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1. UVOD

Parazitozy hospodaiskych i voln¢ zijicich zvifat ptedstavuji v soucasné dobé
celosvétovy problém jak z hlediska poctu postizenych jedinct, tak z hlediska rychlého rozvoje
rezistence parazitii vi¢i dosud zndmym anthelmintikim. Helmintorezistence vznika casto
v disledku Spatné provadéné medikace (poddavkovani, ptili§ ¢asté podavani anthelmintik ze
stejné skupiny atd.) a to nékolika mechanismy — zrychleny eflux 1éCiva z t€la parazita, zména
cilového mista zdsahu anthelmintika u parazita nebo ovlivnéni biotransformacénich enzymu
parazita i hostitele.

V naSich projektech se zabyvame ulohou biotransformacnich enzymut parazita i
hostitele v rozvoji rezistence parazitujicich ¢ervli na benzimidazolova anthelmintika. Mezi
velmi cCasté helmintézy malych prezvykavcl (ovee, koza, muflon) patii dikroceliéza
zpusobena motolici kopinatou (Dicrocoelium dendriticum, Trematoda) a hemonchoza
zpusobend vlasovkou slézovou (Haemonchus contortus, Nematoda). Parazitéza zpiisobuje

zvifatim znacné zdravotni potize a chovateliim velké ekonomické ztraty. Jedinym dostupnym

prostfedkem v profylaxi ¢i 1éCb¢ parazitdzy je podavani anthelmintik.

Obr.1 Muflon
(Ovis musimon).
Casté cilové
species nasich
experimentd.

Foto J. Lamka

Mezi nejcastéji podavana patii anthelmintika s Sirokym spektrem ucinku ze skupin
benzimidazold (napt. albendazol, flubendazol, fenbendazol, thiabendazol) ¢i avermektini
(ivermektin). Vyznamnou roli v Gi€inku terapie hraji biotransformacni enzymy jak parazita tak
hostitele. Aktivita biotransformacnich enzymii miize byt obecné ovlivnéna celou fadou
faktorti. Poznani faktorti, které ovliviiuji biotransformaci anthelmintik u cilovych species,
muze napomoci bezpecnéjsi i ucinngjsi terapii parazitéz a snizit rozvoj rezistence. Studium
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metabolismu anthelmintik a faktort, které ho ovliviiuji, je naplni mého doktorského studia a

této disertacni prace.

2. TEORETICKA CAST

2.1. Obecné¢ aspekty biotransformace

Zivé organismy pfichazeji béhem svého Zivota do neustalého kontaktu s chemickymi
latkami z okolniho prostiedi. Slouceniny, které mohou byt zdrojem energie, prekurzorii pro
syntézu makromolekul, které mohou slouzit jako vitaminy a dalsi Zzivotné nezbytné slozky
potravy, jsou povazovany za latky télu vlastni, tzv. eobiotika. Do organismu vsak vstupuji i
latky nezadouci a télu cizi, tzv. xenobiotika, z nichz fada muze byt pro organismus
nebezpecénd. Nejcastéjsimi xenobiotiky, se kterymi se organismus setkava, jsou 1éCiva,
potravni aditiva, agrochemikalie, primyslové chemikalie a chemické zplodiny moderni lidské
civilizace.

Zajem o metabolismus lé¢iv zacal v 1. poloviné 19. stoleti, kdy byla kyselina
hippurova (konjugat kyseliny benzoové s glycinem) nalezena v koniské moci. Roku 1841
Alexander Ure jako prvni pozoroval konverzi kyseliny benzoové na kyselinu hippurovou a
navrhl ji k 1é€bé dny. Toto je povazovano za prvni humanni metabolickou studii (Testa and
Kramer, 2006).

Jako ochranu pfed nezadoucim ptisobenim chemickych sloucenin si organismy béhem
svého vyvoje vytvorily enzymové systémy, které dokazi Xenobiotika transportovat a
chemicky pfeménit a tim snizit ¢i zastavit jejich plsobeni. Tento proces se nazyva
metabolismus xenobiotik. Metabolismus xenobiotik zahrnuje transport a biotransformaci a
ucastni se ho transportni proteiny a biotransformaé¢ni enzymy. Pfeména xenobiotik probiha od
latek nepolarnich ¢i malo polarnich k latkdm polarnim, snaze vyloucitelnym z organizmu.
Metabolismus xenobiotik probiha ve tfech fazich. V prvni fazi xenobiotikum podléha reakcim
oxida¢nim, redukénim ¢i hydrolytickym. Ve druhé fazi je xenobiotikum ¢i metabolit z prvni
faze konjugovan s endogenni slouceninou (kyselinou glukuronovou, glutathionem, aktivnim
sulfatem, S-adenosylmethioninem, riznymi aminokyselinami nebo mastnymi kyselinami).
Treti faze oznacuje transport xenobiotika, metabolitu ¢i konjugatu pies membrany pomoci

specialnich proteinovych transportéri.



Biotransformacni enzymy a transportni systémy se vyskytuji prakticky ve vSech
buiikach organismu, v nékterych organech je vSak jejich aktivita vyssi. Kromé jater, ktera jsou
hlavnim organem biotransformace, jsou vyznamnymi metabolizujicimi organy plice, ledviny,
ktze, GIT, krev, placenta a mozek. Na biotransformaci xenobiotik se vyznamnou meérou
podili 1 bakteridlni intestindlni mikrofléra. Z hlediska subcelularni lokalizace je mozno
biotransformacni enzymy nalézt jak rozpusténé v cytoplazmé, tak vazané na bunécné
organely, nejcastéji na endoplazmatickém retikulu, dale na mitochondriich, v lysozomech,
V obalech jadra nebo v plazmatické membrané (Testa and Caldwell, 1995).

Enzymy metabolizujici xenobiotika maji na rozdil od svych protéjski uréenych pro
endogenni metabolismus vici substratim mnohem nizsi selektivitu i1 specifitu €inku. Jeden
enzym tak miize pfeménovat fadu chemicky odlisnych latek zavedenim 1 vice druhi
substituent do struktury xenobiotika. Typickou vlastnosti je taktéZ indukovatelnost tj.
zvySeni mnozstvi enzymu vyvolané kontaktem organismu s urcitym xenobiotikem.

Obecné plati, ze ptivodni latka a metabolity ¢i konjugaty se lisi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi a farmakodynamickym efektem stejné¢ jako toxicitou a farmakokinetickym
chovanim. Vyskyt a aktivita biotransformac¢nich enzymt urcuje cestu a rozsah, kterym jsou
lé¢iva a jina xenobiotika metabolizovana. Proto tedy enzymy metabolizujici xenobiotika
podstatné ovliviuji biologicky efekt (zddouci i nezadouci) podavanych 1éciv. V ptipadé
anthelmintik aktivita téchto enzymd jak u hostitelt tak u parazitickych helmintd podstatné
ovliviluji farmakoterapii helmintoz.

Znalost metabolismu a enzymi ucastnicich se metabolismu kazdého 1éciva je dllezita
pro efektivni a bezpe€nou farmakoterapii. U 1é€iv pro huménni pouZzivani je toto zkouméno
Vv prubéhu preklinického a klinického zkouSeni. Ve veterinarni farmakologii nejsou obdobna
data dostatecnd. Navic velké mezidruhové rozdily vyznamné omezuji mezidruhovou

extrapolaci dat.

2.2. Biotransformacni enzymy

Zakladnimu popisu biotransformac¢nich enzymii 1.a 2. faze se vénovalo mnoho praci,
proto jsem jejich popis zde pojala velmi struéné.

Nejvyznamnéjsi enzymy Ucastnici se 1. faze biotransformace jsou cytochromy P450
(CYP), hemoproteiny vyskytujici se ve v§ech zivych organismech. Tisice riznych CYPa bylo

identifikovano a zatazeno do nékolika rodin a podrodin podle sekvenc¢ni homologie gent.



CYPy obecné katalyzuji monooxygenaci substratii, ale jsou také schopné peroxidasové nebo
reduktasové aktivity. Kromé metabolismu cizorodych latek, hraji téz vyznamnou roli
Vv metabolismu endogennich latek (steroidli, mastnych kyselin a prostaglandini)
(Anzenbacher and Anzenbacherova, 2001, Gibson and Skett, 2001, Dostalek, 2006).

Flavinové monooxygenasy (FMO) zprosttedkovavaji oxidaci mnohych xenobiotik,
preferuji substraty s nukleofilnim dusikovym ¢i sirovym atomem. Rodina FMO gent je
mnohem mensi nez rodina CYP a jeji fyziologicka uloha je pouze malo zndma, pfesto je
aktivita FMO vyznamna v biotransformaci mnoha xenobiotik (Krueger and Williams, 2005).

Peroxidasy, monoaminooxidasy a xantinoxidasy piedstavuji dal$i enzymy katalyzujici
oxidaci xenobiotik (Uetrecht and Trager, 2007).

Alkoholy, aldehydy a ketony jsou metabolizovany prostfednictvim pulsobeni
reduktas/dehydrogenas. Tyto enzymy jsou klasifikovany do tfi proteinovych skupin:
dehydrogenasy s kratkym fetézcem (SDR), dehydrogenasy se stfednim fetézcem (MDR) a
aldo-keto reduktasy (AKR) (Jez and Penning, 2001). Reduktasy/dehydrogenasy metabolizuji
jak xenobiotika, tak endogenni latky. Reduktivni biotransformace je méné ¢asta nez oxidacni,
ale v piipad¢ aldehydt, ketont, chinond, nitroslou¢enin, N-oxidi ¢i S-oxidi muze byt
redukce hlavni metabolickou cestou.

Mnoha xenobiotika, jako estery, amidy a epoxidy, podléhaji hydrolytické
biotransformaci. Nékolik hydrolas (napt. acetylcholinesterasa, peptidasy), jejichz hlavni role
je v endogennim metabolismu, mohou se téz podilet na metabolismu xenobiotik (Testa and
Mayer, 2003).

VétsSina metaboliti vytvofenych béhem 1. faze a xenobiotika obsahujici ptislusné
funkéni skupiny jsou konjugovany s endogenimi latkami. Konjugaci se obvykle do molekuly
xenobiotika vnese hydrofilni ionizovatelna funk¢ni skupina, ¢imz se stane vice polarni a 1épe
vylouditelna z organismu ledvinami. Glukuronidace je nejcastéj$i konjugacni cesta u savc.
Zprostiedkovavaji ji UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) ze dvou rodin. Typickymi
substraty UGT jsou eobiotické ¢i xenobiotické alkoholy, fenoly ¢i karboxylové kyseliny.
Elektrofilni substraty jsou obvykle konjugovany s glutathionem prostfednictvi glutathion-S-
transferasy (GST). Tyto enzymy chranici biomolekuly proti Skodlivému ptlisobeni elektrofilti
byly nalezeny ve vSech organismech, u kterych byla jejich pfitomnost testovana. Karboxylové
kyseliny a aminy jsou substraty pro konjugaci s aminokyselinami. Aromatické aminy ¢i
hydroxylaminy mohou podlé€hat acetylaci diky N-acetyltransferasim (NAT). DalSim typem
konjugacnich reakci je sulfatace zprostfedkovana sulfotransferasami (SULT) (Uetrecht and
Trager, 2007).



Hydrofilni konjugaty a metabolity nemohou projit ptes lipidovou membranu, proto
musi byt transportovany pomoci specifickych proteinovych transportéri. Klicovou roli
Vv efluxu xenobiotik i eobiotik hraji ABC transportéry (ATP-binding cassette). Nékteré
Z téchto transportéru, jako napi. P-glykoprotein (ABCB1) nebo multi-drug resistance proteins
(ABCC1-6), jsou vyznamné z hlediska rozvoje lékové rezistence (Quellette and Legare,
2003).

Vsechny tyto tii systémy, enzymy 1.faze, konjugacni enzymy a transportéry, slouzi
k detoxifikaci potencialn¢ Skodlivych xenobiotik a jejich aktivita je klicova v efektu a

ucinnosti 1€¢iv a jinych xenobiotik.

2.3. Faktory ovliviiujici aktivitu biotransformacnich enzymu/metabolismus

xenobiotik

V metabolismu Ié¢iv a jinych xenobiotik byly zjistény velké inter- i intra-individualni
rozdily, jez mohou byt vysledkem faktorti genetickych, vyvojovych, patologického stavu
organismu, vyzivy a prostiedi, mnohdy s velkym vyznamem pro terapii. V soucasnosti jsou
peclivé studovany vsSechny vlivy, které ptsobi na aktivitu biotransformacnich enzymd.
Rozdilnd aktivita biotransforma¢nich enzymi vede vesvém disledku k variabilnim
plazmatickym a tkanovym hladindm podaného 1éc¢iva ¢i jiné cizorodé latky, coz ovliviiuje

vlastni terapeuticky/toxicky tcinek latky na organismus (Lincova et al., 2002).

Inter-individualni faktory jsou faktory, které se liSi mezi jedinci, zlstavaji vSak
neménné béhem zivota jedince. Jsou to vlivy ,,zapsané* do genomu.

Intra-individualni faktory jsou faktory, které se mohou meénit (a zpravidla méni)
Vv pribéhu Zivota daného organismu. Jsou to vlivy majici pfi¢inu ve fyziologickych,

patologickych ¢i vnéjSich okolnostech (Krdamer and Testa, 2008, Gibson and Skett, 2001).

Faktory ovliviiujici metabolismus xenobiotik

Inter-individualni faktory Intra-individualni faktory

druh ve&k

pohlavi vyziva, alkohol

genetické faktory (polymorfismus) medikace (enzymova indukce/inhibice)

patologické stavy
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zivotni prostiedi, kouteni

hormonalni zmény, t¢hotenstvi

Vsechny tyto faktory zplisobuji obrovskou variabilitu v zastoupeni a aktivité
biotransformacénich enzymi a jsou pfi¢inou velkych rozdila v biotransformaci xenobiotik u
riznych jedinct. Tyto rozdily mohou byt jak kvalitativni tak kvantitativni. V piipadech
kvantitativniho rozdilu je k pfeméné xenobiotika vyuzivana stejna metabolicka cesta, pouze
se 1i§i rozsah této prfemény. Kvalitativni rozdily jsou zpiisobené zapojenim odlisnych
metabolickych drah do biotransformace xenobiotika. Variabilita v metabolismu 1éCiv je Casto

pricinou selhani terapie ¢i mnohych necekanych a nezddoucich reakci na podana Iéciva.

2.3.1 Mezidruhové rozdily v metabolismu xenobiotik

Mezi nejdulezitéjsi faktory ovliviyjici kvalitativni 1 kvantitativni  pritbéh
metabolickych cest xenobiotik v organismu nalezi druhové specificky vyskyt
biotransformacnich enzymii. Vyzkum metabolickych piemén xenobiotik je z nejvétsi Casti
zaloZen na experimentalni praci s laboratornimi zvitaty in vivo a in vitro. Hlavnim problémem
Vv extrapolaci dat ziskanych z pokust na laboratornich zvifatech k uréeni biotransformacnich
pochodt u jinych species jsou zna¢né mezidruhové rozdily v zastoupeni a aktivité prislusnych
enzymil zpusobené ridznou hladinou exprese geni kddujicich biotransformacni enzymy.
Zmény (n€kdy zcela nepatrné) v aminokyselinovém sloZeni jsou pfi¢inou velkych
mezidruhovych rozdilli v substratové specifité¢ a v indukovatelnosti/inhibovatelnosti dané¢ho
enzymu (Fink-Gremmels and van Miert, 1996).

Nejpouzivangj§im druhem experimentdlniho zvifete je potkan. Systematické
porovnavani vlastnosti cytochromit P450 u potkana a ¢lovéka poukézalo na relativné nizkou
homologii lidskych a potkanich isoforem (Soucek and Gut, 1992). Z porovnani metabolismu
nekterych 1éCiv u potkana a hospodaiskych zvitat je zfejmé, Ze ani pro predikci metabolismu
veterinarnich 1é¢iv neni potkan pftiliS idedlni species. Mezi dal§imi laboratornimi zvifaty (mys,
morce, kieCek, kralik) také nebylo nalezeno species pouZitelné jako univerzalni model pro
biotransformacni studie veterinarnich 1é¢iv (Nebbia, 2001). Experimenty provedené na fadé
species vSak zvySuji Sanci nalézt relativné optimalni model ke studiu urcité konkrétni
problematiky (Valles et al, 1995). Stale vice se totiz ukazuje, Ze pouze pro Kkonkrétni
metabolickou pfeménu je Sance nalézt modelové species co nejpodobnéjsi cilovému druhu.
Na zéklad¢ mezidruhovych porovnani je pak vybran takovy druh zvifete, u néhoz vysledky

experimentll umozni co nejpresnéjsi predikei studované metabolické pfemény daného 1é¢iva u
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cilového species. Nalezeni vhodného modelového druhu mé zasadni vyznam k ziskani téch
metabolitl, jejichz chemickd syntéza v dostatecném mnozstvi pro identifikaci a zkousky
biologickych aktivit je prakticky nemozna ¢i velmi obtizna.

Ptestoze jsou informace ziskané z experimentti na laboratornich zviratech velmi cenné,
pro registraci novych 1éciv a pfipravkil jsou v humanni mediciné nezastupitelné experimenty
s lidskymi preparaty. V humanni toxikologii a farmakologii je navic kladen obrovsky diiraz
na detailni znalost enzymii zodpovédnych za biotransformaci kazdého potencidlniho 1éku i
Skodliviny u ¢lovéka.

Zcela nepravem je toto opomijeno pii vyvoji a testovani veterinarnich 1é¢iv. Pritom pfi
farmakokinetickych studiich jakychkoli veterinarnich 1é¢iv je moznost extrapolace vysledki
jak z laboratornich zvifat tak i z ¢lovéka na hospodaiska zvitata zna¢né problematicka. Velmi
komplikované je to pfedev§im u druhi dominujicich v uzivani veterinarnich IéCiv —
prezvykavci. JelikoZ jde Casto o 1é€iva podavand enterdlni cestou, jiz zasadni rozdilnost ve
fyziologii a anatomii zazivaciho traktu zpusobi odlisné chovani 1éCiva v organismu.
Zavaznymi odliSnostmi jsou az ftadovy rozdil hmotnosti 1é¢ené¢ho subjektu, uzivani
jednoduchych bolusovych davek, objem a slozeni potravy, odlisnd chemie, mikrobiologie a
objem zazivaci soustavy, rozdilna biotransformace a distribuce 1é¢iva. Dosud velmi malo byly
také zkoumany dusledky dlouhodobé expozice pti podani 1é¢iva ve formé s dlouhodobym
ucinkem u prezvykavci (Baggot and McKellar, 1994).

Veterinarni farmakologie je navic oproti farmakologii humanni v celé své podstaté
komplikovana velkym poctem a rozdilnosti cilovych species. A tak i 1é¢ivo detailn€ po vSech
strankach popsané u jednoho cilového druhu zistava velkou neznamou pro pouZiti u jinych
cilovych druhii. Toto je tieba mit na zfeteli nejen pro bezpecnou a efektivni farmakoterapii

zvirtat, ale 1 pro bezpe¢nou konzumaci Zivoc¢isnych produkti.

2.3.2 Pohlavi

Prvni zminku o pohlavni rozdilnosti v metabolismu 1é¢iv publikovali v roce 1932
Nicolas a Barron, ktefi zjistili, Ze samice potkanli potfebuji k navozeni spanku polovi¢ni
davku barbituratd oproti samctm (Gibson and Skett, 2001).

Vliv pohlavi na metabolismus byl popsan u mnoha 1é¢iv a zivocisSnych druhi (potkan,
mys, opice, pes, kocka, pstruh) vcéetné ¢loveéka. Rozsah pohlavni rozdilnosti se 1isi dle species
a konkrétni podané substance. Napiiklad u potkana byl v mnoha piipadech popsan vyssi

oxidativni metabolismus u samcti, u mysi naopak u samic (Witkamp et al, 1991).
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Pohlavni rozdilnost v metabolismu xenobiotik je vyznamnou mérou déna rozdilnosti
V pfitomnosti (mnozstvi) riznych isoforem cytochromu P450 u jedinci muzského a zenského
pohlavi. Exprese sex-specifickych isoforem CYP je komplexné¢ hormonaln¢ regulovana
(Mugford and Kedderis, 1998). Pohlavni rozdily v metabolismu ziejmé vyplyvaji z odlisné
hladiny pohlavnich hormona samct (androgeny) a samic (estrogeny a progestiny). Pfitomnost
sex-specifickych isoenzymt je kontrolovdna ristovym hormonem, hormony gonad a
hypotalamu.

Vliv pohlavi se projevuje jak ve farmakodynamice tak i ve farmakokinetice. V oblasti
farmakokinetiky byly popsany rozdily v biodostupnosti, distribuci, metabolismu a eliminaci
urcitych 1é¢iv mezi samci a samicemi. Tyto rozdily jsou dany odli$nosti v télesné hmotnosti,
objemu plazmy, rychlosti vyprazdnovani zaludku, hladinou plazmatickych proteinti, aktivitou
CYP, funkeci transportérti 1€¢iv a hodnotou clearance (Franconi et al, 2007).

Pohlavni rozdilnost v metabolismu xenobiotik je velmi vyznamna z toxikologického
pohledu. Nizsi clearance latek u pohlavi s pomalej$im metabolismem zptsobi prodlouzeny
biologicky polocas a vyssi koncentraci latky v plazmé, coz mize pusobit toxicky. Naopak,
pokud je toxicky az metabolit, pohlavi s niz$i metabolickou aktivitou je méné ovlivnéno

specifickou, chemicky indukovanou toxicitou (Mugrord and Kedderis, 1998).

2.3.3 Genetické faktory

Geneticky podminéné rozdily v metabolismu 1é¢iv se odhali pouze tehdy, kdyZ se
ve skuping€ lidi, ktefi dostdvaji stejnou davku léciva ve stejném davkovacim schématu,
vyskytnou jedinci s necekanou a mimofadnou odpovédi na dané 1éCivo. Bud se 1éCivo
odbourava velmi pomalu, ¢imz se zvysuje riziko jeho kumulace (a tedy 1 vyskytu toxickych
ucinkt) v organismu, anebo je lé¢ivo biotransformovano pfili§ rychle a nemusi pfitom
dosahnout ani terapeutickych hladin (Kvasnickova, 1995). Studiem geneticky podminénych
predpokladii pro variabilitu u¢innosti a bezpecnosti 1éCiv se zabyva relativné mlady védni
obor — farmakogenetika. Snazi se o individualizaci farmakoterapie tim, ze hleda 1é¢ivo ,,8ité
na miru* kazdému konkrétnimu pacientovi. Za cil si klade zvysSit Gi¢innost 1é¢iva a zaroven
snizit riziko vzniku nezadoucich G¢inkl individualizaci davek 1é¢iva.

Vzhledem ke geneticky podminénym zméndm metabolismu xenobiotik je mozné
nalézt v populaci dva fenotypy - pomalé a rychlé metabolizatory. Néktera odborna literatura

uvadi fenotypy tfi - pomalé, stfedné rychlé (normalni) a rychlé metabolizatory.
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e Pomali metabolizatofi

U téchto jedinct je defektni ¢i Castecné vadny gen pro dany biotransformacni enzym,
coz vede k tvorbé nefunkéniho enzymu a ke snizené rychlosti metabolismu lé¢iva. Diisledkem
muze byt zvySend biodostupnost 1é¢iva nebo jeho zpomalena eliminace a piehnand odpovéd

na podané 1é¢ivo.

e Rychli metabolizatofi

Tito jedinci maji ve své genetické vybaveé duplikovany ¢i amplifikovany gen, ktery odpovida
za strukturu konkrétniho enzymu. Dochézi k rychlému odbouravani podané 1écivé latky nebo

naopak Kk rychlé bioaktivaci né€kterych prokancerogennich cizorodych sloucenin.

Termin geneticky polymorfismus enzymu vyjadiuje existenci riiznych variant téhoz
enzymu V populaci. Podstatou polymorfismu je mutace genu nesouciho informaci o struktuie
daného enzymu. Vlivem mutaci (Casto bodovych) vznikd nékolik alelickych wvariant.
Dusledkem genetickych rozdiltt mize byt individudlni citlivost vi¢i nékterym xenobiotikiim,
vznik rdznych onemocnéni vyvolanych lé¢ivy ¢i vys$i riziko nddorovych onemocnéni
(Kvasnickova, 1995).

Ptikladem  vyrazného enzymového  polymorfismu  je  polymorfismus
N-acetyltransferasy u lidi, ale i mysi a kralik. Podle rychlosti acetylace se déli populace na
rychlé a pomalé acetyldtory. Pomaly typ acetylace se projevi u homozygotnich jedincii se
dvéma recesivnimi alelami. U pomalych acetylatorti tuberkulotikii se vyrazné projevuje

toxicita podavaného isoniazidu.

2.3.4 VéEk

Je znamo, Ze mlada, zvlast¢ pak novorozena, a velmi stard zvifata jsou mnohem
citlivgjsi k ucinku podanych 1é¢iv nez dospéla zvirata.

Rozdily ve farmakokinetice 1é¢iv mezi novorozenymi mlad’aty a dosp€lymi zvitaty se
lisi dle druhu, substratu a pohlavi. Farmakokinetické zmény béhem dospivani jsou spojeny se
zménami v absorpci, distribuci, metabolismu a renalni exkreci. Jednim z nejvyznamnéjSich
kinetickych rozdilti je prodlouzeny elimina¢ni polofas u novorozenci, ktery je zplisoben
zejména nezralosti jaternich biotransformacnich cest a/nebo nevyvinutosti rendlnich
exkre¢nich procestl. Je znamo, Ze LDsp je pro mnoha 1é¢iva mnohem niz8i u novorozenci nez

u dospélych laboratornich zvitat. Proto zménéna farmakokinetika muaze zesilit a prodlouzit
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farmakologicky efekt a /nebo vyustit v toxické piisobeni, kde je poté pozadovano snizeni
davky léciva (Nouws, 1992).

Po narozeni se rizné metabolické cesty lisi ve své aktivité. Naptiklad oxidacni aktivita
nekterych CYP isoenzymu ¢i konjugace s glukuronovou kyselinou nejsou po narozeni plné
vyvinuté, zatimco acetylace u skotu a prasat je pln¢ funk¢ni. U telat se oxida¢ni metabolismus
vyviji postupné, zalezi téz na typu 1éCiva a slozeni stravy a plné funkéni je asi ve véku 3-12
tydni zvifat. Rlzné skupiny CYP isoenzymu se liSi v rychlosti maturace. Je zajimavé, ze
krmeni telat vlakninou stimuluje rychlost a rozsah oxida¢niho metabolismu, zatimco mlécna
strava zpomaluje nartst oxidacni schopnost jater. Plnéd glukuronyltransferasova aktivita je
dosazena mezi 2 a 6 tydnem vE€ku u hiibat, prasat, telat a déti. Acetylacni reakce u telat a
prasat jsou pln¢ funkéni pfi narozeni, zatimco deacetylacni se na Groven dospélcti dostanou az
béhem 5-10 tydnt. Navic velkda deacetylaéni kapacita piezvykaveu a prasat vedla
k nespravnému usudku, Ze tato zvifata jsou pomali acetylatofi (Nouws, 1992).

Ve stafi se clearance 1éCiv snizuje z divodu niz$i metabolické schopnosti jater, niz§iho
mnozstvi mikrosomalnich monooxygenasovych enzymd, nizsi velikosti jater (az o 24 - 35 %)
a snizenému krevnimu pritoku jatry (az o 35 %) (Wynne, 2005), dale nizs$i exkrecni
schopnosti ledvin. ZvySuje se mnozstvi télesného tuku a snizuje se mnozstvi vody, z ¢ehoz
vyplyva vétsi distribuéni objem lipofilnich 1é¢iv a nizsi distribu¢ni objem hydrofilnich 1é¢iv,
s ¢imz souvisi nizsi plazmatické koncentrace lipofilnich a vyssi hydrofilnich 1é¢iv (Turnheim,
2004).

U léciv, ktera nejsou metabolizovéana, neni tfeba davky upravovat, 1éCiva, kterd se
kumuluji v nékterych tkéanich, tuto upravu potiebuji. LéCiva, kterd jsou intenzivné
metabolizovdna, by mohla mit del§i elimina¢ni polo¢as nebo by se mohla kumulovat po
opakovaném podavani novorozenciim. Pro tento typ 1éCiv se b&hem prvnich tfi tydni
davkovaci interval prodluZuje dvojnasobné nebo se davky léciva snizuji na polovinu davky
dospélych zvitat (Nouws, 1992).

Léciva podand novorozenym mlad’atim zvitat s produkty pro lidsky konzum (skot,
ovce, koza, prase) mohou vykazovat odliSnou farmakokinetiku nez dospéld zvitata stejného
druhu. Nezadouci dasledky, jako tfeba suboptimalni terapeutickd koncentrace, toxicky efekt,
zbytky 1é¢iva ve tkanich, mohou nastat, jestlize davkovaci schéma pouzivané u dospé€lct je
pouzito u mladych zvifat. Nezralost mechanismt absorpce 1é¢iv (z ho traktu (GIT),
parenteralng), distribuce 1é¢iv (plazmatické proteiny, tukova tkan, télni tekutiny), role
vyvojovych zmén na biotransformaci 1é¢iv v jatrech a jinych organech, zralost exkre¢nich

organti (béhem dospivani je popsdna zvysena rychlost clearance 1é¢iv) — vSechny tyto faktory
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mohou mit vliv na rozdilny metabolismus 1éCiv nedospélych a dospélych zvirat.
Farmakokinetické studie s konkrétnimi 1é¢ivy u cilovych druhii jsou dulezité ke stanoveni

raciondlniho pouzivani 1é¢iv u nedospélych zvitat s produkty pro lidsky konzum (Schwark,
1992).

2.3.5 Vyziva, alkohol

Z hlediska vlivu vyzivy mizeme slozky potravy rozdélit na makroslozky (proteiny,
tuky a cukry) a mikroslozky (vitaminy a mineraly). Pfitomnost lipida Vv potravé je dilezita
pro biotransformacni enzymy, protoze estery cholesterolu, triglyceridy, cholesterol, mastné
kyseliny a fosfolipidy se ucastni tvorby membran, na které je vétSina biotransformacnich
enzymil vazana. Zejména mikrosomdlni monooxygenasy jsou lokalizovany na membranach
endoplazmatického retikula bunck a fosfolipidy jsou nezbytné pro jejich aktivitu. Dieta bez
tukli a bez nenasycenych mastnych kyselin podavana tii tydny potkantiim zptisobila pokles
aktivity cytochromu P450, aktivita mikrosomalnich monooxygenas se upravila na normalni
hodnoty po opétovném podavani diety s obsahem tukli i nenasycenych mastnych kyselin
(Kvasni¢kova, 1995). Snizeny piisun proteini pusobi pokles aktivity oxidac¢nich enzymu
(Jorquera et al, 1996), coz je ziejm¢ dusledkem snizeného mnozstvi celkového
mikrosomalniho proteinu. Efekt niz§iho pfijmu proteini na metabolismus 2. faze je
komplexné&jsi, nékteré aktivity vzristaji, jiné klesaji. Cukry maji jen maly pfimy vliv na
jaterni metabolismus. Vitaminy jsou potfebné pro syntézu proteini a lipidd, které jsou
zakladnimi slozkami enzymového systému. Proto neni divu, Ze zejména deficience téchto
slozek muze ovlivnit metabolickou schopnost. Mezi vitaminy, které ovliviiuji metabolismus
1é¢iv patii vitamin A, By, By, C, E a K. Deficience minerala (Ca, Mg, Fe, K, Cu, Zn, Se, I)
ma ruzny vliv na metabolismus Ié¢iv a ptislusné enzymy (Gibson and Skett, 2001,).

SloZeni stravy a potravni doplitkky také mohou mit vliv na aktivitu biotransformacénich
enzymil a tak ovlivilovat metabolismus. Je tfeba mit na zfeteli, Ze 1 nékteré béZné uzivané
rostlinné drogy, ovoce, pozivatiny s obsahem kofeinu nebo alkohol mohou zptisobit selhani
vyzivé a zivotnim stylu, interagujicimi s metabolizmem 1éCiv, patii maso pfipravované na
dievéném uhli, grapefruit, obsahové latky rostlin Celedi Brassicaceae, tiezalka teCkovana
(Hypericum perforatum), nékteré exotické ovoce jako pomelo, karambola, granatova jablka,
dale kofein, rovnéz alkohol a koufeni cigaret (viz. kapitola 2.3.8.). Je znamo, ze maso

pfipravované na dfevéném uhli obsahuje latky (produkty pyrolyzy z rozkladu aminokyselin,
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hlavn¢ tryptofanu), které indukuji CYP1A. Stejny isoenzym indukuje téZ kofein, cigaretovy
kouf nebo indolové latky v rizickové kapusté ¢i zeli. Na indukci CYPIA je nutné nahlizet
z toxikologického pohledu jako na mozné zvySené nebezpeci aktivace prekancerogennich
latek na karcinogenni. Grapefruitova Stéava zvySuje biologickou dostupnost 1éCiv, jejichz
biotransformace je zavisla na izoenzymu CYP3A4. Predpoklada se, Ze jedna nebo vice
chemickych latek z grapefruitové §tavy je inhibitorem CYP3A izoenzymu v GIT. Ttezalka
naopak CYP3A indukuje. Vzhledem k vyznamnosti CYP3A v metabolismu 1éCiv, je toto
ticba mit na zfeteli. (Nekvindova a Anzenbacher, 2007, Gibson and Skett, 2001).

Chronické pozivani alkoholu miize vést k cirhotickému vzhledu jater s velkym
mnozstvim hepatocytli nahrazenych fibrézni tkani. Nez dojde k tomuto stavu, mlize pozivani

alkoholu ovlivnit metabolismus 1é¢iv riznym zptisobem.

Akutni poziti alkoholu — Chronické pozivani alkoholu — Alkoholova cirh6za
(bez hepatocelularnich zmén)

Inhibice Indukce Inhibice

Akutni expozice alkoholu obecné snizuje metabolismus. Ovliviiuje 1. 1 2. fazi
metabolismu. K ovlivnéni 1. faze ptizpiva nékolikerym zptisobem — kompetitivné se vaze na
CYP2EL1, inhibuje tok elektronti z reduktasy na cytochrom, ovliviiuje pomér NADP*/NADPH
a lipidické sloZeni bunky. Ovlivnéni 2. faze neni pfes inhibici enzymu, ale v pfipadé
glukuronidace etanol zvysuje pomér NADH/NAD" (prostiednictvim oxidace alkoholu alkohol
dehydrogenasou), ¢imz je inhibovana produkce kofaktoru UDP-glukuronové kyseliny
(potfebuje NAD™). Chronicka alkoholovéa expozice (bez patologickych zmén) je spojena se
zrychlenym metabolismem — zvySené mnozstvi CYP2EI (isoforma téz indukované acetonem
nebo pii diabetes). Pii cirhotickych zménach v jatrech je tfeba pocitat se zpomalenym
metabolismem (Gibson and Skett, 2001).

SlozZeni stravy a interakce mezi lé¢ivem a potravou muze téz ovlivnit absorpci a tim

biologickou dostupnost 1éCiv.
2.3.6 Modulace biotransformac¢nich enzymi (enzymova indukce a inhibice
chemickymi latkami)

Zavaznym dusledkem podéavani fady farmakologicky aktivnich latek nebo kontaktu

S jinymi chemickymi latkami miiZe byt indukce nebo inhibice biotransformac¢nich enzym?.
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Indukce znamena vzrist aktivity biotransformacnich enzymt jako odpovéd na
pfitomnost xenobiotika. Indukovatelnost ptedstavuje strategicky vyznamnou vlastnost
prakticky vSech biotransformac¢nich enzymi, nebot’ je nutno indukci biotransformacnich
enzymu chapat jako obranny mechanismus organismu pied chemickym stresem. Tento vzriist
(tzv. transkripéni a netranskripcni mechanismus indukce) (Gibson and Skett, 2001). Proces
indukce trva vzdy urcitou dobu. Vzestup aktivity biotransforma¢niho enzymu diky chemické
indukci mize odrazet drivéjsi, tedy nesoucasnou, pfitomnost induktoru. Velikost indukce
zéavisi na davce (koncentraci) induktoru a dob¢ expozice. Indukéni ucinek xenobiotika je
druhové specificky (Boobis et al, 1990). Nékteré induktory zvySuji aktivitu pouze jediné¢ho
enzymu (isoformy), vétSina vSak pilsobi soubézné zvySeni aktivity nékolika
biotransformacnich enzymd, event. v¢etn€ transportnich systémil. Mechanismus indukéniho
pusobeni je u nékolika nejzndméjsich induktort detailné prozkouman, u jinych je zatim pouze
jen naznacen.

Inhibice znamend snizeni aktivity biotransformacnich enzymt v souvislosti
S pisobenim xenobiotika, na urovni interakce enzymu s xenobiotikem ¢i na Urovni piepisu
genetické informace. Na rozdil od indukce se inhibice projevi velmi rychle po podéni
inhibitoru. Délka inhibice pak zavisi na mechanismu puasobeni inhibitoru na enzym,
v n&kterych ptipadech také na koncentraci inhibitoru a dob& expozice. Rada inhibitorti miize
vyvolat aZ ireverzibilni deaktivaci enzymu. Naopak pii reverzibilni inhibici dochazi po
eliminaci inhibitoru z organismu k obnové ptivodni funkce enzymu (Murray, 1992). Obdobné
jako u induktort, také ucinek inhibitord je vyrazné druhové specificky a mize byt selektivni
pouze K ur¢itému enzymu, nebo miiZze postihovat vice biotransformacnich enzymu.

Modulace aktivit biotransformacnich enzyml mulZe zménit G€inek a biologicky
polocas soucasné i nasledné podavanych léciv. Mize se tak zvysit plazmatick4 hladina ¢inné
latky/latek s rizikem jejiho toxického plisobeni nebo se mlize plazmaticka hladina dostat pod
terapeutickou mez. Modulace aktivit biotransformacnich enzyml muize mit za nasledek 1
zvySené riziko nezadoucich ucinki (Pelkonen et al, 1998).

V ptipad¢ lécby helmintdz, zvySena aktivita biotransformacnich enzymi hostitele
(napt. hospodaiskych zvifat) mize zpisobit sniZeni plazmatické hladiny anthelmintika, coz
muze vyustit v selhani farmakoterapie. Toto sniZeni plazmatické hladiny aktivni substance
zvySuje Sanci parazitl prezit po podani 1é¢iva. Navic pfi kontaktu parazita s nizkou davkou

anthelmintika dojde k aktivaci obrannych mechanismli parazita a naslednym snizenim
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citlivosti paraziti na podavané anthelmintikum. Takto muze indukce biotransformacnich
enzymu hostitele piispét k rozvoji l€kové rezistence.

Modulace aktivit biotransformacnich enzymti mtze zpusobit prodlouzeni eliminace
1é¢iva ¢i jeho metabolitd nebo se mize zménit biotransformacni cesta. U zvifat s produkty
urcenymi pro lidsky konzum je zde pak riziko rezidui v zivocisnych produktech. Toto je tieba
brat v ivahu pfi stanovovani ochrannych lhut.

Modulace nékterych biotransformacnich enzymi muze vést ke zvysené citlivosti na
znecisténiny zivotniho prostiedi s ndslednym rizikem rozvoje onemocnéni.

Vzhledem k vyse zminénym zavaznym diasledktim by u vSech pouzivanych 1é¢iv mél
byt indukéni resp. inhibi¢ni U¢inek pozorné sledovanym parametrem. V huménni
farmakologii a toxikologii se tato problematika jiz intenzivné studuje, ve veterinarni pouze

ojedinéle.

2.3.7 Patologické stavy

Akutni nebo chronicka onemocnéni, ktera ovliviiuji bunéénou architekturu nebo
funkci jater, nepochybné ovliviiuji jaterni metabolismus néckterych 1éCiv. Patii mezi né
steatoza, alkoholickd hepatitida, aktivni nebo inaktivni alkoholicka cirh6za, hemochromatoza,
chronickd aktivni hepatitida, biliarni cirhdza, akutni virova nebo polékova hepatitida ¢i
karcinom jater. V zavislosti na zavaznosti téchto onemocnéni dochazi k poskozeni jaternich
enzymil metabolizujicich 1é¢iva, zvlasté¢ mikrosomalnich oxidas, a tak ke znaénému ovlivnéni
eliminace 1écCiv.

Onemocnéni srdce mize omezenim pratoku krve jatry zhorsit dispozici 1é€iv, jejichz
metabolismus je zavisly na pratoku. Tato 1éCiva se totiz velmi snadno metabolizuji v jatrech a
jejich jaterni clearance se v podstaté rovna pratoku krve jatry (Katzung, 2006). Metabolismus
1é¢iv muize ovlivnit také onemocnéni plic, endokrini poruchy (hypo- nebo hyperthyroidismus,
hypofyzalni nedostatenost, nedostatecnost kiry nadledvin, nadory hypofyzy, Stitné Zlazy a
nadledvinek, diabetes, genetické abnormality pohlavniho vyvoje), infekce (bakteridlni a
virové) a zanét (Gibson a Skett, 2001) .

2.3.8 Zivotni prostiedi, koufeni

Aktivita biotransformacnich enzymi také mize byt ovlivnéna indukci nebo inhibici

jinymi latkami nez 1éCivy. Vedle ucinkd vlastniho 1éCiva ¢i interakci s 1éCivy soucasné
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podavanymi jsou opomijeny latky, které se vyskytuji v Zivotnim prostiedi nebo které do téla
pfijimane diky zlozvyku naseho Zivotniho stylu - koufeni.

Je mnoho chemickych latek v zivotnim prostfedi, které potencidlné mohou ovlivnit
metabolismus. Jsou to napiiklad tézké kovy (Pb, Hg, Cd), technické polutanty ( TCDD,
PCBs), insekticidy a herbicidy nebo vyfukové plyny. Tézkym koviim jsme vystaveni
v nizkych koncentracich (napf. Pb z olovénych potrubi na vodu, kadmium v zelening), ale
dlouhodobé a je riziko kumulace v organismu. TCDD je polycyklicka sloucenina, prekurzor
mnoha herbicidi. Zplsobuje indukci v metabolismu polycyklickych uhlovodikt, UGT, ¢i
GST, indukuje tedy 1. i 2. fazi metabolismu. PCBs jsou velkou skupinou latek, kterych se
pouziva ve vyrobnich primyslech. Jejich molekula je bud’ planarni nebo neplanarni. Planarni
indukuji jaterni metabolismus podobné jako polycyklické uhlovodiky, neplanarni vykazuji
indukci fenobarbitalového typu. Pesticidy rliznych typt jsou pfitomny ve vzduchu, vodé i
potravé. Mohou byt jak induktory, tak inhibitory metabolismu. Pro jejich rozSifeni a
setrvavani v pfirodé a organismech je tfeba pocitat s jejich potencidlnim ovlivnénim
metabolismu u lidi i1 zvifat. Vyfukové plyny, podobné¢ jako tabakovy kouf, obsahuji tisice
riznych latek vcetné alkant a cyklickych uhlovodikl jako benzen, toluen, xylen stejné jako
polycyklické aromatické uhlovodiky. Tudiz neni pfekvapenim, Ze tato smés latek ve
vyfukovych plynech indukuje metabolismus fady xenobiotik. Inhalace vyfukového plynu
indukovala 30-ti nasobné EROD (CYP1A1) v potkanich jatrech, ledvinach a plicich (Gibson
and Skett, 2001).

Cigaretovy kouif obsahuje vice jak 3000 chemickych latek znichz nékteré jsou
enzymovymi induktory (napf. benzo[a]pyren) a jiné inhibitory (CO, HCN). Piesto ale
induk¢ni efekt polycyklickych aromatickych slouéenin pievazuje (Gibson and Skett, 2001).

2.3.9 Hormonalni zmény, téhotenstvi

Hormonalni kontrola metabolismu je komplexni proces, do néhoZ jsou zapojeny
hormony hypofyzy, dfené nadledvin, ovarialni, §titné zlazy a pankreatu.

V téhotenstvi je hormondlni rovnovéha zna¢né ovlivnénd. Pfestdva menstruacni cyklus
a krevni hladiny peptidovych a steroidnich hormont jsou jiné. U potkanti t&hotenstvi
zpusobilo obecné snizeny metabolismus xenobiotik, napt 3-hydroxylaci kumarinu, ale
komplexnéjsi zmeény v metabolismu endogeniho progesteronu (Gibson and Skett, 2001).

V pribéhu téhotenstvi nedochdzi k vyrazné zméné¢ ve velikosti jater ani

k histologickym zménam jaterni tkan€, zmény vSak pozorujeme Vv aktivité¢ biotransformacnich
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procesi CYP. ZvySend hladina steroidnich hormont, charakteristicka pro téhotenstvi,
indukuje biotransformac¢ni procesy vazané na CYP (indukce je v blizkém vztahu k poméru
estrogenil k progesteronu). Plati, ze ¢im je latka lipofilngjsi, tim vice je eliminac¢ni polocas
Vv té€hotestvi prodlouzen, a naopak, ¢im jsou latka hydrofilnéjsi, tim je jejich polocas eliminace
krat$i. T€hotenstvim zplisobené zmény v aktivité biotransformacnich systému se promitaji i

ve druhé fazi, pozorujeme zvysenou UGT aktivitu (Dostalek, 2006).
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2.4. Faktory ovliviiujici metabolismus anthelmintik

Pti popisu faktorti ovliviiujicich metabolismus anthelmintik, jsem se zamétila na vybér
publikaci souvisejicich s metabolismem nejcastéji pouzivanych anthelmintik u hospodaiskych
zvitat, zvlasté u malych ptrezvykavcl a skotu, pfipadné u potkana jako Casto pouzivaného
laboratorniho zvitete. K 1écbé wvnitinich paraziti se nejcastéji pouzivaji benzimidazolova
anthelmintika (albendazol (ABZ), fenbendazol (FBZ), triklabendazol (TCBZ), flubendazol
(FLU)) ¢i ivermektin (IVM) ze skupiny avermektinti. Proto se pravé témito 1é¢ivy zabyva i

nejvice autord studujicich faktory ovlivitujicich metabolismus anthelmintik.
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Obr.2  Schematicky pribéh metabolismu netobiminu (NTB), ABZ a
albendazolsulfoxidu (ABZSO) (pievzato z Capace et al, 2001). Pokud je podan NTB, jako
Iépe rozpustné prolécivo ABZ, k cyklizaci dojde pisobenim GI mikroflory, ABZ je dale
pomoci FMO a CYP3A sulfoxidovan na ABZSO, ktery je v kone¢ném kroku 1. faze
oxidovan na albendazolsulfon (ABZSO,) katalyzou CYP1A.
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Aktivitu biotransformacnich enzymu lze sledovat inkubacemi subcelularnich frakei in
vitro se specifickymi substraty enzymt nebo inkubacemi piimo s danymi 1éCivy, jejichz
metabolismus je studovan. Lze téz zjistovat, zda latka podana zivému zvifeti ovlivni in vitro
metabolismus nebo sledovat farmakokinetiku podaného 1é¢iva in vivo. U parazitickych ¢erva
se zjist'uje metabolismus latek v parazitech kultivovanych ex vivo v kultiva¢nim mediu nebo
po priprave ,,subcelularnich frakci* z homogenatu jejich tél.

Porovnani hodnot enzymovych aktivit nebo metabolismu 1é¢iv naméfenych riznymi
laboratofemi je problematické z hlediska 1) riznych plemen, véku, pohlavi, kastrace, slozeni
stravy atd. experimentalnich zvifat 2) metod pouzitych pro piipravu biologickych vzorka 3)
pouzitych analytickych metod. Proto porovnavani vysledki pochazejicich z riznych

laboratoii mize vést ke klamnym zaveérim.

2.4.1 Mezidruhové rozdily v biotransformacnich enzymech a metabolismu

anthelmintik

Metabolismus anthelmintik 1ze rozdélit do dvou velkych skupin — metabolismus u
hostitelti helmint a metabolismus u vlastnich helmint. Obé& tyto skupiny jsou obrovské, at
pocet druhti zvitat 1é¢enych anthelmintiky tak i pocet druhti helminti. Kazdy druh ma pak
svij specificky enzymovy aparat a tim i metabolismus 1é¢iv. Obecné¢ plati, Ze ¢im jsou druhy
evoluén¢ vzdalenéjsi, tim vice maji odliSny metabolismus cizorodych latek. Proto také
metabolismus anthelmintik je znacn€ odliSny u helmintd a u jejich hostitel.
Biotransforma¢nimi enzymy a metabolismem anthelmintik u helminta se zabyval Mgr. Viktor
Cvilink, PhD. ve své disertatni praci a poznatky v této oblasti shrnuje piehledny clanek
(Cvilink et al, 2009). Ve své disertacni praci jsem se zaméfila na metabolismus anthelmintik u
hostitelli helmintl, tedy hlavné u hospodarskych zvifat. I u pfibuznych druhii zvitat, kde
existuji shodné rysy v anatomii a fyziologii, a kde lze podobny metabolismus Iéciv
predpokladat, se ne vzdy piedpoklad shoduje s realitou. Je tedy nutné metabolismus kazdého
species sledovat samostatné. Rozdily v metabolismu mohou byt jak kvalitativni (rozdilné
metabolické cesty), tak kvantitativni (napf. rozdilné mnozZstvi jednotlivych metabolitl ¢i
rozdilny pomér enantiomerti tvofenych z prochiralniho 1éciva).

Mezidruhové porovnani bazalni aktivity vybranych biotransformacnich enzymu in
vitro u samcu divokych druhti pfezvykavych zvitat (jelen, srnec, danék a muflon) provedli
Machala et al (2003). Byly méteny aktivity CYP 1A, 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 3A, 4A vici

relativné specifickym substratim a dany protein byl prokazovan western blottingem. Vysokou
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aktivitu CYP1A vykazovaly mikrosomy danka a srnce, naopak nizkou jaterni mikrosomy
z muflona. Vyssi aktivita CYP3A byla u muflont a dankt, CYP4A u srncti a muflont. Déale u
muflonti byly nejvyssi aktivity CYP3A, 2C, 2D a 2E coz naznacuje, ze muflon ma nejvyssi
biotransformacni potencial z téchto studovanych druht.

Szotakova et al. (2004) porovnavali in vitro aktivity nékterych oxidacnich, redukénich
a konjugacnich biotransformaé¢nich enzymt mezi prasaty, skotem, kozami a ovcemi. Slo o
jedince stejného stari, zdravé, nekastrované samce. V mikrosomech skotu byla pozorovéana
velmi vysoka EROD aktivita (odpovidajici CYP1A) 5-10 x pfevazujici ostatni, v ov¢ich
mikrosomech byla naopak vysoka aktivita MFCD (CYP2C9) a 12-LOH (CYP4A). U prasat a
ovci pak byla nalezena vyssi aktivita 6f-TOH (CYP3A). VSechny druhy mély relativné
vysoké aktivity reduktas karbonylové skupiny. Aktivity konjugaénich enzyma (UGT a GST)
byly nejvyssi u ovci.

Aktivitu biotransformacnich hydrolytickych a konjugaénich enzymii porovnavali u
skotu, jeleni a potkanti Sivapathasundaram et al (2003). Jaterni mikrosomalni epoxid
hydrolasa (specificky substrat benzo[a]pyren 4,5-oxid) byla u skotu a jelenti asi dvakrat vyssi
nez u potkanii. Naopak cytosolickd GST (specificky substrat DCNB) byla u hospodaiskych
Cytosolicka sulfotransferasa (specificky substrat 2-naftol) byla vyss$i u skotu v porovnani
s potkanem. Aktivita UGT (specificky substrat 1-naftol) se nelisila mezi zkoumanymi druhy.

Rozdily v plazmatické biodostupnosti ABZSO, jako anthelminticky u¢inného
metabolitu ABZ, mezi skotem a ovcemi byl popsan jak u podani proléc¢iva netobiminu (NTB)
(Lanusse et al, 1993), tak po podani samotného ABZ (Delatour et al, 1990). Biodostupnost
byla vyznamné vyssi, biologicky polo€as a MRT vyznamné del$i u ovcei oproti skotu. Tyto
rozdily byly pivodné pfisuzovany rozdilnému jaternimu metabolismu u obou species, kde se
vyS$i oxidacni kapacita pfedpokladala u skotu. Ale nepublikovand data Lanusseho et al
(Lanusse et al, 1992) ukazuji, Ze sulfoxidace ABZ byla rychlej$i u ovci, sulfonace se mezi
témito species neliSila. Lanusse a Prichard (1990) dokumetovali dlouhy elimina¢ni polocas a
delsi setrvavani ABZSO v plazmé ovci (po 100 hod po podani) nez u skotu, kde byl ABZSO
Z plazmy eliminovan béhem 30 — 36 hod po podani (Lanusse et al, 1991).

In vitro porovnani schopnosti jaternich mikrosomt ovci a skotu oxidovat ABZ
provedli Lanusse et al (1993). Ani prolécivo nNTB ani ABZSO; nebyly mikrosomy ovci ani
skotu biotransformovany. Toto naznacuje, ze redukce a cyklizace NTB v ABZ po peroralnim
(p.0.) i po parenteralnim podani je Glohou Gl mikroflory. Oxidace ABZ, methimazolu (MTZ)

a thiourey jaternimi mikrosomy ovci spotfebovala vyznamné vice NADPH nez stejna reakce
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s mikrosomy skotu. To odpovida rychlejsi tvorbé ABZSO u ovc€ich mikrosomii oproti
mikrosomtim skotu. Tyto vysledky naznacuji, Ze ovce maji vyssi potencidl oxidovat ABZ na
ABZSO. Toto ale odporuje nékterym farmakokinetickym vysledkiim provedenych na téchto
dvou species. Zdanlivd neshoda mize byt zapii¢inéna rozdilnym Gl metabolismem
benzimidazoli. ABZSO se koncentruje v GIT iont-trappingem diky pH gradientu plazma/GIT
tekutina. Takto muze byt ABZSO zdrojem ABZ v GIT a mize byt zodpovédny za
prodlouzené setrvavani ABZSO v plazmé ovci (100hod po podani NTB), zatimco v skotu je
béhem 30-36 hod z plazmy odstranén. Nizsi redukéni a vyssi oxidaéni kapacita Gl mikroflory
skotu ma za nasledek vyssi plazmaticky pomér ABZSO2/ABZSO pozorovany u skotu oproti
ovcim po podani NTB nebo ABZ (Lanusse et al, 1992). Zaroven Lanusse et al (1993)
zkouseli vliv antityroidalni latky MTZ jako potencialniho inhibitoru ABZ sulfoxidace. Tyto in
vitro vysledky se shoduji s in vivo vysledky Lanusseho a Pricharda (1992). AUC, elimina¢ni
polocas a MRT ABZSO byly mnohonésobné¢ vyssi u podani NTB v kombinaci s MTZ oproti
podani samotného NTB u ovci v porovnani se skotem.

Mezidruhové porovnani v in vitro metabolismu ABZ u jelena, skotu, ovci a prasat
(v€etné jejich divokych piibuznych) bylo provedeno diive na naSem pracovisti (Velik et al,
2005). ABZ byl rychle metabolizovan na ABZSO a ABZSO pomalu na ABZSO, ve vSech
zkoumanych druzich zvitat. Pomér (+)/(-)-ABZSO byl vétsi nez 1 u domacich zvitat, muflona
a divokého prasete, mensi nez 1 naopak u jelenti, dankt a srncti. Celkova sulfoxidace ABZ
byla oproti ostatnim druhlim pomalejsi u jelenovitych. Nekastrovani domaci berani a mufloni
berani méli nizsi sulfoxidaéni aktivitu neZ skopci. Zadny rozdil v tvorbé ABZSO nebyl
zaznamenan mezi berany a muflonimi berany, ale sulfonace probihala rychleji u muflond nez
u beranti a skopcti. Sulfonace byly dvakrat rychlejsi u bykt oproti v§em dal$im druhtim (Velik
et al, 2005).

Mezidruhovy je i rozdil ptitomnosti ABZ v plazmé po podédni NTB ovcim (Cristofol et
al, 1997a) a potkaniim (Cristofol et al, 1997b). U ovci detekovan nebyl, u potkant asi do 6.
hod po podani, coz naznacuje, Ze jaterni metabolismus ABZ je u monogastrickych zvitat
pomalej$i nez u polygastrii. Také v plazmé kutat byl ABZ po podani této substance detekovan
(Csiko et al, 1996). Pti studiu farmakokinetiky NTB a jeho metaboliti in vivo u koni byla
zjisténa vysoka hladina ABZSO oproti ABZSO,, coz ukazuje na relativné pomalou oxidaci
ABZSO na ABZSO, (Gokbulut et al, 2009¢). Naopak pii studiu farmakokinetiky u koni
licencovanych anthelmintik (FBZ, oxfendazolu (OFZ) a oxibendazolu (OXB)) bylo zjisténo,
ze plazmatickda koncentrace U¢innych sulfoxidovych metabolitl byla relativné nizka, byly

rychle metabolizovany na neti¢inné metabolity, které v plazmé prevazovaly (McKellar et al,
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2002, Gokbulut et al, 2002). Tyto rozdily mohou zptlisobovat rozdilné¢ fyzikalné-chemické
vlastnosti absorp¢ni schpnost jednotlivych 1é¢iv z GIT koni.

Lanusse et al (1992) porovnavali metabolismus ABZ, ABZSO a ABZSO; ruminalni,
abomasalni a ilealni tekutinou ovci a skotu. Zadnou ztéchto latek nemetabolizovala
abomasalni tekutina. Ruminalni a iledlni tekutina vyznamnou mérou metabolizovaly ABZ a
ABZSO jak u ovci tak u skotu, naopak ABZSO, neovlivnily. Oxidace ABZ na ABZSO
probihala rychleji pii inkubacich rumindlni a iledlni tekutiny skotu oproti ovcim. Redukce
ABZSO na ABZ naopak probihala rychleji u ovci nez u skotu. Takze oxida¢ni aktivita obou
tekutin byla vétsi u skotu a redukéni u ovci.

Enantioselektivita v metabolismu je znamkou rozdilného mnozstvi nebo aktivity
biotransformacnich enzymu zapojenych do metabolismu jednotlivych latek u riznych species.
Delatour et al (1991) porovnavali rozdily v enantioselektivit¢ ABZSO po podani ABZ ovcim,
kozam a skotu. Plazmaticky profil metbolitl se pomérné vyznamné lisil u jednotlivych druhi.
AUC ABZSO bylo 7.5, 5.8 a 1.3 pg.ml™.h a ABZSO, 2.3, 3.3 a 2.4 pg.ml™>.h v pofadi ovce,
kozy, skot. Pomér AUC ABZSO/ABZSO, byl tedy 3.2 u ovci, 1.8 u koz a 0.6 u skotu.
Nejkratsi eliminacni polo€as obou metaboliti byl u skotu, nejdelsi u ovci. Pomér koncentraci
(+)ABZSO/(-)ABZSO na pocatku sledovani byl 75:25 = 3 u ovci, 60:40 = 1.5 u koz a 80:20 =
4 u skotu, celkovy pomér AUC (+)ABZSO/(-)ABZSO v procentualnim vyjadieni byl 86:14 u
ovci, 80:20 u koz a 91:9 u skotu. Pomér (+)-ABZSO/(-)-ABZSO byl v rozmezi 2.8-3.8 po
inkubaci muflonich hepatocytii s ABZ, potkani hepatocyty tvofily stejny pomér enantiomerii
(1.0-1.1) (Velik et al, 2003), pii inkubacich ov¢ich jaternich mikrosomt s ABZ byl pomér
sulfoxidi 4.11, zatimco u skotu 2.63 (Virkel et al, 2004). Pfi in vitro inkubacich ruminalni
tekutiny ovci a skotu Virkel et al (2002) zjistili, ze koncentrace ABZ je po inkubaci s (+)-
ABZSO 0 55-158 % vyssi nez pii inkubacich s (-)-ABZSO u skotu, u ovci byla tato
koncentrace vyssi 1.3 — 3.0 krat. Rychlost tvorby ABZ z obou enantiomerit ABZSO byla
signifikantné vyS$i pifi inkubaci ruminalni tekutiny ovei nez skotu. Pii inkubacich
enantiomeri OFZ s ruminalni tekutinou obou druhti byl pozorovan podobny pribéh jako u
enantiomerdt ABZSO. TéZ byla pozorovana obousmérné chiralni konverze — v inkuba¢nim
médiu s (+) enantiomerem byl detekovan (-) antipod a opacné (Virkel et al, 2002).

Znaéné mezidruhové rozdily byly popsany u FBZ. Oxidace FBZ probé&hla u osli, koni,
ovci, prasat, skotu, koz ¢i kraliki k metabolitu FBZSO,, zatimco u psi nebyl FBZSO,
detekovan. Koné metabolizovali FBZ a OFZ mnohem rychleji nez ptezvykavci, s ¢imZ

souvisela i nizsi biologicka dostupnost a kratsi setrvavani ( Capace et al, 2009).

26



Rozdily ve farmakokinetice a biologické dostupnosti po subkutannim podani (s.c.)
IVM byly pozorovany i mezi dvéma plemeny skotu. Rozdil vSak asi neni dan rozdilnou
rychlosti metabolismu, protoze IVM je ptevdzné vylucovan nezménény stolici (Vercruysse et
al, 2008). Farmakokinetiku IVM (s.c. 0.2 mg/kg) mezi dvéma plemeny koz porovnavali
Gokbulut et al, 2009a). PtestoZze u Cmax @ Tmax nebyl signifikantni rozdil mezi plemeny, AUC,
MRT a cas posledni detekovatelné plazmatické koncentrace byly rozdilné. Vnitrodruhové
mezi jednotlivymi plemeny skotu byl té€Z pozorovéan rozdil ve farmakokinetice moxidektinu
aplikovaném jako ptipravek pour-on. U jednoho plemena byla signifikantné¢ vyssi AUC a
Cmax (Sallovitz et al, 2002).

Rozdily v biologické dostupnosti anthelmintik mezi riznymi druhy ¢i jen plemeny
téhoz druhu mohou zpisobit predavkovani ¢i poddavkovani léCenych zvifat. Proto je
nezbytné znat detailni farmakokinetiku véetné metabolismu kazdého anthelmintika u kazdého

cilového species.

2.4.2 Rozdilnost v metabolismu a farmakokinetice anthelmintik u samct a samic

Metabolické drahy 1é¢iv jsou pod hormondlni kontrolou, proto Ize obecné
predpokladat rozdily v metabolismu anthelmintik u samcti a samic. Pokud pohlavni hormony
ovlivni metabolismus 1éCiv u zvifat s produkty pro lidsky konzum, je tfeba brat v uvahu to, ze
rezidudlni hladina 1é€iv ¢i jejich metabolitli se mize pohlavné liSit nebo miize byt ovlivnéna
podavanim anabolickych hormoni (Witkamp et al, 1991).

Pohlavni rozdily ve farmakokinetice ABZ pozorovali Cristofol et al (1998). Po p.o.
podani 20mg/kg NTB ovcim a beranim byl vyznamné del$i elimina¢ni polocas a MRT
ABZSO a ABZSO; u ovci. Plazmaticka koncentrace vyjadiend jako Cpax @ AUC metabolitd
NTB byla ptiblizné 3x (berani) a 6x (ovce) vyss§i u ABZSO nez u ABZSO,. Ovce tvotily
pfiblizné 2x méné ABZSO; nezZ berani. Ovce vyznamné vice vazaly ABZSO a ABZSO, na
plazmatické proteiny (albumin a globuliny). Vyssi oxidac¢ni schopnost byla u berant.

Zajimavé je téz srovnani farmakokinetiky enantiomerit ABZSO u ovci a berant.
Capace et al (2000) zjistili, Ze 30 min po podani 7,5 mg/kg racemického ABZSO ovcim a
beraniim byl pomér (+) a (-) enantiomeru v plazmé ptiblizn¢ stejny, ale s Casem pak ptibyva
(+)-ABZSO a ubyva (-)-ABZSO az do 60. hod po podani. Vysvétluji to enantioselektivni
eliminaci, specificitou a prednostnim vybérem cytochromi P450 k (-)-ABZSO a

jeho metabolizaci na ABZSO,. Z tohoto téz usuzuji, Ze anthelminticky ucinnek nese (+)-
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ABZSO. U obou pohlavi zaznamenali podobny kineticky profil jen s tim rozdilem, Zze berani
absorbovali (-)-ABZSO o néco rychleji nez ovce (kratsi Trax)-

Pti podani 10 mg/kg ABZ kozadm nebyly zaznamenany rozdily mezi pohlavimi jiné
nez v Tmax u dospélych jedinct. Samice mély krat§i Trax (+)-ABZSO oproti samcim (Capace
et al, 2009). V tomto experimentu byla zaznamenana vys$$i koncentrace (-)-ABZSO v tivodni
fazi po podani, hodinu po podéani zacal v plazmé dominovat (+)-ABZSO. Ziejmé doslo
k rychlé pfreméné (-)-ABZSO na ABZSO..

Ndong et al (2007) zjistovali vliv pohlavi na farmakokinetiku IVM po jednotlivé
subkutalni aplikaci 0.2 mg/kg senegalskym ovcim. AUC byla signifikantn€¢ vySs$i u samic,
ostatni parametry (Cmax, MRT, T1/2) nedosahly signifikantni rozdilnosti, pfesto byly vyssi u
samic. Tato pohlavni rozdilnost mize byt zptisobena rozdilnou zasobou tukové tkan¢, kde se
muze l1é¢ivo rozpustné v tucich kumulovat a plsobit jako rezervodar. Pfes zminénou rozdilnost
davka 0.2 mg/kg s.c. méla stejné endektocidni ti€¢innost u obou pohlavi. U koz po podani 0.5
mg/kg IVM pour-on byla posledni detekovatelna plazmatickd hladina 1é¢iva zaznamenana
mnohem pozdéji u samci (16.17 dni) oproti samicim (10.67 dni). Cax, Tmax @ AUC bylo u
obou pohlavi bez signifikantnich rozdili. Ukazuje to na pomalejsi exkre¢ni schopnost samcii
(Gokbulut et al, 2009b).

Toutain et al (1997) porovnavali plazmaticky profil po podani 200 ng/kg doramektinu
a IVM s.c. skotu. AUC byla asi 0 10 % vyssi u krav oproti bykiim u obou 1é¢iv. Absorpéni
polocas byl rychlejsi u bykl, eliminaéni polocas nebyl pohlavim ovlivnén. Biologicka
dostupnost doramektinu i IVM byla u krav 0 10 % vyssi nez u byka.

Utinnost terapie fasciol6zy triklabendazolem (TCBZ) ¢ kombinaci klorsulonu s IVM
byla porovnavana u samcui a samic potkana (Sibille et al, 2000). Zjistilo se, ze 1é¢ba TCBZ
ucinkovala na obé& pohlavi, pokud byla podéna 4 tydny po infekci, ale kombinace klorsulonu
s IVM ucinkovala pouze malo u samct (54%) a vibec u samic. Pfi podani 1é¢iv 8 tydnl
postinfekéné kombinace fungovala vyborné na samce (100%), ale jenom z 53% na samice
potkanti. Tyto necekané vysledky autofi zdavodiuji zvySenou expresi CYP3A samic 1é¢enych
klorsulonem a IVM.

Decasto et al (2005) porovnavali expresi CYP3A podle pohlavi a plemene (Limousin a
Piedmontese) skotu. U Piedmontese plemene zjistili vyznamné vyssi aktivitu CYP3A aktivitu
u byka nez u krav, ale zadny rozdil u plemene Limousin. Bez rozdilu mezi pohlavimi na
Limousin plemenu bylo i zjisténi Dupuyho et al (1999) na in vitro metabolismu IVM (1é¢ivo

castecné metabolizované CYP3A).
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Na rozdil od farmakokinetickych vysledku, in vitro studie neukazala statistickou
vyznamnost v metabolismu IVM v mikrosomech z jater krav a byka (Dupuy et al, 1999). Tato
studie ukazuje a vyslovuje ndzor, ze je nepravdépodobna hypotéza o pohlavni rozdilnosti
v metabolismu endektocid u veterinarnich druhi. Farmakokinetické rozdily mezi pohlavimi
jsou spise zpusobeny rozdilnou distribuci nez metabolismem 1é¢iv. Makrocyklické laktony
maji velky distribu¢ni objem a relativné dlouhé setrvavani diky jejich vysoké koncentraci
Vv tucich a dlouhému vyplavovani z téchto tkani. Farmakokinetika a aktivita avermektint a

milbemicint je vyznamné ovlivnéna lipofilitou aktivni molekuly (Dupuy et al, 1999).

2.4.3 Rozdily ve farmakokinetice anthelmintik v zavislosti na véku zvirat

Z problémi, které parazitdzy zvifatim zpusobuji (posSkozeni cilového organu parazita
s jeho negativnimi duasledky), vyplyva nutnost parazitozam piedchazet, pokud je to mozné,
nebo je 1€¢it a to nejen u dospélych zvifat, ale uz u mlad’at. Ta se s infekénimi stadii parazitd
setkavaji zdhy po svém narozeni na pastveé nebo ve stdji a jsou k nim velmi vnimava. Na véku
zéavisi schopnost absorpce, tkanové distribuce ¢i metabolismus 1é¢iv. Napiiklad nize citovani
autofi zjistili rozdily ve farmakokinetice NTB u jedno- a osmimé&si¢nich ovci. Mezi mladymi
a dospélymi prezvykavci jsou anatomické rozdily ve stavbé travici soustavy. Nefunkcénost
predZzaludki u mlad’at snizuje absorpci malo rozpustnych 1é¢iv jako napf. benzimidazold.
Ptestoze je faktor v€ku pro farmakoterapii tolik vyznamny, pouze malo praci se
problematikou veékového porovnani v pouzivani anthelmintik u hospodarskych zvifat
vénovalo.

McKellar et al (1995) porovnavali farmakokinetiku metabolitd po podani NTB, ABZ
nebo ABZSO 5 mg/kg jedno- a osmimési¢nim ovcim. Biologickd dostupnost se nelisila
svékem u ABZ a ABZSO, ale byla signifikantné¢ niz8§i po podani NTB jednomési¢nim
autofi (1993) zjistovali plazmaticky profil NTB, ABZ a metaboliti u tfimési¢nich a
devitimési¢nich ovci. Nezaznamenali Zadnou vyznamnou odliSnost ve farmakokinetice
zéavislou na veku zvirat.

U koz v zavislosti na véku (2 a 14 mésicii) porovnavali farmakokinetiku ABZ 10
mg/kg Capace et al (2009). U vSech skupin zvitat pfevazoval (+)-ABZSO, ABZ nebyl
detekovan. Hodnoty Cnax @ AUC pro oba enantiomery byly vyS$i u dospélych. Maximalni

koncentrace byly u mladych dosazeny dfive, zaroven u nich byl krat§i MRT vSech metabolitt.
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2.4.4 Vliv stravy na farmakokinetiku anthelmintik

Cetné faktory vztahujici se k hostiteli, véetné komponent stravy, mohou ovlivnit Gl
absorpci enterdlné¢ podanych 1éCiv. Navic fyzikalné chemické interakce, rozpustnost a pH
prostiedi v bachoru maji vliv na rozdilnou absorpci. Benzimidazoly ( ABZ, FEN, OFZ) jsou
pro svoji nizkou rozpustnost ve vod¢ limitovany na oralné ¢i intraruminalné podavané
suspenze. Rozpustnost castic v Gl tekutin€é pak ovliviiuje rychlost a rozsah absorpce a
celkovou biologickou dostupnost benzimidazolovych 1éCiv u piezvykavcii. Napiiklad casoveé
omezenad redukce pfijmu potravy prodlouzila Cas disoluce a tim se zvysila plazmaticka
dostupnost a anthelmintickd t¢innost OFZ u ovci (Ali a Hennessy, (1993, 1995a, 1995b).
Obdobn¢ hladovénim zpomaleny Gl priichod zvysil plazmatickou a abomasalni dostupnost
ABZ u krav (Sanchez et al, 1997). Navic rozdilny typ krmiva mlze ovlivnit ruminalni pH a
modifikovat mikroflorou  zprosttedkovanou metabolickou sulforedukci nékterych
benzimidazolt (Virkel et al, 1997). Charakterizace kinetického a metabolického chovani a
vysledna tucinnost antiparazitickych 1é¢iv pii riznych podminkach chovu mohou hrat
vyznamnou roli pfi zvySeni parazitické kontroly v chovu.

Vliv hladovéni pfed podanim ABZ (i.r. a i.v.) a pted a po podani ABZ (10 mg/kg)
skotu porovnavali Sanchez et al (1997, 2000). Hladovéni pied i.v. podanim nemélo zadny
vliv, ale hladovéni skotu pied i.r. podanim vliv mélo. Biologicka dostupnost ABZ a ABZSO
byla u hladovéjicich (pfed i po podani) vyznamné vyssi. Obdobné Lifschitz et al (1996)
zkoumali vliv 24 hod hladovéni pfed podanim ABZ 7,5mg/kg na farmakokinetiku parentni
latky a metabolitlh u ovei. Vyrazné vyssi absorpce s vy$§imi Cmax @ AUC hodnotami, delsi
plazmaticky polo€as a MRT byla pozorovana u hladovéjicich zvitat. Bioekvivalen¢ni
porovnani ukazalo, Ze 1écba 7,5 mg/kg u hladovéjicich ovei odpovidalo o 50% vyssi davce
(11,3 mg/kg) u ovci krmenych ad libitum. Rychlost prichodu Gl traktem je u hladovéjicich
zvitat podstatné nizsi, proto zde setrva léCivo delsi dobu a ma delsi cas k rozpusSténi a
vstiebani.

Ali a Hennessy (1995a, 1995b) zjistovali vliv do¢asného omezeni mnozstvi krmiva na
biologickou dostupnost i.r. podaného OFZ a jeho u¢innost proti Haemonchus contortus a
Trichostrongylus columbriformis u ovci. Snizeni davky krmiva z 800g/den na 400g/den
zpomalilo pasaz traveniny Gl traktem coz vedlo k prodlouzeni ¢asu, kdy 1éCivo setrvavalo
Vv GIT a mohlo se vstiebat. Vyznamna je redukce ¢aste¢n¢ benzimidazolrezistentnich kmeni
T. columbriformis 0 60% a H. contortus 0 94% v ptipadé redukovaného pfijmu potravy oproti

19% a 60% redukci u zvifat s vysokym piijmem potravy. Stejni autofi (1996,1997) provedli
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podobné porovnani vlivu niz§iho mnozstvi krmiva v obdobi medikace 1 s dalSimi
anthelmintiky — IVM a klosantelem. Vliv zpomaleného prichodu traveniny na mnozstvi
absorbovaného 1é¢iva byl podobny (vyssi Cmax @ AUC v plazmé u skupiny s redukovanym
piijmem). Anthelminticka ¢innost IVM u skupiny ovci s redukovanym ptijmem krmeni byla
97% na Haemonchus contortus v porovnani s 53% tG¢innosti u skupiny s vysokym piijmem.

Vliv typu krmiva (obili jako koncentrovana strava, Cerstva picnina) porovnavali
Sanchez et al (1999) na biologické dostupnosti ABZ u telat, Taylor et al (1992, 1993) na
dostupnosti FBZ, IVM, rafoxanidu a TCBZ u jehnat a telat, Gokbulut et al (2007) na
farmakokinetickém profilu TCBZ ¢i Knox a Steel (1997) na plazmatické profilu FBZ a jeho
metabolitl u skotu. Parametry Cmax, Tmax, AUC a MRT byli u ustajenych zvifat vyznamné
vys$§i nez u zvifat na pastvé. Pasouci se zvifata maji rychlej$i pasaz Gl traktem, rozdily
v plazmatickych koncentracich jsou tedy zptisobeny omezenou absorpci u pasoucich se zvitat.
Rozpustnost ABZ byla vyznamné vyss$i v pH 1,75 odpovidajici abomasalni tekuting zvitat
krmenych koncentrovanou stravou nez v pH 2,0 odpovidajici zalude¢ni tekutiné zvitat
z pastvy (Sanchéz et al, 1999). ABZ je ve vod¢ Spatné rozpustné 1éCivo, ale jeho rozpustnost
se podstatné zvysi pii nizkém pH. Slozeni stravy mtiZze ovlivnit pH Zalude¢niho obsahu. Doba
setrvavani suspenze ABZ v kyselém pH zaludku muze ovlivnit absorpci 1é¢iv z tenkého
stfeva. Toto mtze ovlivnit farmakokinetické rozdily pozorované u zvifat s rozdilnym typem
krmiva (Alvarez et al, 1996).

Typ stravy urcuje slozeni a rozlozeni mikrobialni populace v bachoru. | toto se tak
miize podilet na celkovém metabolismu podavanych 1é¢iv. Uéinngjsi nitroredukce proléciva
NTB a sulforedukce ABZSO ruminélni tekutinou ovci krmenych koncentrovanou stravou
oproti ovcim krmenych senem zaznamenali Virkel et al (1999). In vitro pokusy s ruminalni
tekutinou ukazaly, ze pravé mikroflora bachoru metabolizuje NTB na ABZ a jeho sulfoxid, a
naopak ABZSO na ABZ, protoze zadna metabolicka aktivita nebyla pozorovéna u
povatenych vzorkl ruminalni tekutiny.

Alvarez et al (1996) porovnavali vliv typu krmeni na farmakokinetiku peroralné
podaného ABZ 10 mg/kg u prasat. Vyznamné vyssi hodnota Cyax @ AUC byly pozorovany
pro anthelminticky aktivni metabolit ABZSO i ABZSO, u prasat na pastvé nez u prasat
krmenych koncentrovanou proteinovou stravou. S tim souvisi i del$i eliminacni polocas a
MRT obou metabolitd u této skupiny. Tato pozorovani vysSich hladin metaboliti ABZ
V plazmé u prasat na pastvé oproti prasatim krmenym obilym ¢i syrovatkou se neshoduji

s vysledky ziskanymi pii studiu pteZvykavcl (Sdnchéz et al, 1999)
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2.4.5 VIiv medikace na metabolismus a farmakokinetiku anthelmintik

Z publikovanych vysledktl jednoznacné vyplyva, Ze fada benzimidazolovych 1é€iv ma
schopnost vyznamné modulovat nékteré isoformy CYP u laboratornich zvitat, v bunéénych
liniich 1 u clovéka. Omezené jsou vSak souCasné znalosti o modulaénim uc¢inku
benzimidazolovych anthelmintik na CYP a dalsi biotransformacéni enzymy u hospodatskych
zvitat. Miru a smér modulace nelze vzhledem K obrovskym mezidruhovym rozdilim v odezvé
na piitomnost induktoru ¢i inhibitoru jednozna¢né odhadnout a extrapolovat tak data mezi
odlisSnymi species. Je tedy tieba dalSich experimentl k obsahnuti vSech druhii i hospodarskych
zvitat, u kterych se benzimidazolova anthelmintika pouzivaji a dle vysledkd zrevidovat
vhodnost 1é¢by.

Velik et al (2004a) shrnuji informace o modulaénim plsobeni riznych
benzimidazolovych 1é¢iv na biotransformacni enzymy. Biotransformace ABZ byla studovéana
na potkanech, mysich, kralicich, dribezi, ovcich, kozach, skotu, prasatech, psech, kufatech a
Clovéku. ABZ, jako sulfidovy typ anthelmintika, je v oxidovan na sulfoxid (katalyzou
CYP3A4 a FMO) a dale na sulfon (katalyzou CYP1A). Bylo zjiSténo, Ze kdyZ je mukozni
CYP3A4 inhibovan (cimetidinem, grapefruitovou S$tédvou) je biologickd dostupnost a
plazmaticky profil metabolith ABZ nizsi. Indukéni plisobeni ABZ bylo poprvé popsano na
konci 80.tych let minulého stoleti, kdy zvysena katalyticka aktivita a mnozstvi proteinu bylo
pozorovano u potkand. Pozdéji také v lidskych mikrosomech a bunéénych kulturach HepG2 1
u dalSich zivocisnych druhta (napt. muflona (Velik et al, 2004b, Lamka et al, 2007)). Indukéni
efekt na CYP1A1 ma ABZ a ABZSO, nikoli ABZSO,, pficemz induk¢ni efekt ABZSO je
vyrazn€j§i nez parentni latky. FEN je strukturné blizkym ptibuznym ABZ. Jeho
monooxidovany metabolit se nazyvd OFZ. FEN je schopen kompetitivné inhibovat
sulfoxidaci ABZ. Jeho induk¢ni ptisobeni na CYPIA1 bylo prokazano u kralika in vivo,
v primarnich kulturach krali¢ich ¢i prasecich hepatocyti (Baliharova et al, 2004) ¢i v HepG2
bunikach. Naopak bez modulac¢niho efektu na biotransformac¢ni enzymy se ukazal u potkand,
mysi a kutat. TCBZ indukoval CYP1AT1 v primarni kultufe potkanich a krali¢ich hepatocytd,
potkanich bun&tnych kulturdch H4IIE a lidskych jaternich HepG2 bunkach. TBZO je
pouzivan nejen jako anthelmintikum, ale jeho fungicidni ucinky jsou hojné vyuZivany
k oSetfeni zeleniny. Existuje tedy i riziko nezadouci expozice lidi ¢i zvifat TBZO.
Mebendazol (MBZ) indukoval CYP1A v kulturach potkanich hepatocyti a v HepG2 burikach
(Baliharova et al, 2003), naopak inhiboval CYP3A v kulturach prasecich hepatocyti
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(Baliharova et al, 2004). Ptestoze se FLU od MBZ lisi jen pfitomnosti atomu fluoru, byl FLU
popsan jako inhibitor oxida¢nich enzymi u potkand in vivo (pievzato z Velik et al, 2004).

Také jednotliva p.o. davka 0.5 mg/kg IVM muflonim zvysila jaterni EROD, MROD,
PROD, BROD, 6B- a 16a-TOH, takze je ziejmé, ze CYP1A1, 1A2, 2B a 3A, které jsou za
tyto monooxygenasové aktivity odpovédné, jsou IVM indukovany. U dankli méla CYP-
dependentni dealkylasova aktivita obecné vyssi hodnoty nez u muflont, ale indukovatelnost
IVM nebyla zaznamenéna (Skélova et al, 2001).

Jednorazové a opakované (2 davky po 14ti dnech, 800 mg) podani ABZ cloveku
autoindukovalo jaterni biotransformac¢ni enzymy. Hodnoty Cmax @ Tmax Sice nebyly u obou
hlavnich metaboliti (ABZSO a ABZSO,) zménéné, ale AUC po prvnim podani bylo mnohem
vys$$i nez po druhém a naopak clearance latek byla rychlejsi po opakovaném podani. Tento
efekt nizSich plazmaticych koncentraci po opakovaném podani ABZ mulze mit negativni efekt
na farmakoterapii ( Mirfazaeliana et al, 2003).

Vyhodnost ko-medikace ovci dvémi anthelmintiky (IVM a TCBZ) porovnavali
Lifschitz et al (2008). Eliminace IVM byla pomalejsi a plazmaticka dostupnost 3x vyssi pii
kombinaci s TCBZ nez pii podani samotného IVM. Obdobné plazmaticka koncentrace TCBZ
a jeho metaboliti pfi kombinaci s IVM dosdhla vyS§i Cpax oproti TCBZ samostatné
podanému. Obdobné vysledky ziskali i Alvarez et al (2008) pii testovani kombinace IVM a
ABZ u kment ch parazitii rezistentnich na ob& anthelmintika ¢i Merino et al (2003). Pti
kombinaci anthelmintika moxidektinu s IVM nebo s quercetinem v kultufe potkanich
hepatocytl bylo dosazeno vy$iho mnozstvi moxidektinu v kultufe. In vivo pouze quercetin
ovlivnil farmakokinetiku moxidektinu v plazmé jehnat - zvysil AUC (Dupuy et al, 2003).
Kombinace IVM s antifungalni latkou ketokonazolem zvysila plazmatickou koncentraci IVM
u ovci (Alvinerie et al, 2008). Virkel et al (2009) zjistovali ovlivnéni farmakokinetiky TCBZ
cilen¢ inhibitory enzyma metabolizujicich toho anthelmintikum - FMO a CYP u ovci. MTZ,
jako inhibitor FMO, kinetiku neovlivnil. Piperonyl butoxid a ketokonatol, jako inhibitory
CYP, zapfiCinily signifikantné vys§i Cmax a AUC TCBZ-sulfoxidu. Inhibice CYP
zprostfedkované oxidace v jatrech zpiisobila zvySenou systémovou dostupnost aktivniho
metabolitu TCBZ-sulfoxidu.

Indukce ¢i inhibice né€kterého enzymového systému léCivy ma své farmakologické a
toxikologické duasledky. Pokud 1é¢ivo indukuje své vlastni biotransformacni enzymy, ¢i jiné,
diive podané, 1é¢ivo indukuje biotransformacni enzymy zodpovédné za metabolismus
anthelmintik, dochéazi k jeho rychlejSimu odbourani, kratSimu plsobeni a niz$i tkanoveé

koncentraci, coz muze mit za nasledek selhani terapie parazitdézy. Parazité vystaveni
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subterapeutickym davkam anthelmintik se mohou stat rezistentnimi na danou 1écbu. Inhibice
biotransformacnich enzymi miize naopak zpisobit pieddvkovani 1éCiva inhibici
vyvoléavajiciho ¢i jiného soucasné podané¢ho. Zminénd CYPIA indukce benzimidazoly u

mnoha zvifecich druhli miize téz znamenat vyssi riziko aktivace prekancerogennich latek.

2.4.6 Vliv onemocnéni zvirat na farmakokinetiku anthelmintik

Exprese a aktivita biotransformaénich enzymti mize byt ovlivnéna patologickym
stavem. Také parazitdrni infekce muze ovlivnénim aktivit biotransformacnich enzymi
pozménit schopnost hostitele metabolizovat 1é¢iva (Renton, 2001). Parazit¢ mohou dany
biotransformacni organ ovlivnit pisobenim vylucovanych toxickych produktl ¢&i
mechanickym draZzdénim vyvolanym jejich prostou pfitomnosti (Hillyer and Hopla, 1998).
Zmény mohou ovlivnit G¢innost terapie, bezpecnost podavanych 1é¢iv, spektrum metabolitt,
perzistenci 1éCiv a jejich metaboliti v Oorganismu véetné rizika rezidudlnich zbytka

v Zivo€isnych produktech pro lidsky konzum.

Obr. 3 Zptsob zjistovani miry parazitace vlasovkou slézovou a zavaznosti anémie.
Komeréné vyrabéné stupnice s barevnou Skalou odstini pro porovnani se zabarvenim

vnitiniho o€niho vicka umoZzni urcit miru anémie a tak miru parazitace. Foto J. Lamka

Vliv gastrintestindlni nematod6zy na kinetiku ABZ a jeho metaboliti v plazmé a
abomasalni tekutin€ u ovce pozorovali Alvarez et al (1997). Lr bylo 7.5 mg/kg podéno
skupiné ovci kontrolni (K), skupiné¢ uméle infikované vlasovkou slézovou (HC) a skupiné
piirozen¢ infikované vlasovkou a dal§imi Cervy (napf. O. circumcincta, T. axei, T.
columbriformis,...)(HC+). V plazm¢ byly detekovany ABZSO, ABZSO,, nikoli ABZ.
ABZSO se v plazmé nachazel 0.5-48 h po podani u kontrolni skupiny, 0.5-60 h u skupiny HC

34



a 0.5-72 h u skupiny HC+. AUC ABZSO a Cmax ABZSO a ABZSO; byly vyznamné vyssi u
obou infikovanych skupin, MRT a Ty, byly beze zmény. ABZ se v abomasu vyskytoval mezi
0.5-48 h u infikovanych skupin, 0.5-72 u skupiny kontrolni. Celkova biologicka dostupnost
(AUCs) ABZ a jeho metabolith v abomasalni tekutiné¢ byla niz$i u infikovanych nez
kontrolnich zvitat. ZvySené pH abomasalni tekutiny indukované ptitomnosti infekce
vlasovkami mohla snizit plazma/abomasum pH gradient coz mohlo snizit iont-trapping ABZ a
jeho metabolitti v abomasu. To koreluje s vyssi celkovou AUC v krevnim obéhu infikovanych
oproti kontrolnim a nizsi v abomasalni tekutin¢ infikovanych.

Vliv parazitdozy na farmakokinetiku doramektinu (s.c, 200 pg/kg) u jehnat sledovali
Pérez et al (2007). Parentni molekula byla v plazmé detekovana mezi 30 min od aplikace do
20 dna (zvifata s parazitozou) nebo 35 dnu (zvifata zdravd). AUC bylo u nemocnych
signifikantné niz§i, MRT vyrazné krat$i. Parazitdrni onemocnéni mlze vyznamné ovlivnit
rychlejsi absorpci, 2) vyssi clearance, 3) kratSim eliminacnim poloCasem a nebo spekulativné
4) niz8im distribuénim objemem nemocnych zvifat. Naopak mirna infekce Nematodirus
battus neovlivnila farmakokinetiku NTB, ABZ a metaboliti u jehnat a dospélych ovci
(McKellar et al, 1993).

Ttitydeni infekce vyvoland vlasovkou slézovou (Haemonchus contortus) u koz snizila
aktivitu hexobarbiton oxidasy, p-nitroreduktasy a UGT. Obsah mikrosomalniho proteinu byl
téZ u nemocné skupiny nizsi (Inaam et al, 2007).

Zmeény jaternich funkci béhem migracni faze infekce motolici jaterni (Fasciola
hepatica) mohou byt v oblasti metabolismu 1é€iv, mitochondridlni bioenergetiky nebo
metabolismu cukrii (Lenton et al, 1996). Subklinicka faze infekce motolici jaterni se
vyznacuje sniZenou jaterni koncentraci CYP (Ferre et al, 1996). Sledovani aktivity jaternich a
ledninych biotransformacnich enzymu dospé€lych samic ovcei po jednorazové infekci Fasciolou
hepatikou (10 ¢1 20 tydni s infekci) nebo po biinfekci (infekce 10. a 20.tyden pied
usmrcenim) provedli Calléja et al (2000). Mono- i bi-infekce signifikantné snizily jaterni
mikrosomalni obsah CYP a ethylmorfin-N-demethylasovou aktivitu (CYP3A). Western
blotting potvrdil niz§i obsah CYP3A proteinu. GST (CDNB) ziistala nezménénad u vSech
testovanych skupin. V ledvinach byla sniZzena hladina mikrosomalni CYP u desetitydenni
monoinfekce. U ovci byla téz snizend clearance antipyrinu (1é¢ivo metabolizované CYP),
niz$i metabolismus antipyrinu souvisi se vstupem paraziti do ZluCovych cest a poSkozenim
jater migrujicimi motolicemi (Ferre et al, 1996). Fascioldza u skotu vyrazné snizZila aktivitu

jaterni UGT (Facino et al, 1985).
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Jaterni oxidativni metabolismus u kieCka s experimentaln¢ navozenou dikrocelidozou
(Dicrocoelium dendriticum, motolice kopinatd) snizil celkovou koncentraci CYP, aktivitu
anilinhydroxylasy a EROD (Sanchéz-Campos et al, 1996). Vliv dikroceliézy na aktivitu
biotransformacnich enzymi byla studovana i v nasi laboratofi na muflonech. Dikroceli6za u
mladych mufloni vedla k signifikantnimu sniZeni aktivity GST a naopak ke zvySeni aktivity
TBSO (Skalova et al, 2007), dlouhotrvajici dikroceliéza snizila 63-TOH, GST, UGT i jaterni
in vitro metabolismus ABZ i FLU (Ktizova et al, 2008). Hemonchodza téz u ovci snizila
aktivitu vétSiny biotransformacnich enzymu a metabolismus FLU (Bartikova et al, submitted).

Zanétlivé procesy v organismu mohou zménit farmakokinetické chovani nekterych
1é¢iv. Molina et al (2007) vyvolali zanét ischemii a reperfuzi stfeva potkana a zkoumali vliv
na absorpci a metabolismus p.o. podaného ABZ. Pouze u ischemizovanych zvitat byl ABZ
detekovan v plazmé, ABZSO byl v plazmé obou skupin. Toto naznacuje rychlou biokonverzi
ABZ ve stfevé zdravych potkantll, pfipadné na vySs$i permeabilitu stiev ischemizovanych
zvitat. Mikrosomdlni inkubace prokazaly snizenou sulfoxidasovou aktivitu u
ischemizovanych potkanii. Oba ABZ sulfoxidujici CYP3A a FMO byly ischemii (zdnétem)
redukovany.

Colditz et al (1996) popsali obecné vyssi vnimavost k infekénim onemocnénim u
mladych zvifat oproti dospélym. Tato vys$i vnimavost se zdd byt hlavné diky nizsi
imunologické odpovédi, ktera neni pouze disledkem nevytvotené aktivni imunity po setkani
S patogenem. Mladé ovce maji signifikantné méné CD4+ a CD8+ lymfocytil, ale podobné
mnozstvi T19+ a B lymfocytl v krvi, lymfé a kazi jako dospéla zvifata. Krevni lymfocyty
jehnat produkuji mén¢ interferonu y a maji nizsi protilatkovou odpovéd’ oproti dospélym.
Souhrné vzato toto muize byt ¢ast objasnéni pro¢ jsou mladata piezvykavci citlivéjsi k

infekénim onemocnénim obecné, ale hlavné ke m parazit6zam.

2.4.7 Zivotni prostiedi a metabolismus anthelmintik

Modulace enzymovych aktivit zvifat ¢i Clovéka latkami zneciStujicimi Zivotni
prostiedi, vodu, vzduch, latky obsazené v potravé, sebou nese farmakologické a toxikologické
disledky. Pfi medikaci latkou, jejiz biotransformacni aparat byl pfedem naindukovan, mize
dojit k rychlejsimu odbourani latky, nedojde k o¢ekavanému farmakologickému ucinku nebo
bude ucinnost alesponi snizena. Naopak inhibice mlZe zapficinit pfedavkovani. Konkrétné
indukce CYP1A ma vliv naptiklad na terapii ABZ, protoZze se rychleji odbourdva Uc¢inny

ABZSO na neucinny ABZSO,. Mize dojit k selhani terapie daného zvifete a moznému
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rozvoji rezistence parazita na pouzité subterapeutické davky 1é¢iva. Pfitom k indukci CYP1A
u hospodarskych zvifat mlze dojit velmi snadno napf. nevhodnym natérem stdji ci
kontaminaci krmiva nebo pitné vody. Machala et al (1997, 1998) porovnavali v jedné studii
aktivity CYP1A a 2B v mikrosomech kapra z riznych lokalit a v druhé studii aktivitu a
expresi CYP1A u byki ze dvou rtiznych staji. Zjistili vyrazny indukéni vliv polycyklickych a
polyhalogenovanych latek v nékterych nasich rybnicich resp. indukéni vliv polychlorovanych
bifenyli ptfitomnych v natérovych hmotich pouzitych v ustijeni jedné skupiny byk na
CYPIA. Indukce CYP1A témito kontaminantami Zivotniho prostiedi by vyznamné ovlivnila
naslednou terapii zvifat nékterymi anthelmintiky, na jejichz metabolismus se CYP1A podili
(napt. ABZ, FBZ).

Na strané druhé, anthelmintika a jejich metabolity také mohou zasahovat do Zivotniho
prostfedi. Pfi terapii farmakologicky u¢innymi latkami si obvykle v§imame pouze touzeného
vlivu. Obcas si uvédomime, ze efekt 1éiva miiZze byt ovlivnén nckolika dalSimi faktory
(komedikaci, patologickym stavem ¢i slozkami stravy), uz si ale méné uvédomujeme, ze tyto
latky a jejich metabolity z téla pacienta odchazeji a mohou dale pasobit na dalsi zivé
organismy, hlavné na vodni zivocichy. Toto je tieba mit na zfeteli u latek pouZivanych ve
velkych mnozstvich, u latek toxickych a téch, co se mohou kumulovat. Antiparazitika jsou z
celosvétového hlediska ve velkém mnozstvi pouzivana l1é¢iva ptisobici n€kolika mechanismy
ucinku. Tyto latky mohou byt exkretovany nezménéné nebo jako metabolity. Napiiklad 90%
podaného IVM je vylou€eno v nezménéné podobg. Po terapii ryb IVM se nasel IVM
v relativné velkych koncentracich v pobieZnich usazeninadch. IVM piisobi toxicky na mnohé
bezobratlé Zivocichy, mimo jiné 1 hubi zooplankton (Morley, 2009). Potravnim fetézcem se
nam, lidem, tyto negativni dopady medikace mohou vratit. Navic expozice parazitli nizkym

davkam antiparazitik v Zivotnim prostfedi miiZze urychlit rozvoj rezistentnich kment parazita.

2.4.8 Téhotenstvi (bi‘ezost) a farmakokinetika anthelmintik

ZvySena hladina progesteronu a estrogend v pribéhu téhotenstvi muze ovlivnit
clearance nékterych 1é€iv (tyto hormony plisobi jako kompetitivni inhibitory mikrosomalnich
oxidas (Cristofol et al, 1997)), n€které latky mohou ovlivnit vyvoj plodu, piesto je ale za
nékterych podminek terapie vhodnymi anthelmintiky ve vhodném déavkovacim schématu
Vv pribéhu biezosti vyhodna ¢i nezbytna. Piikladem miize byt negativni ovlivnéni vyvoje

plodu anémii matky, pokud ta je postiZena parazitozou zpusobujici krevni ztraty (napf.
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hemonchdéza). Anthelmintickd terapie matky téZ mize omezit parazitaci novorozenych mlad’at

laktogennim pfenosem (Krémer et al, 2009).

Obr.4 Hematokrit ovce pii infekci vlasovkou slézovou.

Normalni hodnota hematokritu ovci je 0.27 — 0.45 I/l, hodnota

ovce na obrazku je asi 0.11 /1. Foto J. Lamka

Na farmakokinetiku netobiminu a jeho metabolitli neméla biezost ovci vliv. Sledované
byly ovce nebfezi a v prvni a tfeti tfetiné biezosti, podana dadvka 20 mg/kg peroralné.
V plazmé nebyly detekovany ani latka parentni ani ABZ. Mezi sledovanymi skupinami
nebyla prokazana statisticka vyznamnost ve farmakokinetickych parametrech ani u ABZSO
ani u ABZSO, (Cristofol et al, 1997a).

Farmakokinetické chovand netobiminu bylo sledovano i1 u bfezich samic potkana
(Cristofol et al, 1997b). Lécivo bylo podano ve tfech davkach — 50, 59.5 a 70.7 mg/kg.
Hlavnim metabolitem v plazmé byl ABZSO. NTB nebyl detekovan, ale ABZ se vyskytoval
asi do 6.hod od podani. Farmakokinetika a plazmatické hladiny studovanych metabolitl byly
u nebfezich a bfezich samic podobné, takze elimina¢ni schopnost potkanich samic vylucovat
ABZ neni pocatecni biezosti ovlivnéna. Koncentrace ABZ, ABZSO i ABZSO, v
embryonalnich tkdnich prevySovala tyto koncentrace v plazmé matky. U fetd ovci byla
V poslednim trimestru koncentrace ABZSO a ABZSO, polovi¢ni oproti mateiské a ABZ
nebyl detekovéan (Cristofol et al, 1995). Toto mtze indikovat rozdilné mezdruhové slozeni
placenty. U koncentraci 59.5 a 70.7 mg/kg bylo zaroven detekovano i zvySené mnozstvi
malformaci, za které ziejmé zodpovidd ABZSO. Pii podani az racemického ABZSO biezim
ovcim, hladina ABZSO nalezena ve fétu byla asi polovicni oproti plazmatické hladin€ samice.

Pomér (+)/(-)-ABZSO byl vyssi u samice nez u fétu (Capace et al, 2002).
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3. CILE PRACE

Cilem prace bylo pfinést nové poznatky tykajici se faktord, které ovliviuji aktivitu
biotransformacnich enzymii a metabolismus anthelmintik u ovce domaci a ovce muflon.
Ziskané¢ informace by mohly pfispét ke zefektivnéni farmakoterapie helmintoz,

wewvr

anthelmintika.
Dil¢imi cili bylo:

1) Zkoumat vliv patologického stavu (dikrocelioza a hemonchoza) na aktivitu

biotransformac¢nich enzymi a metabolismus anthelmintik in vitro
2) Zkoumat vliv podani anthelmintika na aktivitu biotransformacnich enzymu a
metabolismus  anthelmintika a  zhodnotit mozné  disledky  modulace

biotransformacnich enzymu na anthelmintickou terapii

3) Zkoumat vliv pohlavi a véku na farmakokinetiku flubendazolu a jeho metabolitt in

Vivo u ovce doméaci pomoci vhodné HPLC metody
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4. VYSLEDKY

4.1. Vliv patologického stavu na aktivitu biotransformacnich enzymu a

metabolismus anthelmintik

4.1.1 Vliv dikroceliézy na aktivitu biotransformac¢nich enzymi a metabolismus

anthelmintik u ovce muflon

Skalova, L., K¥izova, V., Cvilink, V., Szotakova, B., Storkanova, L., Velik, J., Lamka, J.
(2007) Mouflon (Ovis musimon) dicrocoeliosis: Effect of parasitosis on the activities of

biotransformation enzymes and albendazole metabolism in liver. Vet. Parasitol. 146, 254-262.

K¥izova, V., Lamka, J., Szotakova, B., Vokial, 1., Srpova, V., Urbankova, M., Kubicek, V.,
Nobilis, M., Skalova, L. (2008) Dicrocoeliosis of old mouflon ewes — effect on the
biotransformation enzymes and metabolism of anthelmintics in vitro. Open Vet. Sci. J. 2, 23-
32.

Parazitick¢ infekce mohou ovlivnit biotransformac¢ni enzymy hostitele a tak
modifikovat jeho schopnost metabolizovat 1éCiva a jina xenobiotika, coz miZze mit
farmakologické a toxikologické disledky. Ve vySe zminénych studiich byly porovnavany
aktivity biotransformacnich enzymu a priabeh metabolismu anthelmintik u zvifat nemocnych
dikroceliozou a zvifat bez parazitarni infekce. Obé studie se liSily pohlavim a vékem
testovanych muflond. ProtoZe k infekci motolici kopinatou dochazi hned u mlad’at jakmile se
zacnou past a dikrocelidzou pak trpi zvite po cely sviij zivot, je stafi zvifete pfimo umérné
dobé trvani onemocnéni.

VétSina biotransformacnich enzymil se nachazi v jatrech, je tedy ziejmé Ze jaterni
onemocnéni, mezi které patii dikroceliéza, mize vyznamné ovlivnit biotransformaci nejen
podanych anthelmintik, ale i jinych xenobiotik. VIiv mlize mit prosta pfitomnost parazitl
V jatrech ¢i zanétlivé mediatory v reakci na né ¢i produkty parazity vyluCované. Diive se
predpokladalo, Ze pfi patologickych zménach v jatrech se aktivita vS§ech CYPU a ostatnich

biotransformacnich enzymii snizuje. V poslednich letech vSak bylo zjisténo, Ze ucinek
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jaternich onemocnéni neni jednoznacny. Své ptispéni do této problematiky maji i nase dvé

vyse zminéné publikace.

Obr. 5 Motolice kopinata (Dicrocoelium dendriticum) a dtsledky jejiho pisobeni.
A Motolice ex vivo na Petriho misce o priméru 6 cm. B,C,D zmény jaterni tkané pfi

dikrocelioze. B,C velmi vazné poskozeni. Foto J.Lamka

Do prvé studie byli zafazeni jeden rok staii mufloni berani, do druhé 5-7 let staré
mufloni ovce. U mladych berankt s dikroceliézou bylo z 8 sledovanych biotransformacnich
enzymu zjisténo signifikantni zvySeni aktivity TBSO a signifikantni snizeni GST a mirné
zvyseni EROD (aktivita pfipisovana CYP1A). Pfi in vitro inkubacich byla téZ zaznamenana
zvySena rychlost oxidace ABZ na (+)-ABZSO a racemického ABZSO na ABZSO; v jaternich
TBSO, ktera je ptipisovana FMO, a zvysena tvorba ABZSO; je zplisobena zvysenou aktivitou
CYPIA (1.krok sulfoxidace ABZ zajistuji FMO a CYP3A, 2.krok, sulfonaci, katalyzuje
CYP1A). U ovci a muflont je (+)-ABZSO dominujicim enantiomerem ABZSO v plazmé po
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podani ABZ (Delatour et al, 1991; Velik et al, 2005), zaroven ma téz vyssi antiparazitickou
aktivitu (Solana et al, 2001, 2002). ZvySena aktivita FMO jako odpovéd na parazitozu je
pravdépodobné pro muflony vyhodna, protoze se antiparaziticky €¢inngj$i enantiomer tvofi ve
zvySseném mnozstvi, naopak indukce CYPIA mize byt nevyhodou z hlediska urychlené
deaktivace ucinného ABZSO na neucinny ABZSO; a mozné aktivace prekarcenogennich
latek s jejimi toxikologickymi dasledky.

Ve druhé studii se starymi muflonimi ovcemi byly porovnavany aktivity stejnych
oxida¢ni a konjuga¢nich enzymi a in vitro metabolismus ABZ jako u mladych berand, navic i
aktivity nékolika reduk¢énich enzymu a in vitro metabolismus FLU. P#i tomto dlouhodobém
vlivu parazitézy na biotransformaci se ukazalo signifikantni snizeni aktivit 68-TOH, GST,
UGT, zaroven i snizeni jaterniho in vitro metabolismu ABZ i FLU. Maximalni rychlost i
Michaelisova konstanta byly ve vSech ptipadech (oxidace ABZ i redukce FLU) u skupiny
nemocnych zvifat sniZzeny, jejich pomér (Vmax/Km, vnitini clearance) vSak zlstal viceméné
nezménény. V piipad¢é redukénich enzymi neni ovlivnéni dikroceliézou jednoznacné. Byla
zaznamenana snizend aktivita cytosolické acenaphtenoldehydrogenasy, ale naopak zvysSena
aktivita mikrosomdlni pyridincarboxaldehydreduktasy a mikrosomalni i cytosolické
oracinreduktasy.

Se snizenou aktivitou konjugacnich enzymii (GST a UGT) se musi pocitat pfi
medikaci zvitat jakymikoliv 1é¢ivy, ktera jsou v 2. fazi biotransformace konjugovana pravé
s glutathionem ¢i kyselinou glukuronovou. Omezenim konjugace se miZe prodlouZit
eliminace, tedy jejich pfitomnost v téle hostitele a zvysit riziko rezidui latek v zivociSnych
produktech. Toto je nezbytné mit na zfeteli pti medikaci zvitat jejichz produkty jsou urceny

pro lidsky konzum.
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4.1.2 Vliv hemonchdzy na aktivitu biotransformac¢nich enzymii a metabolismus

anthelmintik u ovce domaci

Bartikova, H., Kf¥izova, V., Lamka, J.,

Kubi¢ek, V., Skalova, L., Szotakova, B. —

Flubendazole metabolism and biotransformation enzymes activities in healthy sheep and

sheep with haemonchosis. (submitted)

Obr. 6 Vlasovka slézova (Haemonchus
contortus). Prumér Petriho misky 6cm.
Foto V.Forstova

Cilem tohoto projektu bylo studium vlivu
hemonchoézy, bézného parazitického onemocnéni

malych pifezvykavci zplisobeného vlasovkou

. slézovou (Haemonchus contortus), na aktivity

biotransformacnich enzymti a na in Vitro
biotransformaci FLU v jatrech a tenkém stieve
ovce domaci (Ovis aries). Do pokusu bylo
zafazeno 12 berankl ve véku 3-4 mésich. Vek
zvitat byl zvolen proto, Ze béhem tohoto obdobi
pfijdou obvykle jehnata poprvé do kontaktu s
infekénim stddiem parazita na pastve. Jehnata

byla rozdélena do 3 skupin po 4 jedincich. Prvni

skupina byla kontrolni, bez parazitické nakazy. Dalsi dvé skupiny byly peroralné infikovany

5000 larvami stddia L3 vlasovky slézové ISE (k benzimidazolim citlivy kmen). Jedna

skupina infikovanych zvitat byla ponechéna 7
tydnd, druha 11 tydnl. Sedm tydnd proto, Ze
teprve po sedmi tydnech je infek¢ni
onemocnéni pln€ rozvinuté ( vlasovky dosahly
dospélosti a samice zacaly produkovat
vajicka). Jedenact tydnl bylo zvoleno tak, aby
zvitata Zila delsi dobu s rozvinutou

hemonchézou, ale aby u nich jesté¢ nenastala

vyrazngj§i klinickd manifestace onemocnéni
(anémie, Ubytek vahy atd.). Po usmrceni byla

zvifatim odejmuta Cast jater a tenkého stfeva
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Obr. 7 Zaludek ovce s nakazou vlasovkou
slézovou. Foto J. Lamka



na pripravu subcelularnich frakci ke stanoveni aktivit biotransformaénich enzymu a in vitro
metabolismu FLU.

Jaterni mikrosomy ze zvifat infikovanych 7 tydnd vykazovaly signifikantné nizsi
aktivitu EROD, MROD, BROD, MFCD, CXOH, TBSO a vyssi ORR, u zvifat infikovanych
11 tydnt se prokazala vyznamné nizsi aktivita TBSO, UGT a CXOH. Z métenych jaternich
cytosolickych enzymil byla snizend aktivita ANDH, GALR, PCAR a zvySena aktivita GST u
7 1 11 tydni infikovanych zvifat. Ve stievnich vzorcich bylo signifikantni zvySeni aktivity
vlivem hemonch6zy zaznamenano pouze u cytosolické ORR.

Ke srovnani biotransformace FLU in vitro se FLU (0-15 pM) inkuboval s NADPH a
jaterni a stfevni cytosolickou frakei. Jedinym nalezenym metabolitem byl FLU-R. V jaternim
cytosolu byla rychlost tvorby FLU-R linearni v celém uvedeném rozsahu koncentraci (vyssi
koncentrace nebylo mozné dosdhnout z diivodu Spatné rozpustnosti FLU ve vodnych
roztocich). Hemonchéza zplsobila sniZeni rychlosti tvorby FLU-R v jatrech u obou
nemocnych skupin, ale pouze v pfipadé sedmitydenni infekce bylo snizeni signifikantni. V
ptipad¢ stievniho cytosolu odpovidala rychlost tvorby FLU-R Michaelis-Mentenové kinetice.
Rychlost byla v tomto ptipad¢ vyznamné nizsi u obou skupin nemocnych zvifat.

Vysledky ukazuji, ze parazitéza pfitomnd v jiném organu nez jsou jatra (jako hlavni
organ biotransformace) muze ovlivnit i biotransformaci jaternimi enzymy. Tyto zmény v
aktivité¢ biotransformacnich enzymi mohou byt zplsobeny toxickym efektem exkrecnich
produktli parazitl nebo zanétlivymi mediatory na enzymy samotné ¢i na process jejich
exprese. Hemonchoza snizuje FLU metabolismus v jaternim 1 stfevnim cytosolu. Pomale;jsi
redukce FLU muze zptsobit pomalejsi eliminaci a tak mtize prodlouzit ptisobeni FLU s jeho
pozitivnim anthelmintickym plsobenim v téle hostitele. Zaroven je vSak tfeba mit na paméti

moznou kumulaci FLU v organismu a v Zivoc¢isnych produktech.
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4.2. Vliv lécby zvirat anthelmintikem na aktivitu biotransformacnich

enzymu a metabolismus anthelmintik in vitro

Lamka, J., K¥iZzova, V., Cvilink, V., Savlik, M., Velik, J., Duchagek, L., Szotdkova, B.,
Skalova, L. (2007) A single adulticide dose of albendazole induces cytochrome P4501A in

mouflon (Ovis musimon) with dicrocoeliosis. Vet. Med. 52, 343-352.

Rada 1é¢iv miize modulovat (indukovat nebo inhibovat) biotransforma¢ni enzymy.
Modulace aktivity biotransformac¢nich enzymu ovlivni u¢inek a plazmaticky polocas soucasné
¢1 nasledné podavanych 1é¢iv a jinych xenobiotik, coz mize mit vyrazné farmakologické a
toxikologické dusledky. Mize dojit k vzestupu plazmatické hladiny 1é¢iva s rizikem
toxického pusobeni nebo k sniZzeni plazmatické koncentrace se snizenim terapeutického
efektu 1éCiva pod terapeutickou mez, rovnéz se zvysuje riziko nezddoucich Gc¢inkd. Zminéné
disledky indukce a inhibice biotransformac¢nich enzymil ukazuji, ze je nezbytné modulaci
monitorovat.

ABZ je sirokospektré benzimidazolové anthelmintikum ¢asto pouzivané ve veterinarni
mediciné. ABZ je v téle hostitele metabolizovan dvoustupniovou S-oxidaci. V prvnim kroku
vznikéd anthelminticky G¢inny ABZ-sulfoxid za ptispéni CYP3A a FMO v druhém kroku se
tento oxiduje na anthelminticky neucinny ABZ-sulfon za katalyzy CYP1A. Tento nastin
1.faze biotransformace naznacuje klicovou roli CYP1A na uUc¢inek ABZu v téle hostitele.
antiparasitika a tim zvysit Sanci parasita piezit v téle hostitele. Pfi studiu modulaéniho efektu
ABZ u ovci bylo zjisténo jeho indukéni plisobeni pifi opakovaném podéavani (Velik et al,
2005). Protoze toto v praxi bé€zné uzivané davkovani (opakované 7,5 mg ABZ/kg zivé
hmotnosti zvifete 5 po sobé nasledujicich dnli) neni idedlni jak z hlediska navozeni indukce
CYP1A atim zrychlené deaktivace 1é€iva, tak ani z hlediska manipulace a stresovanosti zvirat
opakovanym odchytem, bylo snahou toto vSe omezit jednordzovym podanim vyssi davky
ABZu. V nasi vySe zminéné studii byly dospélé mufloni ovce postizené dikroceliézou
rozdéleny do tii skupin. Jedna skupina (n = 5) byla 1écena jednorazové 30 mg ABZ/kg zivé
hmotnosti, druhd (n = 5) slouzila jako skupina kontrolni. Zvifata t€chto dvou skupin byla 24
hodin po podani lé€ina poraZena a z jejich jaterni tkané a stfevni mukoézy byly pfipraveny

subcelularni frakce, v kterych byly méfeny aktivity vybranych biotrasformacnich enzymd.
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Tteti skupina zvitat (n = 4) byla t¢Z medikovana jednorazové 30mg ABZ/kg hmotnosti a byla
pouzita pro koprologické a nekroptické potvrzeni anthelmintické ucinnosti terapie. U prvnich
dvou skupin bylo porovnavano 8 aktivit biotransformacnich enzymu, nejvyznamné;jsi
modulace byla sledovana u CYP1A. Aktivita podrodiny CYPIA (isoforem CYPIAI a
CYPI1A2) byla stanovovana prostiednictvim aktivit EROD a MROD. V pfipad¢ jater nebyla
EROD ani MROD aktivita 1écenych muflont vyssi nez aktivita muflonii kontrolnich. Tim se
zdanlivé nepotvrdila domnénka o indukci CYP1A. Jiz vSak byla publikovana studie
(Baliharova et al., 2005), ktera dokumentuje, ze v pfitomnosti ABZu muze byt indukce
maskovana inhibi¢nim efektem ABZu. Piitomnost ABZu v membranéch jaternich mikrosomu
byla pomoci HPLC prokézana. Na maskovani indukce CYP1A inhibici pfislusnych aktivit

ukazalo zvySené mnozstvi CYP1A proteini detekované pomoci metody western blotting.

— — T Jatra

MS A A A K K K

Obr. 8 Membrana po imunodetekci proteindi CYP1A1/2 protilatkou. A ABZ 1éceni
mufloni, K kontrolni mufloni, MS molekularni standard (linie 50kD)

V ptipad€ stfevni mukozy byla indukce CYP1A jednoznaéné prokazana meétrenim
EROD a MROD i western blottingem. Taktéz byl inkubaci mikrosomti s ABZem a jeho
aktivnim metabolitem potvrzen dopad indukce CYP1A na zvySeni rychlosti jejich
biotransformace.

ABZ tedy 1 pfi jednordzovém podani muflonim vyznamné indukuje CYP1A a tak
zrychluje svoji vlastni metabolickou deaktivaci, ¢im se mize snizit anthelminticky G¢inek
ABZ a také ovlivnit Ucinek jinych, soucasné ¢i nésledné podanych 1é€iv. ZvySend aktivita
CYPIA miZe také vést ke zvySené metabolické aktivaci prekarcinogenii a piisluSnym
toxikologickym diisledkim. Jednorazové podani ABZ je pii 1écbé dikroceliézy dostatecné
uc¢inné a z praktického hlediska vhodnéjsi nez podani opakované, avSak vyvold vyznamnou

indukci CYP1A se vSemi farmakologickymi a toxikologickymi dasledky
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4.3. Vliv pohlavi a véku zvirat na farmakokinetiku FL.U

Nobilis, M., Vybiralova, Z., K¥izova, V., Kubicek, V., Soukupova, M., Lamka, J., Szotdkova,
B., Skalova, L. (2008) Sensitive chiral high-performance liquid chromatographic
determination of anthelmintic flubendazole and its Phase | metabolites in blood plasma using
UV photodiode-array and fluorescence detection. Application to pharmacokinetic studies in
sheep. J. Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed. Life Sci., 876, 89-96.

K¥izova, V., Nobilis, M., Pruskova, L., Szotakova, B., Cvilink, V., Skalova, L., Lamka, J.
(2009) Pharmacokinetics of flubendazole and its metabolites in lambs and adult sheep (Ovis

aries). J. Vet. Pharmacol. Therap. (in press)

Benzimidazolové anthelmintikum FLU s antinematodni a anticestodni aktivitou se
V soucasnosti se pouziva k 1é¢bé monogastrickych zvitat (prase, kur, krtta, lovné ptactvo,
domaci masozravci). FLU ma nizkou biologickou dostupnost, po enterdlnim podéani se vice
nez 50% vylouc¢i v nezménéné formé stolici. Hlavni metabolické cesty jsou shodné u vSech
studovanych species. V 1. fazi biotransformace dochazi k redukci ketoskupiny za vzniku
redukovaného flubendazolu (FLU-R) nebo k hydrolyze karbamatové vazby za vzniku
hydrolyzovaného flubendazolu (FLU-H). V soucasnosti se uvazuje o rozsifeni indikace FLU i
pro 1écbu helmintoz prezvykavci

Pouzivani FLU k 1é¢b¢ téchto zvitat by mohlo byt vyhodné z nékolika divodd. Tim
nejvyznamngjSim je jeho Siroké anthelmintické spektrum a dobra ucinnost v 1écbé
systémovych helmintéz (Lamka et al, 1996).

Pro rozsifeni indikace, navrZeni vhodného davkovaciho reZimu a pro stanoveni
ochrannych 1hlit je nezbytna znalost farmakokinetiky FLU u vsech cilovych species. Dosud
byla opublikovéana pouze jedind farmakokinetickd studie FLU u piezvykavci (Moreno et al,
2004), podavajici zakladni farmakokinetické parametry po podani FLU intraruminalné a
intravendzng. V nasem projektu jsme studovali farmakokinetiku FLU a jeho metabolitl po p.
0. podani FLU ovcim.

Prvnim nezbytnym krokem byl vyvoj a validace selektivni a citlivé chiralni HPLC
metody pro stanoveni nizkych plazmatickych koncentraci anthelmintika FLU a jeho
metabolitll pfi zkoumani farmakokinetického profilu téchto latek v plazmé ovci po p.o. podani

FLU. V této metod¢ byly pouzity UV photodiode-array a fluorescencni detektory zapojené
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tandemové pro stanoveni FLU, obou enantiomert FLU-R, FLU-H a ABZu pouzitého jako
vnitini standard. Pfiprava vzorkll zahrnovala pH zéavislou extrakci analyt z krevni plazmy do
t-butylmethyl etheru. Separace analytti probihala na analytické kolon¢ Chiralcel OD-R
250mm x 4.6mm kolon¢, mobilni faze byla slozena z methanolu a 1M NaClO4 (75:25, v/iv),
rychlost pratoku byla 0.5 ml.min™. UV absorp¢ni maximum pro redukovany flubendazol bylo
290 nm, pro ABZ 295 nm, pro flubendazol 310 nm a pro hydrolyzovany flubendazol 330 nm.
Fluoreskujici latky - redukovany flubendazol mél A(exc.)/AM(emis.) = 228 nm/310 nm a ABZ
Mexc.)/Memis.) = 236 nm/346 nm. Fluorescencni detekce byla asi 10x citlivéjsi nez UV
detekce. Analyza jednoho vzorku trvala 27 min. Tato validovana chiralni HPLC-PDA-FD
metoda byla vyzkousena na pilotni farmakokinetické studii FLU u ovci. Vyznamna pievaha
(+)-FLU-R v plazmé ovci ukazala na stereospecifitu reduktas karbonylové skupiny. (+)-FLU-
R zaujimal asi 97,5 % z celkového mnozstvi FLU-R. Parentni latka, FLU-H a (-)-FLU-R se v
krevni plazmé ovci vyskytovaly pouze v nizkych koncentracich.

Cilem druhé studie bylo urcit farmakokinetické parametry enteralné¢ podané¢ho FLU a
zjistit, zda je farmakokinetika FLU rozdilna u ovci a beranta (vliv véku) a u dospé€lych zvirat a
pohlavné nedospélych jehnat (vliv pohlavi). Obecné se farmakokinetika li§i podle zivoc¢isného
druhu, cesty podani, formulace, télesné kondice, véku, pohlavi, kde vSechny faktory hraji
vyznamnou roli v u¢innosti farmakoterapie.

Farmakokinetické studie byly provadény se tfemi samci a tfemi samicemi ovce
domaci (Ovis Aries). Ve véku tiech mésicu zvifat byla provedena prvni ¢ast experimentu
(pohlavné nedospéla zvitata) a pozdéji v osmi mésicich jejich vé€ku druha ¢ast experimentu
(dospéla zvitata). FLU byl podavan v jednotlivé perordlni davce 30 mg/kg Zivé hmotnosti
zvifat ve formé suspenze 2 g/100ml ve vodném 1.5 % roztoku mikrokrystalické celulozy
pfipravené z piipravku Flubenol 50 % prm. ad us. vet. Odbéry krve pro analytické stanoveni
byly v intervalech 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 60 a 72 hod po podani. Vzorky
plazmy byly vyextrahovany a anylyzovany pomoci HPLC (optimalizace metody viz Nobilis
et al, 2008).

U jehnat i dospélych zvifat byl FLU-R hlavnim metabolitem nalezenym v plazmé.
Plazmaticka koncentrace (+)-FLU-R enantiomeru 30-50x pfevySovala koncentraci (-)-FLU-R
enantiomeru.

Plazmaticky profil FLU a metaboliti se vyznamné liSil podle véku zvitat. U jehnat
byla 72 hod po podani FLU koncentrace parentni latky a (-)-FLU-R velmi blizko detekénimu
limitu a koncentrace FLU-H a (+)-FLU-R rychle klesala, zatimco u dospélych zvifat byla

koncentrace vSech latek na vysoké hodnoté a klesala pouze pomalu. Maximalni koncentrace
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FLU a metaboliti byly u dospé€lych zvifat dasazeny pozd¢ji nez u jehiiat, u obou enantiomera
FLU-R byla maximalni koncentrace signifikantné¢ vyssi u skupiny dospélych jedincu.
Hodnoty AUC FLU a FLU-R byly také signifikantné nizsi u jehnat nez dospélych. Obecné 1ze

fici, ze u dospé€lych byla pozorovana pomalejsi, ale G¢ingjsi absorpce nez u jehnat.

FLU (+)-FLU-R
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__—‘ S
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Obr. 9 Plazmaticky koncentra¢ni profil (= SD) FLU, (+) a (-) enantiomert FLU-R a FLU-H

po enteralnim podani FLU nedospélym a dospélym beranlim a ovcim

Data ukazuji rychly vyskyt FLU a metaboliti v krvi coz naznacuje, Ze absorpce zacala
jiz v pfedzaludku a lé¢ivo se rychle zafalo metabolizovat. Maté et al (2008) popsali
metabolizaci FLU v jatrech, duodenalni mukoze a zjistili, ze neprobiha v ruminalni tekuting.
Nemiuzeme vSak vyloucit mozny metabolismus sliznici predzaludku.

Pohlavni rozdily ve farmakokinetice byly pozorovany pouze u nékolika parametrii
(AUC(0-), T12 @ MRT) u FLU a (+)-FLU-R v ptipadé dospélych ovci a berani, u jehnat
zadné pohlavni rozdily nebyly.

Vyznamné rozdily ve farmakokinetice flubendazolu mezi jehnaty a dospélymi ovcemi
je tfeba mit na zfeteli pfi sestavovani davkovaciho schématu flubendazolu a stanoveni

ochranné lhtty.
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5. ZAVER

Faktory, které ovliviiuji metabolismus anthelmintik a byly zkoumany nasimi experimenty, 1ze

shrnout do nésledujicich bodu:

1)

2)

3)

Dikrocelioza 1 hemonchoza ovlivnily aktivitu biotransformacnich enzyma i
metabolismus anthelmintik in vitro. Vysledky se lisily dle zkoumané parazitozy a
doby jejiho trvani. Pfi onémocnéni dikroceliozou pouze kratkou dobu byl in vitro
metabolismus ABZ mimné urychlen, pfi dlouholet¢ dikrocelioze vykazovaly
mikrosomy z nemocnych zvifat zpomalenou rychlost metabolismu ABZ i FLU.
Pfestoze hemonchéza je onemocnéni postihujici sléz prezvykavetl, ovlivnila nékteré
jaterni a stfevni biotransformac¢ni enzymy a snizila rychlost metabolismu ABZ a FLU
in vitro. I kdyz dikroceliéozou i hemonchozou byla biotransformace FLU a ABZ
ovlivéna, neni tfeba se této skutecnosti obavat, protoze ovlivnéni neni velké a snizeni
rychlosti metabolismu anthelmintik mize byt navic pro hostitelskd zvifata vyhodou

Z hlediska zpomaleného metabolismu anthelmintik a tedy jejich del$iho ptisobeni.

ABZ se pii jednorazovém podani mufloniim projevil jako silny induktor CYP1A, coz
bylo prokazano zvysSenim specifickych aktivit i pfislusného proteinu v jatrech i
sttevech muflonil. Prokézali jsme rovnéz, ze tato indukce ma vliv na zvySeni rychlosti
deaktivace ABZSO a tedy pravdépodobné 1 na snizeni ti€inku anthelmintické terapie.
Dusledkem pak muZe byt i vyvoj rezistence helmintii na ABZ. Indukéni u¢inek ABZ
na CYP1A byl zjistén i pti opakovaném podani ABZ muflonim v niz§ich davkach
(Velik et al, 2005). Z divodu shodnych vysledkt je vyhodnéjsi medikace zvitat
jednordzovou davkou z hlediska snazs$i manipulace a nizsi stresovanosti zvifat. AvSak
na mist¢ by bylo pouzivani jiného anthelmintika, které neni induktorem

biotransformac¢nich enzymtl.

Podatilo se vyvinout validni, selektivni a citlivou chirdlni HPLC metodu pro stanoveni
nizkych plazmatickych koncentraci anthelmintika FLU a jeho metabolitii a pomoci ni
jsme zkoumali farmakokineticky profil téchto latek v plazmé ovci po p.o. podani FLU.
Plazmaticky profil a zjiStované farmakokinetické parametry parentni latky léciva i

metabolith se vyznamné liSily u dospélych zvifat a mladat. U dospélych zvitat byla
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pozorovana mnohem pomalejsi, ale u¢inngjsi absorpce FLU. Urcita rozdilnost ve
farmakokinetice FLU a jeho metaboliti mezi dospélymi samci a samicemi byla
prokazana pouze u n¢kolika farmakokinetickych parametri. Pti zavadéni FLU do
terapeutické praxe u polygastrickych druhti zvifat je tfeba zvlasté respektovat zjisténé

rozdily ve farmakokinetice mezi dospélymi zvitaty a mlad’aty.
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6. SOUHRN

Terapie anthelmintiky je v souc¢asné dob¢ hlavni metodou v boji s parazitickymi Cervy.
Anthelmintika, stejné¢ jako ostatni xenobiotika, v organismu podléhaji wlinkem
biotransformacnich enzymu strukturalnim zméndm, kdy se z latek lipofilnich stanou latky
polarni, snaze vyloucitelné z organismu. Biologicky uc¢inek metabolith a parentni latky je
obecné odlisny. Aktivita biotransformacnich enzymd je tedy stézejnim faktorem, ktery urcuje
rychlost detoxikace a eliminace latky z organismu a tedy i délku ucinku 1é¢iv. Ovlivnéni
aktivit biotransformacnich enzymii (modulace) muze vést ke zméné farmakokinetickych
parametri 1é¢iva samého 1 dalSich xenobiotik a tim i k nebezpeci snizeni zadouciho ucinku
a/nebo zvySeni nezadoucich ucinkt s prislusnymi dopady na kvalitu 1é¢by. U hospodatskych
zvifat je navic nutno brat v tvahu i mozné riziko vyskytu rezidui 1é¢iv v zivoc¢isnych
produktech.

Biotransformaci xenobiotik ovliviiuje fada faktori fyziologickych i patologickych.
Tyto faktory lze rozclenit na inter-individualni (druh, pohlavi, geneticky polymorfismus) a
intra-individualni (v€k, vyziva, medikace, onemocnéni, atd.). VSechny tyto faktory zpisobuji
obrovskou variabilitu v zastoupeni a aktivité biotransformacnich enzymi a jsou pfi¢inou
velkych rozdili v biotransformaci xenobiotik u riznych jedinct. Variabilita v metabolismu
1é¢iv je Casto ptic¢inou selhani terapie ¢i mnohych necekanych a neZzadoucich reakci na 1é¢iva.

V predkladané praci byl studovan vliv onemocnéni zvifat (dikrocelidza, haemonchoza)
na aktivitu biotransformacnich enzymt a metabolismus ABZ a FLU in vitro u muflond, dale
modulacni vliv jednordzového podani albendazolu na aktivitu CYP1A a metabolismus ABZ
in vitro u muflon®, a nakonec vliv véku a pohlavi na farmakokinetiku p.o. podaného FLU
ovci domacim. Ze vsech studovanych faktort (patologicky stav, medikace, v€k i pohlavi) mél
zasadné lisi u dospélych jedincti a mlad’at a 1é¢ba mufloni ABZ vede k vyrazné indukci
CYP1A a zrychleni deaktivace ABZ. Tyto skutecnosti by mély byt brany v tvahu pfi terapii
ovci témito anthelmintiky.

Konkrétni substance se tedy musi studovat na cilovém species, vhodného véku,
S ohledem na pohlavi, zdravotni stav, bfezost, cestu podani a formulaci 1é¢iva a se zfetelem na

dalsi faktory jako sloZeni stravy ¢i stav Zivotniho prostfedi v misté chovu.
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SUMMARY

Nowadays, anthelmintic therapy is the main method in the fight with parasitic worms.
Anthelmintics, as well as other xenobiotics, undergo structural changes by effect of
biotransformation enzymes, when lipophilic substances are transformed to polar substances
more easily eliminable from the organism. Generally, biological effects of metabolites and
parent compound are different. Activity of biotransformation enzymes is thus the fundamental
factor influencing velocity of detoxification and elimination of the compound from the body
and duration of drug effect as well. Modulation of biotransformation enzymes’ activities can
lead to changes in pharmacokinetic parameters of drug itself as well as other xenobiotics and
thus to the risk of decrease in desired effect and/or increase in adverse effects with
corresponding impact on the quality of drug therapy. In addition, possible risk of drug
residues’ presence in animal products has to be considered in farm animals.

Biotransformation of xenobiotics is affected by many physiological as well as
pathological factors. These factors can be divided into inter-individual (species, gender,
genetic polymorphism) and intra-individual (age, diet, medication, disease, etc.). All these
factors cause wide variability in occurrence and activity of biotransformation enzymes and are
main cause of big differences in biotransformation of xenobiotics in different individuals.
Variability in drug metabolism is often the cause of therapy failure or of many unexpected or
undesired reactions to drugs.

In presented work, the effect of disease of animals (dicrocoeliosis, haemonchosis) on
the activity of biotransformation enzymes and metabolism of ABZ and FLU in vitro in
mouflons, further modulation of the CYP1A activity and metabolism of ABZ in vitro in
mouflons by single administration of ABZ, and at last effect of age and gender on
pharmacokinetics of orally administered FLU to domestic sheep were studied. Age of animals
and medication had the most significant influence from all studied factors (pathological status,
medication, age, and gender). We found out that pharmacokinetics of FLU in sheep
essentially differs in adult and young individuals, and treatment of mouflons by ABZ leads to
pronounced induction of CYP1A and accelerated deactivation of ABZ. These findings should
be taken into account during the pharmacotherapy of sheep by these anthelmintics.

Thus, given substance must be studied on target species of appropriate age with

respect to gender, health condition, pregnancy, route of administration and formulation of
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drug, and with respect to other factors as composition of diet or state of the environment in

the place of breeding.
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