vyse
zminéné fyzikalné¢ chemické udaje jsou dilezité hlavné z divodu technologického
zpracovani albedazolu do Iékové formy. Témi jsou hlavné suspenze, pasty a granulaty
pro oralni nebo intrarumindlni podani. Mezi dalsi Iékové formy, pouzivané pro 1écbu
albendazolem, byly systémy pro dlouhodobé uvoliiovani 1éCiva. Z hlediska indukce
enzymul a moznosti vzniku rezistence parazita na 1é¢ivo jsou vSak tyto systémy méné

vhodné (Velik, 2005).
2.3.2.2 Farmakokinetika
Albendazol jako parentni latka je po poddni metabolizovan ve dvou stupnich.

V prvnim stupni vznika opticky aktivni latka ABZSO(-,+) neboli albendazolsulfoxid.
Druhym krokem metabolizace je pfeména ABZSO(-,+) na albendazolsulfon ABZSO,.

27



Po ordlnim podéni je albendazol absorbovan v travicim traktu. Vzhledem k fyzikalné
chemickym vlastnostem, liposolubilité, ionizovatelnosti a rozpustnosti hraje zpracovani
1ékové formy v tomto kroku klicovou roli (Dressman a Reppas, 2000). Velkou roli pii
absorbci albendazolu hraje také uspotradani traviciho traktu hostitelského organismu.
U druhtt s menSim objemem zaludku a stfev je biologickd dostupnost oproti druhtim
polygastrickym snizena. Podani polygastrickym zvifatim je naproti tomu vyhodné.
V prostiedi bachoru je u polygastrickych zvifat vétSina benzimidazoll 1épe rozpustna
nez v kaudalngjSich Castech zazivaciho traktu (Velik, 2005).

V prvnim kroku metabolizace albendazolu se uplatiuje ptredev$im cytochrom
P4503A (CYP3A) a flavinové monooxigendzy (FMO), produktem je albendazolsulfoxid
(ABZSO). Jelikoz se jedna o latku chiralni, vznikaji dva enantiomery: (-)-ABZSO
a (+)-ABZSO. CYP generuje ptevazné (-)-ABZSO formu, zatimco FMO produkuje
(+)-ABZSO formu. (Moroni a kol.,1995) Nasledna biotransformace, pievazné
katalyzovana  nejvice  podrodinou  cytochromu P4501A dava  vzniknout
albendazolsulfonu (ABZSO,). Albendazolsulfoxid je pro tc¢inek 1éby velice dilezity,
jelikoZ prave tato molekula je povaZovéana za G¢innou latku s anthelmintickym tc¢inkem.
Naproti tomu albendazolsulfon je latkou farmakologicky inaktivni (Velik a kol., 2003).

Oba vzniklé enantiomery se liSi vazebnosti na P-tubulin parazita. Za slouceninu
zodpovédnou za anthelmintickou aktivitu je povazovana (+)-ABZSO forma (Solana
a kol, 2002). Pomér téchto dvou enanthiomeri je tedy dileZitym faktorem ovliviiujicim
vlastni ucinek albendazolu na prarazita. Pfi studiu farmakokinetiky by tedy nemél byt
tento fakt opominut. Tento pomér je druhové specificky. Naptiklad piezvykavci, psovité
Selmy a clovék maji tento pomér podobny, posunuty ve prospech (+)-ABZSO.
U potkana je naproti tomu v pievaze (-)-ABZSO. Pomér enantiomerd vSak neni

konstantni, ale méni se v zavislosti na ¢ase od podani 1é¢iva. (Velik a kol., 2003).
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Obrazek ¢. 2: Zékladni schéma metabolizace albendazolu (Cristofol a kol., 2000)

U albendazolu byl také popsan indukcni efekt na biotransformacni enzymy, hlavné
podrodinu CYP1A. Po opakovaném podavani albendazolu muflonovi (muflonky, vék 5-
8 let) byly pozorovany naristy aktivit CYP1A a CYP1A2 v jatrech a tenkém stievé.
Vin vitro studii s primarni kulturou muflonich hepatocytti nebyl indukéni efekt na
CYP1A vyznamny. K indukci CYPIA vSak doslo i po jednorazovém podani
albendazolu (Velik a kol., 2005). Toto zjisténi je pfi 1écbé albendazolem nutno brat
v uvahu. Dochézi ke zrychleni tvorby inaktivniho ABZSO2 a tim k také ke snizovani
koncentrace t¢inného ABZSO. To néasledné¢ muze vést az ke vzniku helmintorezistence.
Nutno také podotknout, Ze indukce CYP1A mize znacné€ ovlivnit metabolismus jinych

latek a 1&¢iv.
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2.3.2.3 Davkovani

Davkovani abendazolu neni jednotné pro vSechny zivocisné druhy. Albendazol se
pouziva pievazné u ovcei a skotu. Ochranné lhity jsou, dle dostupnych informaci
k prodavanym piipravkiim na trhu, pro potravinova zvifata 14 dni na maso a 72 hodin
na mléko. U onemocnéni dikrocelidézou, jejiz ptivodce sidli ve zluCovodech jater, je
minulosti jiz nékolikrat a to jak s jednordzovym, tak s opakovanym podanim
albendazolu. ZkuSenosti s intrarumindlnim (které je vyhodné&jsi, nezli podani per os)
Vv koncentracich 15 a 20 mg/kg zivé hmotnosti ukazaly redukci D. dendriticum v jatrech
0 98,2 % a 99,6 % (Himonas a Liakos, 1980) zatimco podani davky 10 mg/kg Zivé vahy
vedlo k redukci pouze na 92,22 % (Cordero, 1980). Testovany byly také intraruminalni
kapsle s pozvolnym uvolfiovanim, které vedly k poklesu nakazy u D. dendriticum
0 88,5 % (Corba, 1991).

Z mnoha praci na toto téma je tedy patrné, ze davky albednazolu podavané
jednorazové proti D. dendriticum by nemély byt niz$i, nezli 15 mg/kg z.hmotnoti.
V ptipadé¢ opakovaného podéani je pak vhodné, aby davka poddvaného 1écCiva byla
alesponn 7,5 — 10 mg/kg z. hmotnoti (Duchacek, 2003). Z divodu indukce enzymu
CYPIA (Velik et al. 2005) je vSak lepsi pouzit davku jednotlivou, kdy je potencialni
vznik rezistence parazita na 1é¢ivo omezen.

Zajimavé a pro tuto praci dulezité jsou udaje naméfené pii podani albendazolu
Vv jednorazovych davkach 30 a 50 mg/kg z. hmotnosti, kdy hodnoty poctu vaji¢ek na
jeden gram vySetfovaného materidlu poklesly na nulové hodnoty béhem 4 resp. 6 dntl.
Ve sledovaném souboru zvifat (muflon — Ovis gmelini musimon) byl také sledovan
vyskyt Miiellerius capillaris. Na tohoto parazita plsobil albendazol jiz v nizSich
davkach (Duchacek, 2003). Vezmeme-li tedy v tvahu moznost vzniku rezistence
helmintd pii opakovaném podavani 1éCiva a velikost davky, kdy je 37,5 mg/kg
(Bowman, 1999) u ovce povazovano za maximdlni tolerovanou davku, jevi se
jednorazové podani 30 mg/kg pro 1écbu jako vhodné. Studie (Duchacek, 2003) vsak
nebyla uzaviena s jednoznaénymi vysledky. Je vSak asi nejucelenejsi praci, kterd se

davkovacimi schématy albendazolu u muflona a dikrocelidzy zabyva.
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2.3.2.4 Pripravky obsahujici albendazol v CR

Znacn¢ prevazuji ptipravky, uzivané pouze ve veterinarni praxi. Jedinou vyjimkou je
Zentel uzivany v humanni mediciné pro 1écbu chorob vyvolanych prvoky nebo cervy:
enterobidza, ankylostomdza, nekatoridza, hymenolepidza, tenidzy, strongyloidoza,
askaridoza, trichuridza, klonorchidza, larva migrans cutanea, giardidza u déti. Piipravky
registrované jako veterinaria s obsahem albendazolu jsou pouze Albex 10% a Aldifal
10%. U obou je cilovym druhem zvifat skot a ovce. Jsou urceny pro 1é€bu a prevenci
motoli¢natosti (dospélci a larvalni stadia Fasciola hepatica a Dicrocoelium
dendriticum), gastrointestinalnich a plicnich nematodéz a moniezidézy u ovci Aldifal
2,5% a u skotu Aldifal 10%. Ptipravek Albex 10% je pak uréen k 1écbé
gastrointestinalnich a plicnich parazitd u skotu (Ostertagia spp., Haemonchus spp.,
Trichostrongylus spp., Nematodirus spp., Oesophagostomum spp., Bunostomum spp.,
Cooperia spp., Strongyloides spp., Dictycaulus viviparus, Moniezia spp., Fasciola
hepatica) a u ovce (Ostertagia spp., Haemonchus spp., Trichostrongylus spp.,
Nematodirus spp., Chabertia spp., Oesophagostomum spp., Dictyocaulus filaria,

Moniezia spp., Fasciola hepatica).

Tabulka ¢. 3: Prehled registrovanych hromadné vyrabénych 1é€ivych piipravki s

obsahem albendazolu v CR (zdroj: databaze AISLP 2008.1)

nzev pfipravu ATC e | elikost baten
ALBEX 10% A.U.V. QO09AA 100 mg / ml SOL/1LT
ALDIFAL 10% A.U.V. QO9%AA 100 mg / ml SUS /100 ML
ALDIFAL 10% A.U.V. QO9%AA 100 mg / ml SUS/ILT
ALDIFAL 10% A.U.V. QO09AA 100 mg / ml SUS/5LT
ALDIFAL 2,5% A.U.V. QO9%AA 25 mg/ ml SUS /100 ML
ALDIFAL 2,5% A.U.V. QO09AA 25 mg/ mi SUS /500 ML
ALDIFAL 2,5% A.U.V. QO9%AA 25 mg/ ml SUS/1LT
ALDIFAL 2,5% A.U.V. QO09AA 25 mg/ mi SUS/5LT
ZENTEL P02CAQ3 200 mg / thl POR TBL
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3. CIL PRACE

Hlavnim cilem prace bylo pfispét k poznani farmakokinetiky albendazolu po jeho
jednorazovém podani u muflona (Ovis gmelini musimon) se zaméfenim na

biotransformacni pfemény parentni latky. Dil¢imi cili byly:

1. Pfipravit a uskuteCnit v terénnim chovu experimentalni prace na muflonech
osetfenych shodnou davkou IéCiva, zvifata utratit v riznych casovych
intervalech po oSetfeni albendazolem a navzorkovat je.

2. Ve vzorcich krve (séra), zluci ze zlu¢niku a Zlu¢ovodl stanovit pomoci HPLC
koncentrace parentni molekuly a jejich metabolita.

3. Ve vzorcich biologickych tekutin stanovit také koncentrace obou enantiomerti

albendazolsulfoxidu.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 EXPERIMENTALNI ZVIRATA

Pti experimentu ¢.1 byly pouzity muflonky z oborniho chovu Vlkov pod Oskobrhem.
Celkem 12 zvitat bylo rozdé€leno do 4 skupin po tfech, stafi muflonek se pohybovalo

vV rozmezi 4-10 let. Zvifata byla individudlné oznacena us$nimi znamkami. Ptehled

rozde¢leni zvifat do skupin a jejich charakteristik je zobrazena v tabulce ¢. 4.

Tabulka ¢.4: Prehled rozd¢leni zvifat do skupin a jejich charakteristika

experimentalni ¢islo usni znamky [stari zvirete (rok) |brezost (ano/ne)

skupina

A B2 6 ano
41 6 ne
45 9 ano

B Bl 8 ano
47 5 ano
42 10 ano

C 69 7 ano
49 7 ano
50 4 ano

D 61 5 ano
¢.2 7 ano
43 8 ano

V experimentu ¢. 2 byly pouzity muflonky z oborniho chovu Vlkov pod Oskobrhem,

jednalo se o 2 muflonky ve stafi 4 a 6 let, obé biezi. Individualné oznaceny usnimi

znamkami jako M3 a M4.

Veskeré experimenty byly provadény se souhlasem etické komise matetského

pracovisté 1 jemu nadfizenych slozek.
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4.2 POMUCKY A PRISTROJOVE VYBAVENI

Pomtcky:
laboratorni sklo (kadinky, odmérné banky, odmérné valce), mikrozkumavky;,

automatické pipety, pipetovaci Spicky, vialky, inserty, stopky, vazenka, navazovaci

1zicky a kopistky, magnetické michadlo, parafilm, popisovaci fixy.

Ptistrojové vybaveni:
pipety eppendorf v rozmezi 1 — 1000 ul

freezer Heraeus HeraFreeze

analytické vahy - Scaltec SBC 22

vysokouéinny kapalinovy chromatograf - Shimadzu 10 AVP
koncentrator - Eppendorf Concentrator 5301

ultrazvukova lazen - Bandelin Sonorex

digitalni pH-metr - Jenway LTD 3020

Pouzité chemikalie:
albendazol - Sigma, CR
albendazolsulfoxid - Toronto Research Chemicals, Kanada
albendazolsulfon — Toronto Research Chemicals, Kanada
amoniak - Lachema, CR
octan ethylnaty - Sigma, CR
acetonitril pro kapalinovou chromatografii - Sigma, CR
isopropylalkohol - Merck
b&Zné chemikalie &istoty p.a. - Penta, CR; Lachema, CR:
NazHPOQO4- 12H20, NaH2POs - 2H20, KH2PO4, K2HPOs4,

Vermintan gran. 20%
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4.3 METODIKY

4.3.1 Piiprava vzorku

4.3.1.1 Experiment ¢. 1

Pokus byl uskutecnén dne 14.1. 2005

K provedeni vlastniho pokusu byla v obornim chovu v obci Vlkov pod Oskobrhem
vyclenéna skupina 12 kust muflonek. Zvitata byla nejprve zvazena, aby bylo mozné
aplikovat kazdému kusu ptfesnou davku léciva stanovenou na 30 mg/kg zivé hmotnosti.
Vsem zvifatim byla podana peroralni suspenze 10% suspenze albendazolu ( pfipravena
z 20% Vermitan granulatu ). Doba podani lé¢iva byla u kazdého kusu zaznamenana tak,
aby mohlo dojit k utraceni zvifete v pfesném intervalu po podani.

Casové rozmezi pro utraceni zvifat bylo 4 hodiny (skupina A), 6 hodin (skupina B),
8 hodin (skupina C), 10 hodin (skupina D) po podéani 1éCiva. Postupné bylo utraceno

vSech 12 muflonek.

Z kazdého zvitete byl odebran vzorek biologickych materialii:

% zluc ze zluCovodu

& zluc ze zluniku

&, krev, ze které nésledné bylo separovano sérum
Vzorky byly popsény pismenem skupiny a v kazdé skupin¢ oznaceny 1-3.

Vzorky ze Zlu¢ovodu jednotlivych zvitat byly pozdéji spojeny a to po 0,3 ml od
kazdého zvifete do smésnych vzorkli a oznafeny jako Asv — Dsv. Dale byly pro
pfipadnou analyzu ponechény zbytky individualnich vzorkda.

Krev byla odebrana jako prvni do plastovych zkumavek pii vykrvovani zvifete,
bezprostfedné po té nasledoval odbér dalsich vzorkd. Zlu¢ ze Zlu¢ovodi byla ziskana
punkci terminalniho zlu€ovodu v oblasti jaterniho hylu, odbér Zlu€e ze zlu¢niku byla
provedena po jeho uvolnéni z jaterni tkdné a pfevedenim celého jeho obsahu do

plastové zkumavky.

Uchovavani materialu:
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Materidl byl az do doby zpracovani uchovavan v hlubokomrazicim zatizeni pfi teploté -

80 °C.

Zajisténé vzorky biologickych materiali:

Zlug ze zluovodi

A —pouze Al kvantitativné, ostatni bez odbérti.
B — kvantitativné vSechna zvirata

C — kvantitativné vSechna zvirat

D — kvantitativné vSechna zvifata

Zlu¢ ze zluéniku

A-D 1-3 — kazdy vzorek do vlastni zkumavky

Sérum:

A-D 1-3 — kazdy vzorek do vlastni zkumavky

4.3.1.2 Experiment ¢. 2

Pokus byl uskutecnén dne 22.2. 2007

Na zéklad¢ vysledkl z pfedchoziho experimentu byla podana 2 muflonkam stejna
davka albendazolu jako v prvnim ptipadé 30 mg/kg. Biologické vzorky byly odebrany
po utraceni zvifat shodné s experimentem ¢.1 za 6 hodin od podéni 1é¢iva. Planovano
bylo odebrat zlu¢ ze Zluéniku, zlu€¢ovodl a krev pro ziskani séra. U jednoho ze zvifat se

nepodaftilo odebrat Zlu¢ ze Zlu€ovodii. Vzorky byly oznaceny jako M3 a M4.
4.3.2 extrakce

VSechny vzorky byly zpracovany extrakci do octanu ethylnatého po zvySeni pH na
rozmezi 10 — 11 pomoci amoniaku. Extrakce byla provedena protiepavanim po dobu 5

minut. Po odd¢€leni obou fazi byla octanova faze odebrana a pievedena do vialky.

Nasledné byly vzorky odpafeny v koncentratoru. Extrakéni ucinnost byla pro zluc¢

36



stanovena pro ABZ, ABZSO a ABZSO; na 95,33 %, 59,95 % a 83,25 %. Pro sérum

nemohla byt vzhledem k nedostatku ¢istého séra stanovena.
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Zlug¢

Extrahovano bylo 400 pl zluc¢i do 800 pl octanu ethylnatého. Ke kazdému vzorku
bylo pfidano pied extrakci 20 pl amoniaku pro zvysSeni bazicity. Nasledné byla
provedena extrakce vzorku. Vrstva s octanem ethylnatym byla pievedena do vialky

a odparena v koncentratoru. Stejn¢ tak byla provedena extrakce zluci ze zlu¢ovodu.

Plasma
300 pl vzorku bylo extrahovano 800 pl octanu ethylnatého za zvySeného pH pomoci
30 ul NHs. Vrstva octanu ethylnatého byla opatrné odebrana a prevedena do vialky.

Nasledné byla odpatena v koncentratoru.

Pied méfenim vzorkti na HPLC byl kazdy vzorek rozpustén v 800 pl mobilni fazi
ana 10 minut ponoien do ultrazvukové lazné. Po rozpusténi nasledovalo vlastni méfeni
pfi kterém byla ochytavana frakce ABZSO (total+-). Nasledné byla tato frakce odpaiena
v koncentrétoru.

4.3.3 HPLC analyza

4.3.3.1 Achiralni analyza vzorku

Analvza vzorku séra

Achiralni HPLC méfeni vzorki bylo provedeno pomoci systému Shimadzu Hplc
sestavajiciho se z modulti — pumpa Shimadzu LC-10ADvp, autosampler Shimadzu LC-
10ADvp, fluorescen¢ni detektor Shimadzu RF10Axl (Aex=290 nm, Agm=320 nm),
kolonovy termostat Shimadzu CTO-10ACvp. Jako kolona byla pouzita kolona HPLC
LiChroCART 250-3 (LiChrosper 60 RP-select B, 250 mm x 3 mm, 5 um) reverse-
phase. Jako predkolona LiChroCART 4-4 (LiChrosper 60 RP-select B, 4 mm x 4 mm, 5
um). Mobilni faze se sestavala z acetonitrilu a pufru ze fosfore¢nanu draselného o pH 3.
Pomér byl 35:65 v/v. Pritok kolonou v isoktatickém modu 0,5 ml/min. VSechny
experimenty probihaly pii teploté 25 °C.

Data byla zpracovéana programem Shimadzu Class VP, verze 6.12 sp2. Slouceniny

byly identifikovany pomoci reten¢nich ¢asi stanovenych pomoci referencnich latek.
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Za téchto chomatografickych podminek byly reten¢ni Casy sloucenin 5.1 min
(ABZSO - a +), 7,1 min (ABZSO;) a 17,2 min (ABZ). Linearni kalibrace byla
provedena v rozsahu 2000 — 13000 ng/ml pro ABZ, 250 — 3000 ng/ml pro ABZSO, 25-
125 ng/ml pro ABZSO,.

Béhem analyzy byla z kazdého vzorku do vialky odchycena frakce ABZSO (+,-).
Pokud to bylo mozné, byla snaha odchytit celou frakci, tak, aby koncentrace analytu pro
nasledné meéfeni chirality byla dostatecna. Pfi nizkych koncentracich v métfenych
vzorcich byl zvySen objem néstfiku desetindsobné tak, aby nasledné bylo mozno
chiralitu zméfit. Odchycené frakce byly odpafeny na koncentratoru Eppendorf 5310.
Tyto vzorky byly pozdéji podrobeny chiralni analyze.

Obrazek ¢.3: Ukazka HPLC chromatogramu déleni albendazolu a jeho metabolitli

albendazolsulfoxidu a albendazolsulfon pfi analyze séra.
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Analvza vzorku zluci

Po pokusech o analyzu zlu¢i ptredchozi metodou bylo zjisténo nedostatecné
oddélovani analyzovanych latek od latek balastnich, které v extraktu zbyly. Tyto pokusy
byly provedeny s ¢istou zluci, do které byly pfidany standarty jednotlivych sledovanych
latek. Vzhledem k tomu, Ze bylo dulezité ziskat Cisté oddélené latky, aby bylo mozné
provést analyzu chirality u ABZSO, rozhodl jsem se pro Upravu stavajici metody tak,

aby byla zajiSténa Cistota jednotlivych metabolitti.
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Achiralni HPLC méfeni vzorkd Zlu¢i bylo provedeno pomoci systému Shimadzu
Hplc sestavajiciho se z moduld — pumpa Shimadzu LC-10ADvp, autosampler Shimadzu
LC-10ADvp, fluorescen¢ni detektor Shimadzu RF10AX] (Aex=290 nm, Agy=320 nm),
kolonovy termostat Shimadzu CTO-10ACvp. Jako kolona byla pouzita kolona HPLC
LiChroCART 250-3 (LiChrosper 60 RP-select B, 250 mm x 3 mm, 5 um) reverse-
phase. Jako piedkolona LiChroCART 4-4 (LiChrosper 60 RP-select B, 4 mm x 4 mm, 5
um). Mobilni faze se sestavala z acetonitrilu a pufru z fosfore¢nanu draselného o pH 3.

Metoda probihala formou ¢astecného gradientu. Prutok kolonou byl 0,6 ml/min pii
teploté 25 °C. V prvni ¢asti je pomér fosforecnanového pufru a ACN 75:25, mezi 17 a
19 minutou nasleduje zména na pomér 70:30, ktera trvad az do 34 minuty. Nasleduje
sekvence promivani kolony, kterd ma odstranit pfipadné zbylé vyraznéji zadrzované
necistoty pred nastiikem dalSiho vzorku. Pro Zlu¢ extrahovanou pomoci octanu
ethylnatého se tato sekvence ukazala jako vyhodna. Piesné poméry ukazuje tabulka ¢.3.

Za téchto chromatografickych podminek byly retenéni ¢asy slouCenin 6,5 min
(ABZSO — a +), 11,6 min (ABZSO;) a 30,0 min (ABZ). Linearni kalibrace byla
provedena v rozsahu 2000 — 13000 ng/ml pro ABZ, 250 — 3000 ng/ml pro ABZSO, 25-
125 ng/ml pro ABZSO,.

Béhem analyzy byla pak odebirdna frakce ABZSO pro naslednou analyzu chirality.
Jednotlivé vialky s nachytanym ABZSO byly odpatfeny v koncentratoru Eppendorf 5310

a uschovany pro analyzu chirality.

Tab.¢. 5: Rozlozeni koncentraci pufru a acetonitrilu pro gradientovou analyzu

vzorkl.

Cas [min] Pufr [%] ACN [%]
0-17 75 25

17-19 zména 75-70 25-30
19-34 70 30

34-36 zména 70 -40 30-60
36-42 40 60

42-46 zména 40-75 60 - 25
46-51 75 25
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Obrazek ¢.4: Ukéazka HPLC chromatogramu déleni albendazolu a jeho metabolit
albendazolsulfoxidu a albendazolsulfonu pii analyze zluci

Time: 247086 hinutes - Amplitude: -0.000935 Yolts
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4.3.3.2 Chiralni analyza vzorki

K chirdlni HPLC analyze byl pouzit opét piistroj Shimadzu v pifedeslé konfiguraci
avSak s kolonou Chiral-AGP stationary phase (150 mm x 4 mm, 5 pum). Detekce
enantiomert probihala na fluorescen¢nim detektoru Shimadzu RF-10 AXI (Aex= 290 nm,
dem = 320 nm). Priatok mobilni faze byl 0,9 ml/min. Mobilni fazi tvofil 0,2%
isopropylalkohol v sodnofosfatovém pufru o pH 6,9 (0,01 M NaH2POs a NazHPO.).
Jednotlivé enantiomery byly identifikovany pomoci reten¢nich Casti. Reten¢ni ¢as pro (-
) ABZSO byl 6,1 minut a pro (+) ABZSO 16,4 minut.

Vsechny vzorky byly rozpustény v 200 ul mobilni faze. Objem nastiiku na kolonu

byl 100 wl.
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Obrazek ¢.5: Ukazka HPLC chromatogramu déleni ABZSO (- a +), Reten¢ni ¢as pro (-)
ABZSO byl 6,1 minut a pro (+) ABZSO 16,4 minut
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5. VYSLEDKY

5.1 ZLUC - ZLUCNIK

Z analyzy vzorki ZluCe ze zlu¢niki je patrny narGst koncentrace ABZSO po
6. hodiné od podani. Vyraznéjsi koncentrace ABZSO; jsou pak patrné az ve skuping,
kterda byla utracena 8 hodin po podani léc¢iva. Z toho se da usuzovat, Zze rychlost
metabolizace z ABZSO na ABZSO; je vyrazné pomalejsi, nezli rychlost metabolizace
ABZ na ABZSO. Ve skupiné sledovanych zvifat se vyskytlo jedno zvife, u kterého byly
abnormalné zvysené hladiny ABZ. Naproti tomu u ostatnich kusi se ABZ ve zluci
nevyskytoval. Lze proto predpokladdat, ze zde phjde pravdépodobné o poruchu
metabolismu.

Mezi skupinami C a D lze vidét relativné porovnatelné hodnoty v koncentracich
ABZSO a ABZSO,, v pruméru jsou vsak ve skupiné D nizsi. Z toho lze tedy usuzovat,
ze nejvyssi koncentrace ABZSO je pfitomna kolem 8. hodiny po podani vlastniho
lé¢iva, poté pozvolna klesa. To samé plati pro koncentrace ABZSO,, kdy nejvyssi
zaznamenané koncentrace tohoto metabolitu jsou praveé ve skupin€ utracené 8 hodin po
podani suspenze albendazolu. Dilezit¢ je také poukizat na znacné rozdily
v metabolismu jednotlivych zvifat, coz mize byt vlivem véku, onemocnéni piipadné

genetickych rozdilii oproti zvifatiim ostatnim.

Graf ¢.1: Individudlni koncentrace albendazolu (ABZ) a jeho jednolitvych
metabolitl albendazolsulfoxidu (ABZSO) a albendazolsulfonu (ABZSOO) u zluci

ziskané ze Zlu¢niku. - experiment ¢.1
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5.2 ZLUC - ZLUCOVODY

ZIu¢ ze zluéovodi byla analyzovana jako smésné vzorky, které byly odebrany ihned
po utraceni zvéie. Pouze ve skupiné A se nepodafilo kvantitativné odebrat vzorky
uvSech zvifat. U analyzovanych vzorkti byl nalezen ABZ pouze u skupiny B, coz
potvrzuje pfedchozi vysledky ze Zluéniki, kde byl u jednoho zvitfete ABZ také nalezen.
V ostatnich vzorcich ABZ nebyl nalezen. Jedna se tedy o primérné hodnoty, které
ukazuji stoupajici koncentraci ABZSO az do 8 hodin po podani. Nasledujici hodnota ze
skupiny D vykazuje jiZ pokles koncentrace ABZSO ve zlucovodech. Totéz plati pro
koncentrace ABZSO,, ktera také roste pouze do 8. hodiny po podani 1é¢iva. Z tohoto
sledovaného vzorku je tedy patrné Ze koncentrace ABZSO, ktery je u¢innou formou
lé¢iva, je u muflona po jednordzovém podani ABZ maximalni 8 hodin po podani

a nasledné klesa.

Graf ¢.2: Primérné koncentrace albendazolu (ABZ) a jeho jednolitvych metabolit

albendazolsulfoxidu (ABZSO) a albendazolsulfonu (ABZSOO) ve Zluc¢i ziskané ze
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ZluCovodu pro jednotlivé skupiny zvifat. - experimetnt ¢.1
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Graf €. 3.: Porovnani primérnych koncentraci albednazolsulfoxidu (ABZSO) mezi

7luéi ze zluéniku a Zluéovodu.
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Graf ¢. 4.: Porovnani primérnych koncentraci albendazolsulfonu (ABZSO;) mezi

zluci ze zluéniku a Zlu¢ovodii — experiment ¢.1

Graf €. 5.: Porovnani koncentraci albendazolsulfoxidu (ABZSO) a albendazolsulfonu

(ABZSOO) mezi zIu¢i ze zluéniku a zlu¢ovodi — experiment ¢. 2
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5.3 SERUM

Z analyzy séra muflona je patrny vzestup koncentraci albendazolu
a albednazolsulfoxidu po 6. resp 8. hodiné. Po té nasleduje jiz pozorovatelny sestup
hladin jak albedazolu, tak albendazol sulfoxidu. Za povsimnuti stoji jeden ze vzorkl
oznaceny B3, kde byla koncentrace albendazolu abnormalné vysoka oproti ostatnim
zvifatim. ZvySeni koncentrace albenzazolsulfoxidu je naproti tomu srovnatelné
S ostatnimi zvifaty v této skupin€. Z namétenych hodnot je patrné, Ze koncentrace ABZ,
ABZSO (-,+) a ABZSO; stoupaji az k ¢asu 8 hodin po podani. V 10. hodiné po podani
je jiz znatelny tbytek vSech vySe zminénych latek. Nejvyssi koncentrace na parazity
u¢inného ABZSO (-, +) je tedy po 8 hodinach od podani 1éku.

Graf ¢. 6.: Individudlni koncentrace albendazolu (ABZ) a jeho metabolitl
albedazolsulfoxidu (ABZSO) a albendazolsulfonu (ABZSOO) v séru zvifat —

experiment €. 1.
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5.4 STEREOSPECIFITA BIOTRANSFORMACE ABZ NA ABZSO

Albendazol je v téle muflona oxidovan na albendazol sulfoxid. Pfi analyze vzorkt
byly ze séra, Zlu¢e ze zlucniki a zluce ze Zlu¢ovodl odebirany frakce ABZSO (+ a -) na
chiralni analyzu. Tato analyza ukazala, ze pomér ABZSO () : ABZSO (+) pfevazuje ve
prospéch ABZSO (+). Jak je z analyzy také patrné, stoupa v Case koncentrace ABZSO
(+) oproti klesajici koncentraci ABZSO (-). Tento vzestup je patrny az do doby 8 hodin
po podani 1éCiva, kdy je jiz zaznamenan pokles tvorby ABZSO (+). Toto zjisténi je
pfilozenych grafech (graf ¢. 7 a graf ¢.8) , které zobrazuji procentudlni zastoupeni

jednotlivych enantiomerti ve sledovanych skupinach zvitat A-D.

Graf ¢. 7. Procentudlni zastoupeni (+) albendazolsufoxidu v jednotlivych

biologickych materidlech (sérum, zlu¢ ze zlu¢ovodi a Zluéniku) — experiment ¢.1
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Graf ¢. 8.: Procentudlni =zastoupeni (-) albendazolsufoxidu v jednotlivych

biologickych materialech (sérum, zlu¢ ze zlucovodi a zlu¢niku) — experiment ¢.1
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6. DISKUSE

Tato diplomova prace se snazi pfispét k pozndni farmakokinetiky albendazolu po
jeho jednordzovém podani davky 30 mg/kg hmotnosti zvifete. Cilem bylo zjistit
poznatky o biotransformaci albendazolu a jeho metabolitd albendazolsulfoxidu
a albendazolsulfonu. Experiment ¢. 1 byl proveden na 12 zvifatech, mél vyznam pro
zakladni zorientovani ve sledované problematice, druhy experiment byl vyuzit pro
doplnéni diivéjsich nalezt.

Pro tuto praci bylo vyty€eno nékolik cilti, které jsou nize konfrontovany

vvvvvv

6.1. Farmakokinetika albendazolu a jeho metaboliti

Néhled na celkovou farmakokinetiku albendazolu a jeho metabolitil
albendazolsulfoxidu (ABZSO) a albendazolsulfonu (ABZSO;) nam poskytuji data
ziskana z biologickych materialti ziskanych v experimentu ¢. 1. Tato data jsou shrnuta
v grafech €.1 (zIu¢ ze zlu¢niku), ¢.2 (zIu€ ze ZluCovodl) a €.6 (sérum). Jednoznacné je
patrné, Ze albendazol jako parentni latka je detekovatelnd pouze v samotném séru,
kdeZzto ve zluci ze Zlu¢niku ani Zlu€ovodl zvolenymi metodami detekovatelna nebyla.
Zgrafu ¢€.6 (sérum) je patrny celkovy vzestup kocentraci albendazolu
I albendazolsulfoxidu a albendazolsulfonu az do 8. hodiny od podani suspenze 1éCiva.
Pak je jiZ patrny pozvolny pokles. Z toho lze tedy usuzovat, Ze v dob& kolem 8. hodiny
od podani suspenze léCiva je primérna koncentrace albendazolu i jeho metabolitl
ABZSO a ABZSO; nejvyssi. Jelikoz nebyla z divodu absence Cistého séra provedena
extrak¢ni ucinnost, 1ze se pouze dohadovat, zda vyssi koncentrace albendazolu v séru
oproti ABZSO odpovidaji skutecnosti.

Porovname-li data ziskana z jednotlivych biologickych materidlt (grafy ¢. 1, ¢.2
ac.6) a prihlédneme-li ke zjisténi, ze ve Zlu¢i ze zlu¢niku ani zlu€ovodl nebyl
albendazol detekovan, mizeme konstatovat, ze rychlost nariistu koncentrace ABZSO
aABZSO; je v téchto materialech srovnatelnd. V pruméru je nejvyssi koncentrace
ABZSO i ABZSO; zaznamenana 8 hodin po podani albendazolu jako 1é¢iva. Po této

dobé je jiz patrny pokles téchto hodnot. To vede k zavéru, ze nejvyssi koncentrace, které
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jsou schopny postihnout ptipadného parazita, se budou vyskytovat pravé v rozmezi
mezi 6. a 10. hodinou od podani.

Déle je patrny tadovy rozdil mezi koncentracemi ABZSO a ABZSO, Pivodni
predpoklad pocital se stoupajici koncentraci ABZSO-1 po té, co jiz koncentrace ABZSO
zacne klesat. Tento predpoklad vSak nebyl v této praci potvrzen. Naopak, primérna
koncentrace ABZSO; po 8. hodiné po podani, kdy dosahuje maximalnich hodnot,
zaznamenava pokles.

Z grafu ¢. 1 (zlu€ ze Zlu¢niku) a €. 6 (sérum) jsou také patrné rozdily v rychlosti
metabolizace albendazolu a jeho metabolitt ABZSO a ABZSO; mezi jednotlivymi
zvitaty. Je pravdépodobné, Ze tyto rozdily jsou dany odliSnym vékem a mirou
zdravotniho postizeni (pfedevsim dikrocelidza), které miize biotransformacni procesy
ovliviovat.

V grafu ¢.1 je u jednoho zvifete ze skupiny B detekovan albendazol ve velmi vysoké
koncentraci. Naproti tomu u ostatnich zvifat albendazol detekovan nebyl. Jedna
se pravdépodobné o abnormalitu, kterd mize byt zplsobena poruchou metabolismu

tohoto zvifete.

6.2. Porovnani namérenych hodnot mezi Zlu¢i ze Zluéniku a Zlu¢ovodii

Z hlediska nakazy dikroceliozou je dileZitym poznatkem koncentrace ABZSO
ve ZluCovodech. Proto byla snaha o ziskani téchto hodnot a také o porovnani hodnot
mezi zlu¢i ze zluéniku a zluCovodi. Z experimentu ¢. 1 vyplynulo, Ze maximalni
koncentrace je dosazena piiblizné po 8 hodinach a nasledné jiz zaznamenava pokles.
Primérna hodnota koncentrace ABZSO je v tuto dobu okolo 3,6 pg/ml pro zlu¢nik a 3,3
pg/ml pro zlu€ovody. Individualné vSak tato hodnota mtze znaéné kolisat.

Srovnani mezi koncentracemi ABZSO a ABZSO,, které je dobie patrné z grafu ¢. 3.
a ¢ 4., ukazuje, ze zlu¢ ze zluéniku ma oproti zluci ze zlucovodl koncentrace vyssi. Pro
porovnani koncentraci byly k dispozici pouze smésné vzorky ze Zlu¢ovodu, a tak bylo
rozhodnuto provést experiment €. 2, kterym by se vySe zminéna skutecnost ovétila. Pt
tomto experimentu se povedlo odchytit dva kusy muflonek. Odebrat biologicky material
v dostatecném mnoZzstvi se vSak podafilo pouze u jedné z nich. Je to ddno obtiznym
odbérem Zluce ze zlucovodu, ktery je slozity na provedeni. Navic hrozi vniknuti zluce

ze zlucniku do zluCovodi a nasledné zkresleni vysledkii.
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Data z experimentu ¢. 2 ukazuji (graf ¢.5), ze koncentrace ABZSO a ABZSO; jsou
ve zluci ze zlu¢niku a zluci ze zlucovodi jsou totozné.

Rozdily mezi experimentem ¢. 1 a experimentem ¢. 2 jsou jasné patrné. Je vSak
otazkou, zda nejsou tyto rozdily dény pravé rozdilnou rychlosti metabolizace
jednotlivych zvifat v experimentu €. 1, kdy byly pouzity pro zlucovody pouze smésné
vzorky. Naproti tomu v experimentu ¢. 2 byl pouze jeden vzorek, ze kterého si o této
problematice nelze ud¢€lat celkovy obraz. Piesto 1ze z dostupnych hodnot vyvodit zavér,
ze koncentrace ABZSO 1 ABZSO; jsou v zluci ze zlu¢niku i zluCovodi fadoveé velmi
podobné.

Vzhledem k vySe uvedenému by bylo v budoucnu vhodné tento experiment jesté

jednou zopakovat.

6.3. Stereospecifita biotransformace albendazolu na albendazolsulfoxid

Pii studiu stereospecifity biotransformace albendazolu na albendazolsulfoxid byly
umuflona zjistény oba enantiomery. ABZSO (+) ma ve vSech sledovanych
biologickych materidlech vys$i procentualni zastoupeni oproti ABZSO (-). Dale je
patrna zmeéna tohoto poméru, kdy do 8. hodin od podéni stoupa podil ABZSO (+) oproti
ABZSO (-). Nasledné¢ je jiz zaznamenan pokles. Dobie je to patrné z grafu ¢. 7. a €. 8.
Porovname-li tuto skute¢nost s i vitro studii, jedna se o zna¢ny rozdil, protoze studie in
Vitro tuto zménu poméri v Case neukazala (Velik a kol., 2003).

Rozdily enantiomerti mezi jednotlivymi biologickymi materialy jsou dobie patrné (
graf &. 7 a &. 8). ZIu¢ ze zluéniku a 7lu¢ ze zlu¢ovodii ma jen nepatrné rozdily mezi
poméry obou enantiomert. Naproti tomu vSak je rozdil pomé&ri v séru vyraznéji posunut
k hodnotam ABZSO (+). Tuto skute¢nost lze pfirovnat pravdépodobné rozdilné
stereospecifité biotransformace v riznych tkdnich muflona.

Jelikoz je zndmo, ze ABZSO (-) je produkovan systétmem CYP 450 zatimco
ABZSO (+) je produkovan systtmem FMO (Moroni a kol.,1995). Vzhledem k tomuto
poznatku se d& pfedpokladat, Ze aktivita FMO je oproti aktivité systému CYP 450
u muflona do znacné miry niz8i a pii biotransformaci albendazolu je syst¢tm CYP 450
V pievaze.

Je zde také dulezité zminit skuteCnost, Ze se jednotlivé enantiomery liS§i svou

vazebnosti na p-tubulin parazita. Za slouCeninu s anthelmintickou aktivitou
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je povazovana (+)-ABZSO forma (Solana a kol, 2002). Z naméfenych hodnot je patrna

pfevaha prave této formy.
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7. ZAVER

Na zaklad¢ dvou provedenych experimenti a naméfenych dat lze vyvodit tyto

zavery:

Albendazol jako parentni latka se az na vyjimky nevyskytuje v ndmi sledované zluci.
Ve vysokych koncentracich je vsSak detekovatelny v séru. Maximdalni koncentrace
albendazolu a jeho metabolitli albendazolsufoxidu a albedazolsulfonu jsou mezi mezi
6.a 10. hodinou po podani suspenze. V nasi praci tato maximalni koncentrace byla
v priméru 8 hodin od podani suspenze 1é¢iva. Hodnoty u zvifat ve skupinach relativné
znacn¢ kolisaji. Pomér mezi koncentracemi metaboliti ABZSO a ABZSO, je tadové
nckolikandsobné vyssi ve prospéch ABZSO. Po osmé hodin€ od podani je pak patrny
pokles koncentraci ABZ 1 ABZSO a ABZSOs.

Hodnota primérné maximalni koncentrace, kterd se nachazi po podani 1éCiva ve
zluci ze Zluéniku je 3,6 pg/ml. Ve zluci ze zlu€ovodu je pak tato hodnota nepatrné nizsi
a to 3,3 pg/ml. Koncentrace metaboliti ABZSO a ABZSO; nejsou pfi porovnani mezi

zluci ze zlucniku a Zlu¢ovodil v nami métenych vzorcich totozné, fadove se vsak nelisi.

Stereospecifita metabolizace ABZ na ABZSO (+) a ABZSO (-) je posunuta
ve prospéch ABZSO (+). V ¢ase od podéni se pomér metaboliti méni ve prospéch
ABZSO (+) az do 8. hodiny, kdy dosdhne maxima a poté jiz klesd. Pfi porovnani
enantiomert mezi zZluc¢i a sérem je patrna prevaha ABZSO (+) v séru oproti zluci v fadu

nékolika procent.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABZ albendazol

ABZSO albendazolsulfoxid

ABZSO: albendazolsulfon

ABZSOO albendazolsulfon

ACN acetonitril

ATC anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace
CYP cytochrom P450

FMO flavinové monooxygenazy

HPLC high performance liquid chromatography
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