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V prubéhu miliond let vyvoje ZivoCiSnych druhd ztratily mnohé nizsi
druhy schopnost samostatného vyvoje bez pfitomnosti jedince jiného druhu,
Casto fylogeneticky velmi vzdaleného. V Zivocisné fisi tak nalézame vztahy
symbiotické Ci parazitické. Spole¢né souziti druhG ale nebylo ni€im novym,
vyvinulo se i vrostlinné Fisi. Ze paraziticky vztah nebyl, alespori z pohledu
parazita, slepou uliCkou vyvoje, je jasné z ohromné Sife znamych parazitickych
druh( a frekvence jejich vyskytu. Prakticky kazdy obratlovec mize byt infikovan
vice Ci méné specifickym parazitickym druhem, Clovék neni vtomto sméru
vyjimkou. S problémem paraziti je spojena jeho historie i pfitomnost, vztah
Clovéka a parazitu je mozno rozdélit do dvou rovin. Do prvni Ize zaradit druhy
parazitujici pfimo na clovéku, do druhé pak druhy parazitujici na druzich
Clovékem chovanych, tj. na hospodarskych, domacich ale i volné Zijicich
zvifatech. Vyjime¢nou skupinou jsou druhy se schopnosti parazitovat na
Clovéku i jemu blizkych zvifatech. Ddulezitym faktorem vztahu parazita a
hostitele je jednostranny prospéch parazita, bez profitu hostitele. Parazit je pro
hostitele problém, ktery mize vést az ke smrti jedince a tak snahy o kontrolu
parazitéz (tj. zabiti ¢i vypuzeni parazita) jsou s Clovékem spjaty odedavna.
Druhy parazitujici na zviratech, zvlasté na druzich chovanych pro hospodarsky
uzitek, predstavuji ekonomicky a eticky problém. Z ekonomického hledisky
muUze probihajici parazitéza zpusobit uhyn zvifete, pokles produkce, snizeni
reprodukénich schopnosti, ¢&i znehodnoceni produktd. Etické hledisko
predstavuje diskomfort ¢lovéka a zasah do welfare zvirete.

S rozvojem moderni spole¢nosti, zdravotné hygienickymi navyky a
pokrokem v moznostech |éCby se v pribéhu konce 20. stoleti postupné ve
vyspélych zemich podstatné snizil absolutni vyskyt onemocnéni lidi
pusobenych parazity i spektrum druht. Dodnes se v téchto spole¢nostech Siteji
vyskytuje pouze nékolik malo druhll a mnoho z nas se s onemocnénim této
kategorie prakticky nesetka. Logickym duUsledkem je velmi mala preskripce

antiparazitik v humanni mediciné. Diametralné rozdilna je situace ve statech



tzv. tfetiho svéta, kde dlouhodoba celkova zaostalost spole¢nosti, specifické
pfirodni podminky a zejména Spatné hygienické navyky umoznuji Sifeni
mnohych parazitéz. Snahy WHO o zlepSeni zdravotni situace v téchto statech
se zabyvaji i touto problematikou. V civilizovaném svété se ale objevuje i
paradoxni situace, kdy se zde zacinaji objevovat dfive neznamé parazitdzy
zavleCené sem diky intenzivnimu turismu a celosvétové migraci.

V oblasti veterinarni mediciny, a zde jiz bez regionalniho omezeni, stoji
problematika parazitoz na zcela opacném polu. Vyskyt a souvisejici léCba
parazitarnich onemocnéni zvifat je zde zcela pravidelnym jevem a to u takfka
vSech chovanych druhd bez rozdilu v zaméfeni chovu. Antiparazitika Ize proto
ve veterinarni mediciné povazovat za jedny z nej¢astéji vyuzivanych IéCiv. To
Ize dokumentovat i sou€asnou realitou Ceskych lékaren, kde antiparazitika psu
a koCek pravidelné a Casto i osamocené zastupuji kategorii veterinaria.
Celosvétové jsou antiparazitiky kazdoro¢né preventivné i cilené IéCeny miliony
kusu ovci, koz, hovéziho dobytka a jinych hospodaFskych zvifat. Toto masové
uzivani vyustilo v mnoha pfipadech ke snizeni uc€innosti pouZzivanych
antiparazitik nasledkem vzniku rezistence. Nastala situace vyzaduje nové
terapeutické pfistupy, €i zavadéni novych, ucinnéjSich IéCiv.

Svou roli ve spotfebé veterinarnich IéCiv, antiparazitika nevyjimaje, hraji
stale vysSi pozadavky na kvalitu a nezavadnost zivoCiSnych produktu. Tyto
pozadavky pouzivani léCiv omezuji a nuti veterinafe nalézat a pouZivat
optimalni postupy léceni, €i vyuZivat alternativni nefarmakologické postupy.
Jediné takto je mozné ucinné kontrolovat vyskyt parazitéz a zaroven naplnit
zdravotné hygienické limity nezavadnosti produktu.

Objev thiabendazolu v 70. letech 20. stoleti znamenal vznik dodnes
velmi popularni skupiny benzimidazolovych anthelmintik. Spole€nym znakem
léCiv této skupiny je Siroké anthelmintické spektrum ucinnosti, dobra
snasenlivost hostitelskych druhl, jednoducha aplikace a Siroky terapeuticky
index. Hlavné pro tyto vlastnosti patfi benzimidazolova anthelmintika historicky
i dnes k nejpouzivanéj$im antiparazitikim a to v ramci humanni i veterinarni
farmakoterapie. Do soucasnosti se do praxe dostalo vice jak deset raznych
derivata liSicich se substituci benzimidazolového kruhu, ktera ovliviiuje vice
farmakokinetiku nez spektrum ucinku. Za dlouhodobé nejpouzivanéjsi derivaty

muzeme povazovat albendazol, mebendazol a thiabendazol.



Albendazol byl poprvé zaveden do praxe v 80. Iletech jako
anthelmintikum humanni i veterinarni praxe. Je velmi obliben zejména pro svuj
obzvlasté Siroky terapeuticky index, proCez je ve veterinarni mediciné
pfedurCen i k hromadnému pouziti cestou medikovaného krmiva. Pro
individualni pouziti je dostupny v tabletach a suspenzi. Je Siroce pouzivan i u
kategorie zvifat produkujicich Zivocisné suroviny, u mnohych z nich byly také
stanoveny nékteré farmakokinetické parametry. Ze zavérd dostupnych studii
jsou patrné klinické rozdily u hlavnich druht hospodafskych zvifat (ovce, skot,
prase, koza), nalezy jsou pak zohlednény mj. v odliSném davkovani léCiva.
Obdobné studie byly provedeny i pro Clovéka, psa a potkana. Autofi studii
vysveétluji rozdilnou farmakokinetiku mezi druhy rozdily v uspofradani traviciho
traktu ovliviiujici absorpci a vrozdilné biotransformacni kapacité jater,
dominantniho organu metabolické pfemény albendazolu. Mimo zminéné druhy
je jeho pouziti praktikovano i u prezvykavcu nalezicich do kategorie sparkata
zvér, ktera zaroven v poslednich nékolika desetiletich vytvofila novou kategorii
hospodarskych zvifat (tzv. jelenoviti). Ackoliv u téchto druhld byla ucinnost
benzimidazoll proti rozlicnym parazitézam opakované potvrzena, neexistuji u
téchto druhu studie popisujici jeho farmakokinetiku. Cilem nasich studii proto
bylo otevfit tuto problematiku a to se zaméfenim v prvé fadé na poznani
biotransformace albendazolu u vy$e zminénych zivocisnych druhl. V pribéhu
dalSich studii jsme zacali také studovat vliv podavani albendazolu na aktivitu
biotransformacnich enzymu. Hlavnim cilem v8ech naSich aktivit v této oblasti
bylo detailngjSi poznani farmakokinetickych parametrld tykajicich se
albendazolu, ktera bychom mohli dale vyuzit ve prospéch ucinngjsi
farmakoterapie zvifat, respektujici aktualné i tak zavaznou problematiku, jakou

je helmintorezistence.



TEORIE

I11.1.

Benzimidazolova anthelmintika

Benzimidazoly a pro- benzimidazoly jsou Siroce uzivana anthelmintika
humanni i veterinarni mediciny. Jak nazev celé skupiny napovida, jde o latky
Vv jejichz molekule je pfitomna zakladni planarni struktura benzimidazolu, v
pfipadé pro-benzimidazolu k jeji tvorbé dochazi az v organismu. Po objevu
thiabendazolu vroce 1961, bylo syntetizovano nékolik tisic latek obdobné
struktury, nicméné ne vice nez deset se jich doCkalo komeréniho vyuziti.
Struktura benzimidazolu zahrnuje bicyklicky kruh, kde je benzen pfipojen
v pozici 4 a 5 heterocyklu imidazolu. Rozdilnou substituci v poloze 2 a 5 byly
ziskany  derivaty  srozdilnymi  fyzikalné-chemickymi  vlastnostmi a
farmakokinetikou (Lanusse a Prichard 1993). Farmakodynamika benzimidazoll
je prakticky stejna u vSech derivatd. Spociva hlavné ve vazbé na R-tubulin
s naslednou blokadou polymerizace tubulinu, po némz dochazi k rozkladu
vnitfniho uspofadani bunék parazita. Byla téZz pozorovana inhibice
transmembranového prenosu elektrond, resultujici v poruSeni energetické
balance ATP/ADP, ovlivnéni energetického metabolismu parasita a nasledné
smrti (Lacey, 1990; McCracken a Stillwell, 1991; Solana a kol., 1998). Za
nizkou toxicitu benzimidazold je odpovédna az 1000x vy3Si afinita
k parazitarnimu tubulinu, nez tubulinu sav€imu. S pozménénou strukturou
molekul tubulinu parazita souvisi pravdépodobné i vznik rezistence (Lanusse a
Prichard 1993, Frayha a kol., 1997), prakticky se jiz vyskytujici u nékolika
parazitickych druht, napf. Taenia colubriformis (Chartier a kol., 1998),
Haemonchus. contortus (Lacey 1986).

Dle struktury se benzimidazoly rozdéluji do &ty skupin (tab. 1, dle

Lanusse a Prichard 1993):

A. benzimidazol thiazoly (thiabendazol a kambendazol),



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

C. halogenované benzimidazol thioly (triklabendazol, luxabendazol),

D. pro-benzimidazoly (thiofanat, febantel, netobimin).

Benzimidazoly jsou bilé krystalické latky s vysokym bodem tani a jsou
obecné velmi Spatné rozpustné ve vodé. Latky bez substituce na dusiku
imidazolového kruhu jsou amfotery. Nizka rozpustnost ve vodé a s tim
souvisejici Spatna absorpce téchto latek ze zazivaciho traktu je dulezity
limitujici faktor pro technologické zpracovani lékové formy, biologickou
dostupnost a s tim souvisejici klinickou u€innosti benzimidazoll, obzvlasté pak
proti parazitim lokalizovanym mimo zazivaci trakt. Se snahou odstranit tyto
prekazky byly syntetizovany pro-benzimidazoly. Tato pro-léCiva jsou sama
farmakologicky neucinna. Po oralnim podani jsou enzymaticky (nejCastéji za
uCasti stfevnich bakterii, nikoliv enzym0 hostitele) transformovany na ucinné
metabolity, vesmeés jiz znamé benzimidazoly. Anthelminticky aktivnim
metabolitem thiofanatu je lobendazol, febantelu fenbendazol a netobiminu
albendazol. Dobra rozpustnost pro-benzimidazold sice umoznila vyvoj novych
lékovych forem a zpUsobu aplikace, prakticky vSak nedosahly vySsi ucinnosti

nez klasické benzimidazoly.



Tab. 1:

Anthelminticky u€inné benzimidazoly a pro-benzimidazoly:
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Pfi studiu zavislosti struktury a ucinku bylo prokazano, ze zakladni
struktura benzimidazolu spolu s vhodnou substituci v poloze 2 je rozhodujici
pro vazbu k B-tubulinu. Nahrazeni dusiku v heterocyklu jinym atomem (kyslik,
sira, uhlik) silné sniZzuje vazebnost na p-tubulin a tim i anthelmintickou
ucinnost.

Optimalni substituce v poloze 2 dava tomuto regionu velikost, polaritu a
dipélovy moment umoznujici interakci s vazebnym mistem B-tubulinu. Pravé
substituce 2-thiazolem- (napf. u thiabendazolu) a 2-methylkarbamatem (nap¥. u
albendazolu) pfedstavuji geometricky a elektronové podobné struktury vhodné
pro tuto interakci. Jina 2-substituce a latky bez substituce dosahuji nizsi nebo
zadné ucinnosti. Substituce na dusiku heterocyklu také sniZuje vazebnost a je
terapeuticky nevhodna. Z moznych substituci na benzenovém jadfe se
prakticky uplatnily latky s 5-substituenty. Tato substituce pouze modifikuje
intenzitu interakce a méni fyzikalné-chemické vlastnosti latky odrazejici se v jeji
farmakokinetice. Vzajemna konformace rovin benzimidazolového cyklu a 5-
substituentu je idealni pokud je synplanarni, koplanarni usporadani je méné
vyhodné (McCracken a Lipkowitz 1990). Vysoce ucinné jsou zejména
benzimidazoly obsahujici siru v 5-substituentu (albendazol, rikobendazol,
fenbendazol, oxfendazol). Substituci halogeny, napfiklad ve flubendazolu a
triklabendazolu, nebylo dosazeno vyrazného zvySeni ucinnosti. V souCasné
dobé je pro veterinarni pouziti v Ceské republice registrovano 8 lékovych forem
7 rGznych benzimidazolid a 1 pro-benzimidazolu, celkem zahrnujicich 35
registrovanych pfipravkd. Pro srovnani, pro podani &lovéku jsou v CR
registrovany pouze mebendazol (Vermox®) a albendazol (Zentel®) ve tfech
lékovych formach. Takrka identické spektrum ulinnych latek skupiny
benzimidazolovych anthelmintik Ize nalézt i v zahrani¢nich |ékopisech, pro
ilustraci britsky veterinarni Iékopis z roku 2001 (Jacobs a Taylor 2001) zahrnuje
8 benzimidazoll a 3 pro-benzimidazoly v celkem 78 IéCivych pfipravcich.

V poslednich letech byl odhalena schopnost mnoha latek obsahujicich
benzimidazolovou strukturu indukovat jaterni enzymy. Toto bylo potvrzeno in
vitro i in vivo a to nejen u benzimidazolovych anthelmintik, ale i u nékterych
inhibitortl protonové pumpy, jako omeprazolu, pantoprazolu a lansoprazolu. V
humanni farmakologii existuji i dikazy o klinickém dopadu indukce cytochrom

zpusobené inhibitory protonové pumpy. V pfipadé albendazolu i obecné



benzimidazolovych anthelmintik, jsou velmi Casto laboratorné prokazané
induk&ni schopnosti in vitro, in vivo studie &i klinické dopady indukce nebyly
v oblasti veterinarniho vyzkumu studovanou kapitolou a o tomto fenoménu
existuje jen nékolik malo praci. Po vytvofeni reSerdni prace na toto téma (Velik
a kol., 2004 - pfiloha 3) jsme se rozhodli studovat tento problém hloubégji i
vramci druhl, u kterych je albendazol prakticky vyuzivan a ne pouze u

laboratornich zvifat a jinych in vitro modelech.

11.2.

Albendazol a jeho farmakokinetika

Albendazol je typickym predstavitelem benzimidazoli ze skupiny
methylkarbamatl se sirou v 5-substituentu. Jeho U&inek je spojen s vazbou na
B-tubulin parazita, rozkladem vnitfniho uspofadani bunky a naruSenim
energetického metabolismu. Patfi mezi nejuCinngjsi a také mezi
nejpouzivanéjsi anthelmintika jak ve veterinarni tak i v humanni farmakoterapii.
Ve veterinarni mediciné je vyuzZivan jako Sirokospektré anthelmintikum hlavné
prezvykavcl s dobrou ucinnosti proti plicni a stfevni Cervivosti, tasemnicim a
castec¢né i proti motolicim. Albendazol i jeho aktivni metabolit — albendazol
sulfoxid (téz znamy jako rikobendazol) jsou ucinné proti dospélym jedinclm i
vétSiné vyvojovych stadii v€etné vaji¢ek Cervu (Dayan 2003). Je vyuzivan
k 1é¢bé i profylaktickému podani. V humanni mediciné je Iékem pouzivanym pfi
echinokokdze, cysticerkoze, askaribze, enterobidéze, trichostrongyloze,
trichurdze, kapilarioze, ancylostomiaze, necatordze a filarioze.

Albendazol je bila krystalicka latka velmi Spatné rozpustna ve vodé, lépe
v chloroformu, dimethyl sulfoxidu a 1 M kyseliné chlorovodikové. Albendazol
ma amfoterni charakter s hodnotami pKa 10,26 a 2,8 coz znaci, Ze je prakticky
v celé pasazi gastrointestinalniho traktu v neionizované formé a tudiz muize
rozpustény dobfe prostupovat do systémové cirkulace. Vazba na proteiny
krevni plasmy je vysoka (nad 80 %, Jung a kol. 1998). Zminéné fyzikalné-
chemické vlastnosti pfedurcuji podani albendazolu ve formé suspenze, pasty a
granulatu pro oralni nebo intraruminalni podani. Mimo tyto nejbéznéjsi leékove
formy se muizeme setkat i s tabletami (humanni terapie) a zejména pro

védecké ucely byly pfipraveny i preparaty pro parenteralni podani (Rodrigues a
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kol., 1995; Cristofol a kol., 2000). Prakticky se uplatnily i systémy umoznujici
dlouhodobé uvolfiovani léCiva v téle zvifete az po dobu stovek dnu (Delatour a
kol., 1990a; Chartier a kol., 1996). AC prakticky pouzivané, pro moznost vzniku
rezistence a enzymatické indukce (viz. niZe) lze povaZovat tento zpusob
aplikace za méné vhodny a zdnesSniho pohledu pfekonany. V souvislosti
s albendazolem je nutné se zminit o guanidinovém derivatu netobiminu (tab. 1,
obr.1), ktery je jeho proléCivem (Delatour a kol., 1986). Ve formé soli je velmi
dobfe rozpustny ve vodé a umozrniuje snadnéjsi pfipravu roztokl pro enteraini i
parenteralni pouZiti, pfipadné jako zwitteriont ve formé suspenze. Netobimin
postrada vlastni antiparazitarni uc€innost, za ucinek je odpovédny jeho prvni i
druhy metabolit tj. albendazol a albendazol sulfoxid. K pfemé&né netobiminu na
albendazol je nutna uc€ast stfevnich bakterii, proto a¢ je mozné, nema jeho
parenteralni podani praktické opodstatnéni (Lanusse a Prichard 1990,
Benchaoui a kol., 1993; Lanusse a kol., 1993a).

Albendazol je po oralnim podani absorbovan v gastrointestinalnim
traktu. Svou roli v této fazi hraji vlastnosti latky - liposolubilita, ionizovanost a
rozpustnost. Jelikoz musi nejprve dojit k rozpusténi podaného |éCiva, pfiprava
a zpracovani amorfni Ci krystalické formy albendazolu a technologie vyroby
finalni Iékové formy hraji jednu z kliCovych roli pfi absorpci IéCiva (Dressman a
Reppas 2000). Silny vliv na absorpci ma i celkové usporadani traviciho ustroji
raznych zivocisnych druhd, pH jeho jednotlivych €asti a slozeni potravy (Virkel
a kol., 1999). Obecné Ize fici, ze nizSi celkovy objem Zaludku a stfev a rychlejsi
pasaz obsahu zaZivaciho traktu sniZuje biologickou dostupnost u
monogastrickych druht v€etné Clovéka. Naopak u polygastrickych zvifat vétsi
obsaznost celého zazivaciho traktu a obzvlasté predzaludku pfedstavuje depo
pro pozvolnéjsi, a tudiz i pro dokonalejSi absorpci podaného IéCiva. Nadto je
vétSina benzimidazolu, v€etné albendazolu, v prostfedi bachoru lépe rozpustna
nez v kaudalnéjSich partiich zazivaciho traktu. Tyto nalezené zavislosti jsou
dnes prakticky vyuzivany formou cileného intraruminalniho podanim léciva, coz
zvySuje jeho biologickou dostupnost oproti oralnimu podani. Potvrdilo to i
srovnani oralniho a intraruminalniho podani albendazolu ovci, kde AUC (area
under curve, plocha pod kfivkou zavislosti plasmatické koncentrace v Case)
albendazol sulfoxidu byla o 36% vySSi po intraruminalnim podani (Swarnkar a

kol., 1998). Studiem vlivu potravy na biologickou dostupnost bylo zjisténo, Ze
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kinetické parametry mohou byt ovlivnéné sloZzenim potravy (sucha dieta,
Cerstva krmna smeés, prumyslova smés) i hladovénim (Virkel a kol., 2000;
Sanchez a kol., 1996, 1997, 2000; Singh a kol., 1999). U c¢lovéka je
doporucovano  doprovazet aplikaci albendazolu  mastnym jidlem.
Farmakokinetické parametry mohou byt modifikovany také pohlavim, vékem a
pritomnosti infekce (McKellar a kol., 1993, 1995; Alvarez a kol., 1996; Galtier a
Alvinerie 1996; Lifschitz a kol., 1997; Cristofol a kol., 1998; Capece a kol.,
2000). Prvotni studie sleduijici vliv transportérovych proteint ve stfevni sténé
na absorpci albendazolu naznacuji, Zze albendazol neni substratem téchto
pfenasecu, prostup stievni sténou lze popsat kinetikou nultého fadu (Merino a
kol., 2002).

Poté co parentni latka prekona lipidovou dvojvrstvu epitelu, je ¢asteCné
jiz zde, vtenkém stfevé (Lawrenz a kol., 1992; Villaverde a kol., 1995;
Redondo a kol., 1999), metabolizovana na aktivni metabolit — albendazol
sulfoxid (albendazol ma vlastni anthelmintickou aktivitu, ktera se uplatriuje proti
parazitim lokalizovanym v zazivacim traktu, za ucinek proti parazitim
lokalizovanym jinde v organismu hostitele je odpovédny albendazol sulfoxid).
Celkové je biologicka dostupnost mala, nepfesahuje 10% u Clovéka, 30% u
mysi a 50% u polygastrickych druhd zvifat (Dayan 2003). Albendazol spole¢né
s albendazol sulfoxidem jsou pak transportovany do jater, kde je zbylé
mnozstvi albendazolu takika zcela pfeménéno na albendazol sulfoxid (first
pass effect). Tato rychla pfeména je dokumentovana pouze kratkodobou limitni
pritomnosti albendazolu v plasmé po jeho oralnim i parenteralnim podani.
Albendazol sulfoxid je stejné jako albendazol amfoterni latkou s pKa 9,79 a 0,2.
Ve vodeé je Iépe rozpustny nez albendazol, na proteiny plasmy se vaze z 65 %.
V dalSich krocich dochazi k pfeménam albendazol sulfoxidu na neaktivni
metabolity, z nichz hlavnim je albendazol sulfon (obr. 1). Dale mUze dochazet
k hydrolyze karbamatové vazby nebo k hydroxylaci alifatické i aromatické Casti
molekuly albendazolu. Vzniklé minoritni metabolity jsou exkretovany ve volné
formé&, Ci konjugované s kyselinou sirovou nebo glukuronovou (Gyurika kol.,
1981). Kromé jater byla metabolicka aktivita dokumentovana i ve stfevni sténé,
plicich a vledvinach (Virkel a kol.,, 2004), pouze ve stfevé byla zatim
dokumentovana i zpétna sulforedukce albendazol sulfoxidu (Virkel a kol.,

2002). Do schématu je zahrnuta i pfeména proléciva netobiminu na albendazol.
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V pravém slova smyslu Ize i albendazol chapat jako prolécivo rikobendazolu
(albendazol sulfoxidu).

Diky pfitomnosti chiralniho atomu siry v molekule albendazol sulfoxidu,
nelze tuto slou€eninu povazovat za chemickou entitu, ale musime uvazovat o
dvou rozdilnych latkach (obr. 1). Obecné se zastoupeni jednotlivych optickych
forem uvadi ve formé procentického zastoupeni jednotlivych enantiomerd,
nebo v poméru koncentraci (+)-/(-)-albendazol sulfoxidu. Téz v pfipadé
podavani rikobendazolu maze hrat roli, zda jde o racemickou smés, ¢i smés
s nevyrovhanym obsahem antipodl. Farmakodynamika jednotlivych antipodu
je dodnes nepoznana. Prvotni domnénka, zakladajici se ponejvice na
farmakokinetice, favorizovala (+)-formu a to hlavné pro jeji delSi biologicky
polo€as u hospodarskych zvifat a Clovéka. Prvni z praci studujici ex vivo
ucinnost jednotlivych forem albendazol sulfoxidu proti druhu Trichinela spiralis
dokumentovala vy$Si ucinnost (+)-albendazol sulfoxidu (Bolas-Fermandez a
kol., 2004). Za zminku stoji i dokumentovana schopnost parazitickych druh(
Fasciola hepatica, Moniezia expansa a Ascaris suum metabolizovat albendazol
na albendazol sulfoxid, navic u druhu M. expansa byla odhalena i schopnost
zpétné redukce albendazol sulfoxidu (Solana a kol., 2001). U stejnych druht
byla také autory dokumentovana rozdilna vazebnost jednotlivych enantiomer(
albendazol sulfoxidu na tubularni proteiny parazita (Alvarez a kol., 2001;
Solana a kol., 2001, 2002). Ackoliv v uvodnich studiich popisujicich
farmakokinetiku albendazolu nebyl fakt chirality albendazol sulfoxidu bran
v uvahu (pravdépodobné diky obtizné separaci a detekci), studie z poslednich
let se vétSinou jiz neobejdou bez chiralniho stanoveni tohoto metabolitu. Bylo
zjisténo, Ze sulfoxidace albendazolu, katalyzovana za ucasti mikrosomalnich
monooxygenas cytochromu P450 (CYP450) a flavinovych monooxygenas
(FMO), je stereospecificka pro jednotlivé systéemy. Zda se, ze CYP450
(isoformy 1A1, 3A4, 2C6) vytvareji pfednostné (-)-albendazol sulfoxid, zatimco
FMO (+)-albendazol sulfoxid (Fargetton a kol., 1986; Souhaily el-Amri a kol.,
1987; Moroni a kol., 1995; Rawden a kol., 2000; Solana a kol., 2000). DalSi
hlavni metabolicky krok, sulfoxidace albendazol sulfoxidu, je pfevazné
katalyzovana CYP450 (Souhaily el-Amri a kol., 1988), stereoselektivita této
reakce neni dodnes plné objasnéna. Nasledné muzZe dochazet k hydrolyze
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karbamatové vazby (albendazol aminosulfon) nebo k hydroxylaci aromatické i
alifatické ¢asti molekuly (Hennessy a kol., 1989).

Albendazol sulfoxid, sulfon a dalSi metabolity, v€etné konjugovanych
s kyselinou glukuronovou a sirovou, jsou vylucovany mocCi a Zlu€i. U Clovéka
byla odhalena stereoselektivita v exkreci moci, ktera se muzZe podilet na
akumulaci (+)-albendazol sulfoxidu v plasmé (Lanchote a kol., 2004). Frakce
albendazol sulfoxidu exkretovana do zlu¢e muize podléhat pfimému entero-
hepatalnimu obéhu nebo muze dochazet k jeho zpétné redukci na albendazol a
opétovnému prfechodu do systémové cirkulace (Lanusse a kol., 1992). Diky
rozdilnému pH plasmy, pFfedzaludku a Zaludku pfezvykavcu dochazi
k vychytavani albendazol sulfoxidu a sulfonu v prostfedi s pH, kde jsou tyto
latky vice ionizovany (iontrapping). Tento fenomén vysvétluje pFitomnost
vysokych koncentraci metabolitd v bachoru i po parenteralnim podani

netobiminu, albendazolu i rikobendazolu.
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Obr. 1
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Je pfirozené, Zze nejprostudovanéjsi farmakokinetiku ma albendazol u
druhu, u kterych je albendazol nejCastéji pouzivan, tedy u ovce, kozy a skotu.
Znama je téz kinetika u potkana, prasete, psa a Clovéka. V ramci
hospodaFskych druht je mozno kinetiku albendazolu dobfe porovnat. Ve studii
provedené Delatourem a kol. (1991b) byly porovnavany farmakokinetické
parametry po oralnim podani albendazolu v terapeutické davce 5 mg/kg z. hm.
ovci, 7,5 mg/kg z.hm. koze a 10,0 z.hm. mg/kg skotu (tj. doporucené
terapeutické davky pro jednotlivé druhy). AUC sumy enantiomerl albendazol
sulfoxidu byla u ovce 7,5; kozy 5,8 a u skotu 1,3. AUC albendazol sulfonu byla
u ovce 2,3; kozy 3,3 a u skotu 2,4. U skotu v8ak byla pozorovana nejvyssi Cnax
pro albendazol sulfon. Pomoci **C znageného albendazolu podanému ovci a
koze bylo zjisténo, ze albendazol sulfoxid a sulfon dohromady tvofi minimalné
95% vSech metabolitd zachycenych v plasmé (Delatour a kol., 1993). Cha a
AUC albendazol sulfoxidu a sumy metabolitd bylo signifikantné niz8i u kozy
v porovnani s ovci. Zastoupeni enantiomerl albendazol sulfoxidu se mezi
druhy také IliSi. Z dosavadnich zdroju Ize vycist, Zze vSechny doposud
studované druhy vytvareji vySsi plasmatické hladiny (+) enantiomeru (ovce
86%, koza 80%, skot 91%, Clovék 80-90%, pes 70%), s vyjimkou potkana, u
kterého frakce (+)-albendazol sulfoxidu pfedstavovala pouze 41% (Delatour a
kol., 1990, 1991a, b; Marques a kol., 1999). Zminéna vyjimecnost potkana
znehodnocuje vysledky pfedchozich studii a omezuje interpolaci vysledku takto
ziskanych na situaci po podani Clovéku i hospodarskym zvifatim. Podobné je
tézké vyslovovat zavéry zin vitro studii na bunécnych liniich a kulturach
hepatocytl laboratornich zvifat, ¢i pfimo na hlodavcich. Ty opakované
potvrdily, Ze albendazol je schopen indukovat jaterni CYP450, zejména pak
CYP450 1A1/2 izoformu (Bapiro a kol., 2002). Tento izoenzym je
pravdépodobné odpovédny za sulfonaci albendazol sulfoxidu (deaktivacni krok
biotransformace) a tudiz albendazol mulze ovliviiovat nejen metabolismus
jinych léCiv a xenobiotik, ale i svij vlastni (Galtier 1991). Prakticky Ize znamky
indukce nalézt v pracich popisujicich farmakokinetiku albendazolu po
opakovaném podani, ¢i po aplikaci systtému s dlouhodobym uvolfiovanim. Ve
studii Gotschall a kol. (1990) a Benoit a kol. (1992) bylo pozorovano zrychleni
biodegradace albendazol sulfoxidu z plasmy skotu a ovce jiz po trojnasobném

podani albendazolu. Pfi dlouhodobém pfisunu albendazolu intraruminalnim
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insertem uvolfiujicim albendazol po dobu az 100 dni (Delatour a kol., 1990) se
zasadné méni pomér metabolitl albendazol sulfoxidu oproti sulfonu ve
prospéch druhého, coz bylo také autorem vysvétleno indukénim
mechanismem. Je zajimavé, ze ke zminéné situaci doslo pouze u skotu, nikoliv
u ovce. Je vdeobecné pfijimané, Ze indukce je druhové specificka, proto i nase
dalSi studie vedla smérem poznani této zavazné interakci lIéCiva a organismu
z cilového species, a to in vitro i in vivo (viz nize).

Pro detekci a stanoveni albendazolu, jeho metabolitl, &i rezidui
v potravinach bylo vypracovano nékolik chromatografickych metod. Tyto
postupy vyuzivaji metod kapilarni elektroforézy a Ccastéji HPLC (high
performance liquid chromatography) se spektrofotometrickou, fluorimetrickou a
spolu s technickym pokrokem i hmotnostni (MS-mass spektrofotometry)
detekci. Krozdéleni se vyuziva bézné dostupnych C18 chromatografickych
kolon a reverznich fazi. Vétsi problém spociva v chiralnim stanoveni metabolitu
albendazol sulfoxidu. Doposud byly prakticky pouZity pouze dvé chiralni faze
schopné oddélit jednotlivé enantionery, z nichz je celosvétové nejCastéji
vyuzivana AGP (a-glykoprotein) chromatograficka kolona. My jsme pro nase
stanoveni upravili metodu stanoveni dle Delatoura a kol. (1990). Podrobny

popis metody je zahrnut v pfislusnych ¢lancich.

1.3

Vyuziti albendazolu v humanni farmakoterapii

Albendazol byl od roku 1982 postupné zaveden do vétSiny svétovych
lékopisl, véetné Martindale, USP a naSeho. Jako Sirokospektré anthelmintikun
vyuzitelné v terapii echinokokozy, cysticerkdzy, askaridozy, enterobiozy,
trichostrongylozy, trichuridzy, kapilariézy, ancylostomiazy, necatorézy a
filaridzy je dostupny nejCastéji ve formé tablet. Jsou znamy zakladni parametry
biotransformace albendazolu, dokumentujici podobny charakter metabolickych
pfemén pozorovanych u hospodarskych a laboratornich druh( zvifat (Penicaut
a kol., 1983; Marriner a kol., 1986; Mirfazaelian a kol., 2003)(obr. 1). Je
dokumentovana nizka biologicka dostupnost, hlavnimi metabolity jsou
albendazol sulfoxid a albendazol sulfon. AUC albendazol sulfoxidu pfipada ze

70% na (+)-enantiomer. HlubSi zajem o studium farmakokinetiky, pozorovany
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ve veterinarni problematice, nebyl zaznamenan. Dvé desetileti zkuSenosti
stimto IéCivem charakterizuji albendazol jako uCinné a bezpecCné

antiparazitikum (Dayan 2003).

11.4.

Vyuziti albendazolu ve veterinarni farmakoterapii

Prihlédneme-li ke spotfebé anthelmintik celkové, benzimidazold i
albendazolu, je jasna prevaha veterinarniho vyuziti oproti humanni mediciné.
Pokud se chceme zabyvat farmakokinetikou a metabolismem 2z pohledu
veterinarni problematiky, je na prvnim misté nutné si uvédomit specifika a Sifi
tohoto oboru. Zakladni rozdil tkvi v mnozstvi druht podléhajicich [é¢bé a
studiu. Od makroskopicky patrnych rozdili ve fyziognomii zvifecich druhd,
potravni specificité, rozdilné fyziologii traviciho traktu i jinych struktur, pfes
rozdilnou télesnou teplotu, parametry krevniho obéhu, jsou rozdily i ve
strukturach, funkcich a aktivité membranovych struktur, jednotlivych enzyma, i
enzymovych systému (v€etné hlavnich systému metabolismu xenobiotik). Tak,
jak je tomu v humanni farmakologii, tak i v oblasti veterinarni by bylo idealni
dokonalé poznani vztahu davky a ucinku u v8ech druhu, coz by umoznilo volbu
adekvatni davky i davkovaciho schématu. Realita je v3ak jina.

Prakticky je poznani farmakokinetiky a vyuziti albendazolu u jednotlivych
skupin a druhu veterinarnich zvifat rizné.

Skupina zvifat zajmovych chovUu psu, koCek a jinych drobnych
domacich zvirat je pomérné nepodstatna. Ackoliv u psa byla biotransformace,
vCetné jejich chiralnich aspektl, popsana, neni prakticky albendazol u této
skupiny pouzivan.

U prasete, podobné jako u psa, byla farmakokinetika stanovena spise
z pohledu prasete jako laboratorniho druhu, prakticky jsou v chovech vyuzivany
jiné benzimidazoly (flubendazol, fenbendazol).

U ptakd je jen malo literarnich zdroji tykajicich se albendazolu. Dvé
prace shledaly albendazol u€innym antiparazitikem (Zhang a kol., 1984; Rong
a kol., 1989), tfeti prace se zaméfila na studium farmakokinetiky u drabeze
(Csiko a kol.,, 1996). Vtéto praci byla nalezena eliminace podobna
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hospodarskym druhim ve spektru hlavnich metabolitt, z hlediska rychlosti
eliminace byla hodnocena jako rychlejSi. Autor nalezl plasmatické hladiny
albendazolu a jeho metabolitu albendazol sulfoxidu za dostateCné a pfipustil
pouzitelnost albendazolu jako anthelmintika chovu dribeze, prakticky se vSak
albendazol v téchto chovech Sifeji neuplatnil.

Casté uplatnéni nachazi albendazol celosvétové mezi hospodafskymi
druhy chovanymi pro produkci masa, mléka, viny ¢€i dalSich produktd, jako jsou
ovce, koza, skot, v nékterych oblastech pak velbloud a lama. Minoritnimi
kopytnatci, spadajicimi do této kategorie, jsou zvifata oznaCovana jako divoka,
sparkata zvéf, i volné Zijici. Jsou to druhy vyskytujici se ve volné pfirodé Ci
chovana v zoologickych zahradach, zajmovych chovech, ¢i na farmach.
Vramci CR i Evropy Ize mezi tyto druhy pogitat zejména jelenovité druhy
(jelen, danék, srnec), divoké prase a muflona. Pro uplnost je nutné
pfipomenout, Ze jednotlivé zplsoby chovu téchto druhi momentalné spadaji
pod jina zakonna ustanoveni. Chov ve volnych honitbach a v oborach podléha
ustanovenim zakona 449/2001 Sb. o myslivosti . Naproti tomu farmovy chov
sparkaté zvéfe podléha ustanovenim o chovu hospodarskych zvifat 286/2003
Sb., se vdemi pozadavky na oznaceni kusu, veterinarni kontrolu, welfare zvirat
a samoziejmé i pozadavcich na zdravotni nezavadnost ziskanych produktu.
Chov obou téchto kategorii zvifat (ve znéni mysliveckého zakona ,zvére®)
pfinasi hlavné ekonomické zisky plynouci z prodeje masa (zvéfiny), kazi, rohd
a parohl a trofeji (jejich hodnoty €asto mnohonasobné predCi cenu vlastni
zveéfiny). Jelikoz i tyto druhy jsou vnimavé k helmintézam, ani jeden zpUsob
chovu se v sou€asnosti neobejde bez antiparazitarni IéCby (v€etné chovu zvére
ve volnosti). Duvodem je skuteCnost, Zze zminéné druhy jsou vnimavé
k Sirokému spektru parazitéz, které pak mohou zpUsobit pfimo uhyn, oslabeni
s naslednym uhynem v dobé zimniho stradani, €i naruSeni produkce a
reprodukce. Chovatelé téchto druht obecné maiji tedy pfimy zajem o jejich
dobré zdravi, odrazejicim se ve finale ve vS§ech zminénych ekonomicky a eticky
hodnotitelnych ukazatelich. Oborni chov, obzvlasté ale farmové a zajmové
chovy, pfinesly specifika chovu klasickych hospodafskych zvifat. Pfirozené
pfikrmovany a je s nimi pravidelné manipulovano. Tyto okolnosti napomahaji

pfenosu a Sifeni infek&nich nemoci, v€etné onemocnéni parazitarnich. Takto
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chovana zvifata musi byt pravidelné parazitologicky kontrolovana a v pfipadé
pozitivity vhodné l|éCena Sirokospektrymi anthelmintiky. Mezi vhodna
anthelmintika patfi také albendazol.

Sparkata zvér, jeji chov, souvisejici parazitologicka sledovani a léCebna
zajisténi jejich chovu byla namétem drivéjSich studii realizovanych na oddéleni
veterinarni farmakologie na Katedfe farmakologie a toxikologie FaF, UK
v Hradci Kralové. Terénni zkuSenosti s benzimidazolovymi anthelmintiky,
vCetné albendazolu, charakterizovala tato l|éCiva jako Klinicky uc€inna a
bezpecna mj. i pro chovy mufloni zvéfe. Dobra prakticka zkuSenost s podanim
albendazolu nas pfivedla k zaméru provést studie schopné popsat (alespon
Caste¢né) farmakokinetiku albendazolu u tohoto i dalSich druhd. Soucasné
jsme chtéli stanovit rozdily ¢i shodné znaky biotransformace albendazolu mezi

druhy volné zZijicimi a hospodarskymi, obzvlasté pak u druh( vysoce

pfibuznych (ovce a muflon; divoké a domaci prase).

11.5.

Zpusoby studia biotransformace lé€iv

Pro studium farmakokinetiky lze vyuzit zvifata (in vivo), biologické
materialy (in vitro), omezené lze pro odhad parametrd pouzit i nékteré
pocitacové modely (in silico).

| dnes je zcela bez pochyb, Ze kompletni a relevantni informace o
farmakokinetice 1éCiv Ize ziskat pouze v pokusech in vivo. Je tomu tak i pres
dlouhodobé snahy eticky smysSlejici spoleénosti o omezeni pokusl na zivych
zvifatech. Jisté vysledky pfinesl rozvoj metodik vyuzivajicich systém
ucastnicich se procesu ovliviiujicich farmakokinetiku. Takto Ize odhalit parcialni
zakonitosti a z nich ¢aste¢né odvodit celkové zavéry. Pro studium jaterniho
metabolismu jsou k dispozici in vitro systémy s rozdilnym uspofadanim. Od
nejslozitéjSich, za které lze povazovat izolovany perfundovany organ, pres
organové fezy, kultury izolovanych bunék, suspenze bunék, dale izolované
subcelularni frakce a organely, izolované enzymy i rekombinantné pfipravené
enzymy. V oblasti farmakokinetiky se stale Castéji setkavame s pocitacovymi
programy schopnymi ze znalosti struktury Ilatky odhadnout hlavni

biotransformacni cesty i dalSi zavislosti.
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Vychazejice ze znamého faktu, Zze albendazol podléha intenzivni
metabolické pfeméné pfi prvnim prachodu jatry, poznani jaterni
biotransformace muze popsat kritickou Cast celkové biotransformace tohoto
léCiva.

Pouzili jsme metody izolace hepatocytlu z Cerstvych jater, tj. pfiprava tzv.
primarnich hepatocytd a jejich nasledné kultivace v Petrino miskach
v atmosfére 5% O, a 95% CO,. Pro lepSi Zivotnost jsme vyuzili modifikaci této
metody (Van't Klooster a kol., 1992) poprvé pouzitou Seglenem (1976), kdy je
dno misky potazené tenkou membranou kolagenu na kterou zivé hepatocyty
z pfipravené suspenze sedimentuji a pfichycuji se. Takto ukotvené hepatocyty
zmeéni svuUj pavodné kulovity na tvar podobny usporadani v jaternich tramcich.
Pfi vhodném poctu bunék pak Ize dosahnout tzv. monolayer konformace (obr.
2). Vtakové kulture muUZeme na dné misky pozorovat jednolitou vrstvu
polygonalnich, navzajem se dotykajicich bunék. Vyhodou této metody je
zachovani funk¢ni integrity buiky a nékolikadenni Zivotnost (oproti suspenzni
kultufe hepatocytl, kde Zzivotnost dosahuje spiSe hodin), dovolujici mj. i
studium indukcéniho potencialu xenobiotik. Dobra zivotnost kultivovanych bunék
je klicovym faktorem studii provadénych touto metodikou. Z mnoha
vyuZzitelnych metod na stanoveni Zivotnosti bunék jsme my prakticky pouzivali
selektivni barveni poskozenych bunék trypanovou modfi, mikroskopické
pozorovani a MTT test odhalujici cytotoxické posSkozeni bunky. Vysledky
ziskané studiem biotransformace na uUrovni izolovanych hepatocytl jsou dobre
reprodukovatelné a porovnatelné v ramci druh( i jinak rozdilnych skupin. Po
pfidani xenobiotika do kultivaéniho media dochazi k jeho pfesunu do buriky a
metabolické pfeméné. Vzniklé metabolity je mozné detekovat a kvantifikovat
v mediu (extracelularni prostor), ¢i v bunkach (intracelularni prostor). Kultivace
izolovanych hepatocytll je metoda ktera nenarazi na etické principy a poskytuje
dostatek materialu pro provedeni nékolika studii najednou. Mezi hlavni
nevyhody patfi ekonomicka hlediska pfistrojového vybaveni a nezbytného
materialu, nutnost prace sterilni metodikou a praktickd obtiZznost izolace,

vyzadujici zkuSenosti.
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Obr. 2

Hepatocyty jednotlivych druhii zvirat kultivované na kolagenové

membrané (zvétSeno 200x)

kralik

Druha metoda vyuzivala izolované subcelularni frakce separované pfi
105 000 g z homogenatu jaterni tkané. Tato frakce je téZ oznacovana jako
mikrosomalni frakce nebo mikrosomy. Jde o partikule membran

endoplasmatického retikula se zachovanymi proteiny. Za vhodnych teplotnich
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reziml a podminek separace lze ziskat produkt se zachovalou enzymatickou
aktivitou. Pravé tato bunécna frakce obsahuje monooxygenasy CYP450 a
FMO, odpovédné za metabolickou pfeménu albendazolu. K metabolické
pfeméné xenobiotika je nutné dodani vhodnych koenzymi a optimalnich
podminek z hlediska pH a teploty. Aktivita mikrosomuU je reprodukovana jako
reakéni rychlost zvolené metabolické prfemény V [prmin'lxmgprotemu'l]
zpravidla charakterizované pro vice koncentraci substratu S [M]. Graficky je
zavislost reakEni rychlosti na koncentraci substratu charakterizovana
hyperbolou — kfivka Michaelis-Mentona (obr 3), Ci Ize vyuzit transformace dle
Lineweaver-Burka (obr 4), ve které se na jednotlivé osy vynasi reciproCnich
hodnoty reakéni rychlosti a koncentrace substratu. Po této transformaci se
ziska linearni kfivka, ze které je mozné snadno odecist hodnoty biochemickych
parametrd maximalni reakéni rychlost Vpax [qumin'lxmgprotemu'l] a
Michaelisova konstanta K, [M], kterou lze interpretovat jako koncentraci
substratu, pfi které probiha enzymova reakce rychlosti, jez je ve srovnani
s maximalni rychlosti polovicni.
Obr. 3
Reakéni kinetika dle Michaelis-Mentona

4 Experimentélni body

R
N\

Vm ax (asymptota)

Km (M) koncentrace substratu S (M)
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Obr. 4

Transformace dle Lineweaver-Burka

a
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1V

max

.
P I

1K 0 1/S

Vyuziti této metody dokaze poskytnout reprodukovatelné a porovnatelné
vysledky. Jeji vyhodou, oproti metodé vyuZivajici Zivé jaterni buriky, je niZSi
finanCni a Casova naroCnost a opakovatelnost. Nevyhodou je niZsi vypovédni
hodnota ziskanych vysledkd.

Studie mikrosomalni biotransformace albendazolu odhalily intenzivni
preménu albendazolu mikrosomalni frakci jaterni tkané u potkana (Fargetton a
kol., 1986; Souhaili-el Amri a kol., 1988), ovce (Galtier a kol., 1986,), skotu
(Lanusse a kol., 1993), prasete (Souhaili-el Amri a kol., 1987) a Clovéka (Rolin
a kol., 1989; Rawden a kol. 2000). Autofi téchto studii charakterizovali jako
hlavni enzymové systémy odpovédné za oxidacni pfeménu albendazolu
CYP450 a FMO. Nasledné byla nastinéna i stereospecificita jednotlivych
enzymu u potkana (Moroni a kol., 1995; Solana a kol., 2000) a u ovce (Virkel a
kol., 2004). V posledné jmenované studii byl charakterizovan i biotransformacéni
potencial mikrosomU ze tkané plic a tenkého stfeva. Bylo potvrzena fadové

v v,

odliSna stereospecificita této reakce v jednotlivych tkanich, dle autor(
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pravdépodobné zplsobena odliSnou urovni aktivity systémd FMO a CYP450.
Bohuzel, autofi studii nepouzili stejnou metodiku a proto jsou ziskané vysledky

vzajemné neporovnatelné.

11.6.

Indukce a inhibice jaternich enzymu

Zavaznym dusledkem podavani fady farmakologicky aktivnich latek
nebo kontaktu s jinymi chemickymi latkami mize byt indukce nebo inhibice
biotransformacnich enzym.

Indukce je zvySeni aktivity biotransformacnich enzym( jako odezva na
pfitomnost cizorodé latky v organismu. Indukovatelnost predstavuje strategicky
vyznamnou vlastnost prakticky vSech biotransformaénich enzymu, nebot je
nutno chapat indukci biotransformacnich enzymu jako obranny mechanismus
organismu pfed chemickym stresem. Narlst aktivity biotransformaéniho
enzymu je vétSinou dusledkem zvySeni exprese pfislusného genu (tzv.
transkripéni mechanismus indukce), event. sniZzeni degradace proteinu,
stabilizace mRNA (netranskripéni mechanismy indukce) (Okey 1990; Gibson a
Skett 2001). Proces indukce tedy trva vzdy urcitou dobu. Vzestup aktivity
nesoucasnou, pritomnost induktoru. Velikost indukce zavisi na davce
(koncentraci) induktoru a dobé expozice. Indukéni u€inek xenobiotika je velmi
druhové specificky (napf. Boobis a kol., 1990; Rice a kol., 1992; Lu a Li 2001).
Nékteré induktory zvySuji aktivitu pouze jediného enzymu (isoformy), vétSina
vSak plUsobi soubézné zvySeni aktivity nékolika biotransformaénich enzymd,
event. v€etné transportnich systému. Mechanismus induk&niho plsobeni je u
nékolika nejznaméjSich induktor detailné prozkouman, u jinych je zatim pouze
naznacen (Rodrigues 2001; Pelkonen a kol., 1998).

PFiCinou inhibice, tj. snizeni aktivity biotransformacnich enzymu ucinkem
cizorodé latky, muze byt interakce xenobiotika s proteinem (tj. pfimo s
enzymem) nebo inhibice jeho syntézy. Na rozdil od indukce se inhibice projevi
velmi rychle po podani inhibitoru. Délka inhibice pak zavisi na mechanismu
pusobeni inhibitoru na enzym, v nékterych pfipadech také na koncentraci

inhibitoru a dob& expozice. Rada inhibitord mlze vyvolat aZz ireverzibilni
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(nevratnou) deaktivaci enzymu. Naopak pfi reverzibilni inhibici dochazi po
eliminaci inhibitoru z organismu k obnové puvodni funkce enzymu (Murray
1992). Obdobné jako u induktorl, také ucinek inhibitord je vyrazné druhové
specificky (Chauret a kol., 1997; Zweers-Zeilmaker a kol., 1998) a muze byt
selektivni pouze kur€itému enzymu, nebo muze postihovat vice
biotransformacnich enzymd. Popisu mechanismu puasobeni inhibitord byla
vénovana fada praci (Barry a Feely 1990; Murray 1992; Murray a Reidy 1992;
Pelkonen a kol., 1998).

Jedna latka maze byt induktorem biotransformacnich enzymu a zaroven
muZze inhibovat pfemény realizované timto i jinym enzymem.

Indukce i inhibice mohou mit vyznamné farmakologické a toxikologické
dusledky. Modulaci aktivit biotransformacnich enzymu je pozménéna intenzita i
doba trvani ucinku nasledné podanych IéCiv. Vysledkem pak mUzZe byt na jedné
strané nékolikanasobné zvySeni plasmatickych hladin uc€inné latky s rizikem
toxického plsobeni, nebo naopak snizeni plasmatické koncentrace uc&inné
latky pod limit IéCebného efektu (Barry a Feely 1990; Testa 1995; Pelkonen a
kol., 1998). V pfipadé antibiotik nebo antiparazitik se snizenim koncentrace
ucinné latky pod terapeutickou hladinu navic zvySuje nebezpecli vzniku
rezistence bakterii ¢i parazitd. Modulaci aktivit biotransformacnich enzymu se
rovnéz zvysuje riziko nezadoucich vedlejSich ucinku. Dusledkem modulace
nékterych biotransformacnich enzymu muize byt i zvySena citlivost vaci
kontaminantim Zivotniho prostfedi a riziko kancerogeneze. U zvifat
produkujicich zivo€iSné suroviny navic pfistupuje nebezpeli nefekaného
prodlouzeni eliminace metabolitd ¢i zména biotransformacni cesty, a tim i
nezadouci vyskyt téchto cizorodych latek v ZivoCiSnych produktech. Zména
funkce biotransformacnich enzym( ve smyslu indukce ¢&i inhibice jaternich
mikrosomalnich enzym( se vSak nevyskytuje pouze v kontextu expozice
xenobiotika. Bylo dokumentovano nékolik pfipadu, kde pozorovana indukce
nebo inhibice méla vztah k probihajicimu patologickému procesu, vcéetné
vyskytu parazitozy. Obzvlasté velky vliv je spatfovan v souvislosti s probihajici
infekci jaternich paraziti, zejména motolic (Galtier a Alvinerie 1996).

Vzhledem ke vSem vySe zminénym zavaznym dusledkim by u
veskerych pouzivanych léCiv (a zvlasté u opakované nebo dlouhodobé

podavanych) meél byt indukEni resp. inhibiéni uCinek pozorné sledovanym
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parametrem. V humanni farmakologii a toxikologii se tato problematika jiz
intenzivné studuje, zajem veterinarnich farmakologu je vSak zatim pouze
ojedinély (Van't Klooster a kol., 1993; Fink-Gremmels a Van Miert 1994, 1996;
Zweers-Zeilmaker 1998). NasSim zameérem proto také bylo ovéfit moznosti
indukce a inhibice v souvislosti s nami uzivanymi benzimidazolovymi
anthelmintiky. Dostupnost zvifat dvou obornich chovd mufloni zvéfe nas
inspirovala k provedeni porovnavajici studie jaterni biotransformace in vitro
mezi populaci zvéfe infikované jaterni motolici Dicrocoelium dendriticum a

infekce prosté populace.

11.5.1. Studium indukce biotransformac¢nich enzymu
Indukéni ucinek testovanych IéCiv na biotransformacni enzymy je
mozno sledovat nékolika riznymi postupy. Po skon&eni indukéniho pusobeni

testovaného xenobiotika Ize stanovit (Rodrigues a kol., 2002):

1) Specifické aktivity vybranych biotransformacénich enzym?u

Pfi tomto postupu je mozno substrat specificky metabolizovany urcitym
enzymem pfidat pfimo do media k intaktni primarni kultufe hepatocytu. Po
inkubaci (vétSinou 30-60 minut) je v mediu stanoven prirtstek produktu (event.
ubytek substratu). V nékterych pfipadech je vhodnéjsi z hepatocytu pfipravit
subcelularni frakce a specifické aktivity stanovit az v téchto subcelularnich

frakcich.

2) Mnozstvi vybranych biotransformacénich enzymt metodou western-blotting

Proteiny homogenatu hepatocytli (kontrolnich i podrobenych ucinku
induktoru) jsou nejprve rozdéleny elektroforeticky na polyakrylamidovém gelu.
Po pfeneseni rozdélenych proteind na nitrocelulosovou membranu jsou
vybrané biotransformacni enzymy detekovany pomoci specifickych protilatek a

kvantifikovany.

3) Mnozstvi specifické  mRNA pfislusejici k vybranym biotransformacénim

enzymim
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K tomuto ucelu je nutné z homogenatu hepatocytu vyizolovat mRNA.
Dale je mozno postupovat klasickou metodou, tzv. northern-blottingem
(obdobné western-blottingu, detekce pomoci radioaktivné znafenych sond
v podobé& komplementarni RNA nebo DNA) nebo novéji vyuzit metodu QRT-
PCR (quantitative real time polymerase chain reaction) s pomoci TagMan
sondy.

Sonda, ktera je specificka pro dany usek amplikonu, se navrhuje tak,
aby polymerasa prodluzujici Ffetézec pfi PCR tuto sondu svou 5-> 3°
exonukleasovou aktivitou rozlozila. Kvantitativni detekce je zalozena na
zhaseni fluorescencni barvy umisténé na jednom konci sondy tzv. quencherem
(zhaSe€em) umisténym na druhém konci sondy. Pokud je sonda intaktni,
nedochazi k fluorescenci (barva je zhasena quencherem). Pokud vSak dojde
k rozlozeni sondy v prubéhu PCR, fluorescen¢ni barva se dostane do roztoku,
kde je od ni quencher v takoveé vzdalenosti, Ze neni schopen ji zhaset. Spolu se
vznikajicim mnozstvim specifického PCR produktu, ktery je v podstaté zavisly

na mnozstvi vychoziho templatu, stoupa fluorescence.

Vybér metody zavisi do velké miry na vybaveni, zaméfeni a
zkuSenostech pracovisté. Je vhodné soucasné s testovanou latkou zaradit do
experimentu i znamy induktor (tzv. pozitivni kontrolu) pro kontrolu spravného
provedeni experimentu a pro odhad zavaznosti indukéniho ucCinku testované
latky a moznych farmakologickych a toxikologickych dusledka.

Experimentalni data ziskana v indukénich studiich lze vyjadfit jako
induk&ni potencial (nasobek hodnoty kontroly), jako ECsq (efektivni koncentrace
induktoru zpusobujici nartst méfené veliCiny o 50% oproti kontrole) nebo jako
tzv. potenéni index (pomér indukéni odezvy testované latky a indukéni odezvy

znamého induktoru).

11.5.2. Zpasob studia inhibice jaternich enzym

PFi inhibicnich studiich je sledovana specificka aktivita studovaného
enzymu. Pro studii je tfeba pouzit nékolik (alesponn pét) koncentraci
specifického substratu, a to v rozmezi zavislosti aktivity enzymu na koncentraci

substratu az do saturace enzymové reakce substratem. Testovana substance
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je pfidavana do inkubacni smési s pfisluSnym enzymem a specifickym
substratem také v riznych koncentracich, a po té je vyhodnocena kinetika
inhibované reakce. SouCasné je sledovana i kinetika reakce neinhibované, tj.
bez testované latky.

Ziskana experimentalni data lze vyjadfit pomoci zakladnich kinetickych
konstant, Vimax @ Kn, reakce neinhibované a reakci inhibovanych. Na zakladé
jejich porovnani Ize urcit typ inhibice. K tomuto ucelu je mozné (obvykle nutné)
pouzit také ruzné typy grafického vyjadfeni kinetik enzymové reakce
(Lineweaver-Burk, Dixon, Hunter-Downs, Hofstee a dalSi). Dulezitymi
charakteristikami inhibice jsou také inhibi¢ni konstanta K; (vyjadfuje vzajemnou
afinitu mezi enzymem a inhibitorem, tj. miru reversibility inhibice) a hodnota
ICso (koncentrace inhibitoru zpusobujici pokles méfené aktivity o 50%

vzhledem ke kontrole).

Typy inhibice podle ovlivnéni kinetiky enzymové reakce (Segel 1975;
Copeland 1996):

1) Kompetitivni inhibice

Molekula inhibitoru soutézi se substratem o vazbu na aktivnim centru
enzymu. Rozsah inhibice proto zavisi na vzajemném poméru koncentraci
inhibitoru a substratu. ZvySovanim koncentrace substratu lze docilit vytésnéni
inhibitoru, a tak i stejné Vmax jako u reakce neinhibované. Potfebna

koncentrace substratu vSak bude vyssi, tj. i K, bude vyssi.

2) Nekompetitivni inhibice

Inhibitor a substrat se vazou vzajemné nezavisle, rozsah inhibice zavisi
na koncentraci inhibitoru a afinit€é enzymu k substratu. Inhibitor neovliviuje
afinitu enzymu k substratu, ale znemoznuje pfeménu navazaného substratu na
produkt. Vimax bude tedy oproti neinhibované reakci snizena, K, vSak zustane

stejna.

3) Akompetitivni inhibice

Teprve vazba substratu na enzym pozméni konformaci enzymu tak, ze

se mlze navazat inhibitor. Obdobné jako u nekompetitivni inhibice, inhibitor
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neovliviuje afinitu enzymu k substratu, pouze znemozfiuje preménu
navazaného substratu na produkt. V. a Ky, zjiSténé v pfitomnosti inhibitoru

budou oproti neinhibované reakci snizeny.

4) Smisena inhibice

Pod tento pojem jsou zahrnuty nejrizné;Si typy inhibice, kdy je postizena

jak afinita enzymu k substratu, tak i katalyticka funkce enzymu vici substratu.
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CILE DISERTACNI PRACE

. Charakterizovat jaterni biotransformaci albendazolu vcetné chiralnich aspektd u
muflona a potkana in vitro s vyuzitim izolovanych hepatocytd ukotvenych na

kolagenové membrané.

. Charakterizovat in vitro biotransformaci albendazolu vc€etné chiralnich aspektl
izolovanymi hepatocyty laboratornich (potkan, kralik, morCe, prase) a volné Zijicich

druh( zvifat (muflon, srnec, danék).

. Popsat a porovnat in vitro jaterni mikrosomailni biotransformaci albendazolu v€etné
chiralnich aspektll u intaktnich samcl a kastratd hospodarskych zvifat a volné

Zijicich zvirat.

. Provéfit modulaéni (indukéni/inhibiéni) ucinky albendazolu na aktivity CYP450 1A a
CYP450 3A a biotransformaci albendazolu u muflona in vitro a in vivo. BEhem a po
ukonceni podavani albendazolu sledovat koncentrace albendazolu v plasmé, Zluci a
predzaludku. Ovéfit vliv parazitézy s lokalizaci v jatrech na aktivitu jaternich

biotransformacnich enzymu.
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V.

EXPERIMENTALNI CAST - VYSLEDKY

V.1.
Stereoselektivni biotransformace albendazolu v

izolovanych hepatocytech muflona a potkana

Velik, J., Baliharova, V., Skalova, L., Szotakova, B., Wsdl, V. and
Lamka, J.: Stereospecific biotransformation of albendazole in mouflon
and rat isolated hepatocytes. Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics 2003; 26, 397-302. (Priloha 1)

Tato studie navazovala na naSe velmi dobré zkuSenosti s vyuzitim
benzimidazolovych anthelmintik (v posledni dobé hlavné s albendazolem) pfi
terénni 1éCbé parazitoz sparkaté zvére. Albendazol vyuzivame dlouhodobé v
nékolika obornich chovech, kde je muflon dominantni zvéfi. Vzhledem k
vyvojové pribuznosti muflona s ovci domaci jsme davkovani |éCiva odvozovali
jednak od tohoto druhu, jednak z vysledkd nasich prfedbéznych pokusU, které
prokazaly pozadovanou anthelmintickou u€innost proti zavaznym parazit6zam
plic a jater. (muelleriéza a dikroceli6za).

Nasim cilem bylo prostudovat jaterni biotransformaci albendazolu u
muflona in vitro s vyuzitim primarnich kultur hepatocytl. Pro vysSi vypovédni
hodnotu studie jsme do projektu zafadili srovnani s potkanem, ZivociSnym
druhem, u kterého jsou mnohé aspekty biotransformace jiz prostudovany,
nicméne studie s izolovanymi hepatocyty a albendazolem také chybi. Ziskané
vysledky jsme chtéli porovnat s dostupnymi daty z in vivo studii provedenych u
ovce i potkana a posoudit spole¢né rysy jaterni biotransformace muflona a
ovce.

Dvoustupnovou perfuzni kolagenasovou metodou byly z Cerstvych jater
pfipraveny primarni hepatocyty, které byly nasledné kultivovany na kolagenem
potazeném dnu Petriho misky. Zivotnost hepatocytt byla dobra a v intervalu 0-

48 hodin nebylo odhaleno cytotoxické posSkozeni bunék vlivem testovanych
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latek. Pro oba druhy byla izolace i kultivace provedena za identickych
podminek u 6 jedincu kazdého druhu, minimalné v tripletu pro kazdou
koncentraci. Jedinym rozdilem v izolaci hepatocytl z jater muflona a potkana
byly rozdilné Casy perfuze vzorku jater pfi izolaci, coZ souviselo s odliSnou
vahou a charakterem vychoziho materialu. U potkana byla izolace provedena
z celych jater, z muflonich jater byla pro izolaci pouzita ¢ast levého laloku o
vaze pfiblizné 150 g.

Albendazol byl pfidan do kultivaéniho media hepatocytu ve dvou
koncentracich. Prvni koncentrace (2,5 ug/ml) odrazi maximalni plasmatické
koncentrace hlavniho metabolitu, albendazol sulfoxidu, u ovce in vivo, po
aplikaci 7,5 mg/kg albendazolu p.o. v restriktivnim krmném programu (Lifschitz
a kol., 1997), druha (10,0 pg/ml) koncentrace byla zvolena pro maximalni
produkci metabolitt, publikované ve studii na bunécénych liniich HepG2 (Rolin a
kol., 1989). Z kultivaCniho media byly odebirany vzorky, ve kterych byla
stanovena parentni latka a metabolity. Odbér byl provadén po 2, 4, 8 a 24
hodinach. Po 24 hodinach byl proveden seSkrab bunék ze dna misek a v
homogenatu stanoveni metaboliti; to mélo odhalit pfipadné rozdily
vintracelularni a extracelularni koncentraci metabolitli, eventualni rozdil by
naznacoval pfitomnost transportnich mechanismu v hepatocytu.

Na grafu 1 je patrny rychly Ubytek parentni latky (albendazolu) z
kultivaéniho media. To je zpusobeno rychlou metabolickou pfeménou
albendazolu, pfipadné vazbou na hepatocyty. Tato vazba je ziema z
porovnani koncentraci albendazolu v intervalu 24 hodin v mediu a homogenatu
bunék. Ur€eni, zda se tak déje na zakladé fyzikalnich vazeb, i zda se na
transportu albendazolu do hepatocytu podileji transportni mechanismy, nebylo
pfedmétem naSeho zajmu. Naproti tomu koncentrace metabolitd vné a
v bunikach se liSily pouze minimalné (viz. graf 2, 3, 4). Téz vzajemny pomér
obou enantiomerl byl shodny v kultivanim mediu i v homogenatu bunék.

Graf 2 dokumentuje vznik sumy enatiomeru albendazol sulfoxidu
v zavislosti na Case odbéru. Je patrné, Ze dochazi k rychlému vzniku
metabolitd. PFi pouzité nizSi koncentraci substratu je vintervalu 8 hodin
zietelné jeho vyCerpani a jiz nevzristajici koncentrace metabolitu, pfi inkubaci

s vySSi koncentraci substratu je narust koncentrace albendazol sulfoxidu patrny
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ve v8ech sledovanych intervalech. Mezi druhy nebyl zaznamenan signifikantni
rozdil v produkci sumy albendazol sulfoxidu.

Zastoupeni  jednotlivych  enantiomerd jsme zjistili po jejich
stereospecifické separaci na AGP koloné (graf 3). Je patrné, Ze procentualni
zastoupeni je pro oba druhy specifické. U potkanich hepatocytd byl pozorovan
vznik takika racemické smeési (+)-albendazol sulfoxidu a (-)-albendazol
sulfoxidu, pfesnéji byl naméfen pomér (+)-/(-)-albendazol sulfoxidu v rozmezi
1,0 az 1,1. U muflona byl (+)-albendazol sulfoxid dominantné vznikajicim
enantiomerem se zastoupenim takika 80%. Vyjadfeno pomérem (+)-/(-)-
albendazol sulfoxid, byly nalezeny jeho hodnoty v intervalu 2,8 az 3,8. Pomér
byl nezavisly na pouzité koncentraci substratu. Pokud bychom porovnali
koncentrace jednotlivych enantiomert ve vSech intervalech odbéru, nalezli
bychom signifikantni rozdily mezi druhy, achiralnim stanovenim sumy
albendazol sulfoxidu neodhalitelnou.

Na grafu 4 je vyjadfena koncentrace vzniklého albendazol sulfonu
v zavislosti na pouzité koncentraci substratu a intervalu odbéru. U obou
studovanych druhu a v obou pouzitych koncentracich je zfetelny takika linearni
nartst koncentrace tohoto metabolitu v mediu. Porovnani druhl odhaluje
pfiblizné 5x vyS8Si koncentrace albendazol sulfonu v kultivaénim mediu
potkanich hepatocytd nez v mediu muflonich hepatocytl. Tento pomér
mulUzeme povazovat za stabilni jak vramci obou pouzitych koncentraci
substratu, tak v ramci ¢asovych interval( odbéru.

Celkové muzeme hodnotit in vitro model kultivovanych primarnich
hepatocytd za vhodny pro studium biotransformace albendazolu. Bylo
prokazano, ze podobné jako in vivo dochazi k rychlé metabolické pfeméné na
albendazol sulfoxid a nasledné&, pomaleji, na albendazol sulfon. Mizeme tedy
fici, Ze jsme ovéfili dominantni vliv jaterni biotransformace na farmakokinetiku
albendazolu, obzvlasté jeji roli v rychlé metabolické pfreméné albendazolu na
albendazol sulfoxid. Pfipomenme, Ze vysoka rychlost pfemény byla in vivo
dokumentovana limitnimi koncentracemi albendazolu v plasmé po jeho oralnim
podani (first pass effect). Rovnéz parametry enantiospecifické pFemény
albendazolu na dva enantiomery albendazol sulfoxidu jsou velmi podobné
hodnotam nalezenym in vivo. U potkana bylo AUC pro (+)-albendazol sulfoxid

in vivo 41% celkového albendazol sulfoxidu, ale v pocate¢nich intervalech,
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které se nejvice podobaji naSim in vitro podminkam je pomér (+)-/(-)-
albendazol sulfoxid blizky 1,0 coz odpovida naSim zjiSténim. Parametry
biotransformace muflonich hepatocytu in vitro dokumentuji pfitomnost stejnych
hlavnich metabolitd jako dfive nalezené in vivo u ovce domaci. Rychla
metabolicka pfeména albendazolu na albendazol sulfoxid také odpovida
zakonitostem pozorovanym u ovce, co vice, mezi témito druhy je velmi
podobna i stereospecificita této reakce. My jsme ji stanovili v rozmezi 75-80%
zastoupeni (+)-albendazol sulfoxidu, zatimco in vivo zastupovalo AUC pro (+)-
albendazol sulfoxid 86% celkového albendazol sulfoxidu. Jedinym
pozorovanym rozdilem je Casova zavislost tohoto poméru. Zatimco naSe in
vitro studie dokumentuji v Case staly pomér enantiomeru, in vivo s pfibyvajicim
C¢asem vzrusta zastoupeni (+)-albendazol sulfoxidu. Pomér mezi (+)-albendazol
sulfoxidem a (-)-albendazol sulfoxidem podobny nami nalezenému se nachazi
mezi 3 a 30 hodinou po oralnim podani albendazolu samci ovce domaci. U
muflona mizeme ocekavat podobnou biotransformaci albendazolu jako u ovce

domaci.
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Graf 1. Koncentrace albendazolu v kultivaénim médiu v ¢&ase. A-Vychozi

koncentrace substratu 2,5 pg/ml, B-Vychozi koncentrace substratu 10,0 pg/ml.
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V.2.
Studium oxidativni biotransformace albendazolu izolovanymi
hepatocyty laboratornich druht zvirat (potkan, kralik, morce,

prase) a volné zijicich zvirat (muflon, srnec, danék).

Prvni €ast tohoto pokusu méla porovnat biotransformaci albendazolu u
béznych laboratornich druhu zvifat vyuzivanych v humanni farmakologii ke
studiu farmakokinetiky xenobiotik. K provedeni studie nas vedlo poznani
vyjime€nosti farmakokinetiky albendazolu u potkana a to hlavné vzhledem
k druhim, u kterych je albendazol terapeuticky vyuzivan vcetné Clovéka. U
potkana, jako i ostatnich monogastrickych zivo€icha, je vlivem morfologie
zazivaciho traktu omezena biologicka dostupnost albendazolu a stim
souvisejici nizSi plasmatické hladiny jeho metabolitd (Delatour a kol., 1986,
1991a). NejvyraznéjSim parametrem odliSujicim potkana od ostatnich druht
(hospodarska zvifata, pes, Clovék) je jeho stereospecificita v produkci
albendazol sulfoxidu. Doposud byla u ¢lovéka i hospodarskych zvifat nalezena
vysoka preference tvorby (+)-albendazol sulfoxidu, zatimco u potkana neni
jakakoliv preference vyjadiena vubec (vznik pfiblizné racemické smési, viz.
kapitola 1V.1), €i byl nalezen slabé vysSi podil (-)-enantiomeru albendazol
sulfoxidu (Delatour a kol., 1991a). Albendazol je |éCivo celosvétové studované
zmnoha pohledd farmakokinetiky i farmakodynamiky. Je sledovana
enzymaticka indukce a inhibice, vlivy transportnich proteinu, pfechod parentni
latky i metaboliti pfes placentarni bariéru (Capece a kol.,, 2002) a s tim
souvisejici testovani teratogenity a v neposledni fadé se nadale prohlubuji
znalosti klinické ucinnost albendazolu. V mnoha pfipadech je v podobnych
projektech pouzivan potkan, ¢i bunééné kultury potkani tkané, jako model a to i
pres vyse zminéné a jiz dlouhou dobu znamé rozdily. Jednim z dusledku jsou
nesourodé zaveéry plynouci z porovnatelnych studii na cilovém species a na
potkanovi. V pokusech na potkanech byla opakované dokumentovana
teratogenita tohoto IéCiva (Mantovani a kol., 1995; Navarro a kol., 1999;
Cristofol a kol., 1997; Teruel a kol., 2003), naproti tomu tyto zavéry nebyly
potvrzeny u ovce a skotu a to jak v pfimém pokusu (Piscopo a Smoak, 1997),

tak nejsou znama jakakoliv poSkozeni plodu z praxe. Ani u ostatnich
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hospodarsky vyuzivanych druhtd nejsou znamy klinické komplikace tohoto
charakteru. U Clovéka je farmakokinetika albendazolu in vivo jiz znama a lze ji
z pohledu chiralniho  porovnat s farmakokinetikou albendazolu u
hospodarskych zvifat, z pohledu biologické dostupnosti a plasmatickych hladin
spiSe s potkanem. Jak bylo fe€eno v uvodu, ma vyuziti albendazolu v [écbé
lidskych parazitarnich onemocnéni vzrastajici tendenci a i z tohoto praktického
hlediska by nalezeni vhodnéjSiho modelu mohlo v budoucnu pfinést vysledky
s vétsi vypovédni hodnotou. Jelikoz studie pfimo navazovala na kapitolu V.1,
vysledky z této €asti pokusu byly implementovany i do této kapitoly.

Za stejnych podminek izolace, kultivace a inkubace byla porovnavana
biotransformace albendazolu in vitro mezi dospélymi samci druhl potkan
(Wistar), morée (Trikolora), kralik (Cingila) a prase (plemeno Landrace,
representovano kastrovanymi samci-vepfi). Bylo opét vyuzito kultur izolovanych
hepatocytl inkubovanych 24 hodin v pfitomnosti 2,5 pyg/ml albendazolu. Pro
zjednodusSeni oproti studii IV.1. jsme v tomto pokusu pouZili pouze tuto jednu
koncentraci substratu, ktera I|épe reflektuje plasmatické koncentrace
albendazolu a jeho metabolitl v prdbéhu antiparazitarni terapie. Odbér media a
metodika stanoveni byla provadéna shodnym zplsobem jako v kapitole IV.1.

U vSech sledovanych druhl byl pozorovan vznik obou enantiomer
albendazol sulfoxidu a albendazol sulfon. Mezidruhové rozdily jsou patrné jiz
pfi pozorovani ubytku parentni latky z media (graf 5). Oproti kulturam
hepatocytll kralika a morCete Ize pozorovat pomalejsi ztratu albendazolu
z inkuba¢niho media v kulturach hepatocytd potkana a prasete. Vznik
albendazol sulfoxidu vyjadfeny sumou enantiomerl (graf 6), odhaluje velmi
rychlou metabolickou pfeménu albendazolu na albendazol sulfoxid jiz béhem
prvnich hodin inkubace. Na grafu 6 je jiz v intervalu 2 hodiny patrny rozdil mezi
druhy. Kultury morcCete a kralika vyprodukovaly signifikantné vice albendazol
sulfoxidu nez hepatocyty potkani; signifikantné nejnizSi pozorovana celkova
sulfoxidace albendazolu je prasete. Odpovidajici porovnani druhl ziskal
Souhaili-El Amri a kol. (1986) sledovanim hodnot aktivit celkového CYP450.
Pribéh koncentraci v intervalu 0 az 24 hodin je druhové specificky. Potkan
dosahl maximalnich hodnot jiz po 8 hodinach, jak bylo diskutovano v kapitole
IV.l. U morCete a kralika je maximalnich koncentraci v mediu dosazeno jiz po

2, respektive po 4 hodinach. Pravdépodobné diky nedostupnosti (spotfebovani
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vesSkerého) substratu jiz v dalSich intervalech nedochazi ke zvySovani
koncentrace albendazol sulfoxidu v mediu. V poslednim intervalu muidzeme
pozorovat slaby pokles, ktery Ize zduvodnit postupnym odebiranim albendazol
sulfoxidu na metabolickou pfeménu na albendazol sulfon (viz dale). Chiralni
rozdéleni sumy albendazol sulfoxidu na jednotlivé enantiomery odhalilo
druhové odliSnou stereospecificitu sulfoxidace albendazolu. U vSech
studovanych druh( Ize pomér enantiomeru v intervalech méfreni povazovat za
stabilni s praimérnym zastoupenim (+)-/(-)-albendazol sulfoxid (%/%) pro
jednotlivé druhy: kralik 40/60, potkan 50/50, morce 70/30, vepf 75/25 (graf 7). |
vzniku albendazol sulfonu (graf 8) odhalil mezidruhové rozdily. Koncentrace
tohoto metabolitu v mediu ve vSech €asovych intervalech zachovavalo pofadi:
kralik > potkan = morce > prase.

Celkové Ize za nejpodobnégjsi laboratorni model pro studium jaterni
biotransformace albendazolu u ¢lovéka a hospodarskych zvifat hodnotit morce
a prase. Naproti tomu oproti hospodaiskym druhim i ¢lovéku jsme pozorovali
vyrazné odliSnosti ve stereospecifité jaterni biotransformace u jinak obvyklych
laboratornich druht potkan, kralik. Co vice, dokumentované parametry
biotransformace mohou byt zachovany i u bunéénych linii ziskanych z jaterni i
jiné tkané téchto druhu.

Po uspésné studii popisujici jaterni biotransformaci albendazolu u
muflona in vitro jsme obdobnou metodikou otestovali biotransformacéni aktivitu i
u dalSich dvou druh( volné Zijicich pfezvykavcl — srnce a darika. Srnec je
typickym predstavitelem zvéfe volnych honiteb, zastoupenym takika na celém
uzemi CR. Danék je také predstavitelem fauny volnych honiteb, oproti srnéi
zvéfi je jeho rozSifeni ve volné pfirodé omezenéjsi. Naproti tomu je danék take
druhem Casto chovanym v oborach a farmovych chovech. Oba druhy se stavaji
cily preventivni i cilené antiparazitarni terapie, v€etné terapie albendazolem.
S pfihlédnutim k mizivym znalostem nejen o biotransformaci albendazolu, ale
téz o biotransformaci xenobiotik celkové, mize tato studie vyznamné posunout
znalosti o téchto zvifatech. Prvnim krokem, podobné jako pfi studii s muflonem,
byla optimalizace metody izolace hepatocytl ze vzorku cerstvych jater.
Plvodni metoda byla vypracovana pro cela potkani jatra a nasledné upravena
pro Cast levého laloku jater muflona (viz. Kapitola 1V.1). U srnce a darika byla

pro izolaci pouzita také ¢ast levého jaterniho laloku o vaze pfiblizné 150 g. Za
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podminek izolace byla potkani jatra promyvana 5-6 minut, mufloni dle vzorku 5-
10 minut, srnéi 6-8 minut a danci 8-13 minut. Pro kultivace byly pouzity
suspenze s minimalné 90% zivych bunék (zjiStovano pomoci barveni
trypanovou modfi). Suspenze byla nanesena na Petriho misky potazené
kolagenovou membranou. U vSech druhu bylo pozorovano dobré pfilnuti a
vytvofeni jednovrstvé (monolayer) konformace (obr. 2). Tyto kultury byly
inkubovany v mediu obohaceném o albendazol po dobu 24 hod. Pfipadna
toxicita albendazolu Ci rozpoustédel byla sledovana s vyuzitim barevné reakce
(test cytotoxicity-MTT test). Z kultivaéniho media byly odebirany vzorky
vintervalech 2, 4, 8 a 24 hodin. Po 24 hodinach byly bunky pfilnuté ke dnu
sesSkrabnuty a homogenizovany se zbytkem kultivaéniho media. Ve vzorcich
byl stanoven albendazol, oba enantiomery albendazol sulfoxidu a albendazol
sulfon.

Podobné jako u vySe zminénych druhl byl pozorovan rychly ubytek
albendazolu z kultivaCniho media, ale pomalejSi v porovnani s laboratornimi
druhy (graf 5). Soubézné se ztratou substratu z media byl u obou studovanych
druh( pozorovan narlst produkce albendazol sulfoxidu ve vSech studovanych
intervalech. Porovnani obou druhl vykazuje signifikantné rychlejsi sulfoxidaci
albendazolu u srnce nez darika (graf 6). Porovname-li tyto druhy s muflonem,
jde o pomalejsi metabolizatory. Vyjadieno pro oba enantiomery byla u muflona
nalezena 5 az 15 vySSi koncentrace (+)-albendazol sulfoxidu oproti srnci a
darkovi (graf 9), zatimco koncentrace (-)-albendazol sulfoxidu v mediu jsou u
srnce srovnatelné Ci lehce vysSi a u darika srovnatelné nebo lehce niZSi nez u
muflona (graf 10). Relativni zastoupeni enantiomert je u srnce 75% (-)-
albendazol sulfoxidu a 25% (+)-albendazol sulfoxidu a u danka 62% (-)-
albendazol sulfoxidu a 38% (+)-albendazol sulfoxidu (graf 7). Tato preference
vzniku (-)-enantiomeru je v protikladu k metabolismu hospodafskych zvifat a
Clovéka. Je patrné, ze tyto dva druhy produkuji podstatné méné (+)-
enantioneru, coz rezultuje i v nizSich hladinach celkového albendazol sulfoxidu.
| v kulturach izolovanych hepatocytl srnce a darika byla odhalena schopnost
dale metabolizovat albendazol sulfoxid na albendazol sulfon. U srnce byla tato
aktivita ve vSech sledovanych intervalech signifikantné vy$Si nez u danka
(obrazek 8). Pro srovnani, uroven sulfonace byla u muflona pfiblizné mezi

srncem a dankem.
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V tomto pokusu byla nalezena nizka produkce (+)-albendazol sulfoxidu
v kulturach hepatocytl darika a obzvlasté srnce. To se projevilo jak v relativnim
zastoupeni jednotlivych enantiomerli, kde se (-)-albendazol sulfoxid stal
dominantni formou, tak byla ovlivnéna celkova rychlost sulfoxidace
albendazolu.

Celkové jsme u testovanych druhG nalezli vysokou miru specificity
oxidativni  biotransformace albendazolu. To potvrzuje, Zze rozdily
v plasmatickych hladinach metaboliti albendazolu dokumentované ve védecké
literatufe nejsou zplsobeny pouze rozdilnou biologickou dostupnosti, ktera ma
pfimy vztah k morfologii gastro-intestinalniho traktu. Nase studie potvrzuje, Ze i
aktivita jaternich mikrosonalnich enzymd mlze zasadnim zpUsobem
modifikovat spektrum i miru zastoupeni metabolitd v plasmé.

Jak bylo v kapitole 11.2. shrnuto, zatim nebylo publikovano dostate¢né
mnozstvi studii, aby se podafilo specifikovat anthelmintickou ucinnost
jednotlivych optickych forem albendazol sulfoxidu, ¢i favorizovat roli jednoho
z nich. Ztohoto duvodu neni jednoduché vyslovit zavéry o vhodnosti, Ci
nevhodnosti albendazolu, jako anthelmintika srnce a danka, tedy druht u nichz
byla pozorovana nestandardni stereospecificita jeho sulfoxidace, oproti
druhim, kde jiz byla uc€innost tohoto |éCiva potvrzena a u kterych byl
albendazol zaveden do bézné praxe (ovce, koza, skot). Studované druhy
jelenovitych se lisi od hospodarskych druht vyrazné ve schopnosti produkovat
(+)-albendazol sulfoxid, zatimco rozdily v produkci druhého enantiomeru byly
vyrazné menSi. NaSe studie ukazuje na nutnost detailniho stanoveni
farmakokinetiky léCiva pfed jeho podanim nejen v humanni, ale i ve veterinarni
farmakologii. Pouziti albendazolu u danka €i srnce bude lépe podlozit dalSimi
studiemi, nejlépe provedené metodikou in vivo, které prokazi, zda se prevaha

(-)-albendazol sulfoxidu v plasmé projevi i zde.
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Graf 5: Koncentrace substratu (albendazolu) v kultivaénim médiu v intervalech

odbéru u jednotlivych druhi zvirat.
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Graf 6: Koncentrace albendazol sulfoxidu v kultivaénim médiu v intervalech

odbéru u jednotlivych druhu zvirat.
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Graf 7: Procentualni zastoupeni (+)-albendazol sulfoxidu v kultivaénim médiu v

intervalech odbéru u jednotlivych druht zvirat.
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Graf 8: Koncentrace (+)-albendazol sulfoxidu v kultivaénim médiu v intervalech

odbéru u jednotlivych druht zvirat.
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Graf 9: Koncentrace (-)-albendazol sulfoxidu v kultivaénim médiu v intervalech

odbéru u jednotlivych druhi zvirat.
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Graf 10: Koncentrace albendazol sulfonu v kultivaénim médiu v intervalech

odbéru u jednotlivych druhi zvirat.
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IV.3.
Porovnat jaterni mikrosomalni biotransformaci albendazolu
u hospodarskych a volné zZijicich zvirat, véetné kastratu

hospodarskych zvirat.

Velik, J., Baliharova, V., Skalova, L., Szotakova, B., Wsdél, V. and
Lamka, J.: Liver microsomal biotransformation of albendazole in deer,
cattle, sheep and pig and some related wild. Journal of Veterinary
Pharmacology and Therapeutics 2005; 28, 377-384. (Priloha 2)

Nasim hlavnim zamérem bylo porovnani jaterni biotransformace u co
V provedeni této studie s vyuZitim popisu metabolismu in vivo nebo in vitro
metody izolovanych hepatocytd jsme byli limitovani jak dostupnosti, tak
ekonomickymi a ¢asovymi hledisky, na které jsou tyto metody naro¢né. Nase
moznosti nam vSak dovolily provést srovnavaci studii na jiném in vitro systému.
Ze znalosti  biotransformace albendazolu jsme zvolili  porovnani
biotransformace albendazolu na subcelularni urovni, tj. na mikrosomaini urovni.
Mikrosomy sice postradaji komplexni funkéni integritu vitalni bunky, obecné
jsou ale povazovany za model schopny dobfe popsat metabolické déje
realizované na blanach hladkého endoplasmatického retikula, vcCetné
metabolismu albendazolu (Lanusse a kol., 1993). Jde o vyuziti subcelularniho
kompartmentu bunky, reprezentujiciho pfevazné hladké endoplasmatické
retikulum, resp. partikule vytvofené zblan hladkého endoplasmatického
retikula. Pfi vhodné separaci z buriky Ize zachovat aktivitu pfitomnych enzymu,
vCetné FMO a CYP450. Mikrosomy jsou nej¢astéji pfipravovany z homogenatu
bunék frakéni centrifugaci. Mikrosomalni frakci representuje sediment pfi
105000 g. V pfitomnosti vhodnych koenzymu jsou mikrosomy schopny
metabolizovat xenobiotika, v€etné albendazolu (viz. Kapitola 11.4.). Studium
vlivu diety na aktivitu mikrosomalnich enzym( a biotransformaci albendazolu

provedl touto metodou jiz dfive Virkel a kol. (2000) a zjistil, Ze nalezené
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zavislosti jsou velmi dobfe reprodukovatelné, tj. schopné predurcit situaci in
Vivo.

K porovnani byli pouziti pohlavné dospéli jedinci pfislusného druhu
v obdobi mimo fiji a pfislusni kastrati hospodarskych zvifat ve véku
nekastrovanych. Zvifata podléhala obvyklému chovatelskému rezimu
hospodafskych, farmovych a obornich chovd, €i byla soucasti bé&znych
populaci volné Zijici zvéfe. Vzorky jater, nasledné pouZité k separaci
mikrosomdu, byly zajistény do 5 minut od smrti zvifete, neprodlené zmrazeny
v tekutém dusiku a po dopraveni do laboratofe uchovavany dlouhodobé pfi
teploté -80°C. Metodika pfipravy jaterni mikrosomalni frakce detailné popsana
v pfislusné praci byla pouzita pro vSechny druhy. Izolované mikrosomy byly
také uchovavany pfi teploté -80°C.

Za optimalizovanych podminek byla sledovana rychlost sulfoxidace
albendazolu a sulfonace albendazol sulfoxidu pfi rizné koncentraci substratu.
Sulfoxidace albendazolu byla sledovana jak bez (vznik celkového albendazol
sulfoxidu), tak s chiralnim hlediskem (rozliSeni vzniku jednotlivych
enantiomerq). Pfi sledovani sulfonace byla pouzita racemicka smés albendazol
sulfoxidu jako substrat. Inkubace byla provedena pfi teploté 37°C za aerobnich
podminek po dobu 30 minut. Ke vzajemnému porovnani druht byly sestrojeny
grafy zavislosti reakéni rychlosti na koncentraci substratu.

Porovnavany byly nasledujici skupiny zvifecich species a jejich forem:

.beran®; samec ovce domaci; Ovis ammon f. aries, plemeno Texel,
,Skopec®; kastrat samce ovce domaci; Ovis ammon f. aries, plemeno
Texel,

,muflon®; samec ovce muflona; Ovis musimon,

,kozel*; samec kozy doméci; Capra aegagrus f. hircus, plemeno Ceska
bila uslechtila,

,hiup“; kastrat kozy domaci; Capra aegagrus f. hircus, plemeno Ceska
bila uslechtila,

,DYK“; samec tura domaciho; Bos primigenius f. taurus, plemeno
Limousin,

.kanec“; samec prasete domaciho; Sus scrofa f. domestica, plemeno

Landrace,
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.vepr’; kastrat prasete domaciho; Sus scrofa f. domestica, plemeno

Landrace,

.Kfour“; samec prasete divokého; Sus scrofa,

,Srnec”; samec srnce obecného; Capreolus capreolus,

,danék"; samec darika evropského; Dama dama,

.elen; samec jelena lesniho; Cervus elaphus.

Od kazdé skupiny bylo zajisténo minimalné 5 jedincd a méfeni bylo
provedeno minimalné v tripletu od kazdé koncentrace substratu.

Prvnim porovnavanym parametrem byla rychlost reakce celkové
sulfoxidace albendazolu na sumu enantiomert albendazol sulfoxidu. Na grafu
11 Ize porovnat aktivitu jednotlivych skupin zvifat. Je patrna nizka sulfoxidace
albendazolu u vSech studovanych jelenovitych, tedy srnce, jelena i danka. Ta
kontrastuje s vysokou aktivitou berana, skopce i muflona. Lze vysledovat
podobnost aktivity muflona a berana, stejné tak jako kance a knoura.
Porovname-li kastraty a intaktni samce je u skopce pozorovana signifikantné
rychlejSi pfeména albendazolu na albendazol sulfoxid nez u berana, u dvoijic
kozel-hnfiup a kanec-vepf neni rozdil natolik vyznacen, aby se dalo hovofit o
signifikantnim rozdilu. Nutno dodat, Ze aktivita skopce dosahuje pouze pfiblizné
1,1 nasobku aktivity berana, praktické dopady této diference jsou spiSe
nepravdépodobné. Naopak nizka aktivita jelenovitych, dosahujici pfiblizné V2
aktivity kozla i V4 aktivity berana, muze mit i praktické dopady do upravy
davkovani anthelmintika.

Po chiralnim odliSeni enantiomert albendazol sulfoxidu bylo nejprve
porovnano procentualni zastoupeni jednotlivych enantiomertu. Na grafu 12 je
zaznamenan procentualni podil (+)-albendazol sulfoxidu v zavislosti na
koncentraci substratu. TradiCni hospodafské druhy pfednostné tvofi (+)-
albendazol sulfoxid, zatimco stejny enantiomer je u srnce, darika a jelena
zastoupen vyrazné omezengji. Mezi skopcem a beranem, stejné tak jako mezi
kozlem a hriupem nebyly nalezeny rozdily. Ve dvojici kanec a vepi bylo
nalezeno vysS8i zastoupeni (+)-albendazol sulfoxidu u kance. Pro hospodarské
druhy souhlasi nasSe vysledky s dfive publikovanymi daty zin vivo studii, a
navic, u vzajemné si odpovidajicich zvifecich druhl se podobaji i vysledky
ziskané na urovni hepatocytd a mikrosomu. Stereospecifické zaméreni

biotransformace podporuje myslenku o dominantni ucasti systému jaternich
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mikrosomalnich monooxygenas na metabolismu albendazolu. Mikrosomy srnce
a danka prokazaly shodnou stereospecificitu jako izolované hepatocyty (viz.
kapitola 1V.2), tedy vyprodukovaly prebytek (-)-enantiomeru. Vyjimecnost
jelenovitych druht v tomto parametru potvrdil i jelen se zastoupenim 40% (+)-
ABZSO a 60% (-)-ABZSO.

Na grafech 13 a 14 je vyjadifena zavislost stereospecifické reakcni
rychlosti vzniku (+)-albendazol sulfoxidu a (-)-albendazol sulfoxidu na
koncentraci substratu (albendazolu). Na grafu 13 je odhalena Siroka variace
mezi studovanymi druhy. Rozlozeni druhu je podobné jako na grafu 12, je vSak
rychlosti pfi nejvy$Si koncentraci substratu, tedy skopec/srnec= 17. Je zde
patrna velmi nizka aktivita jelenovitych druhl, a naopak vysoka rychlost
sulfoxidace zastupcu rodu ovce a prase. Velkym prekvapenim jsou takika
shodné charakteristiky rychlosti sulfoxidace albendazolu na (-)-albendazol
sulfoxid (graf 14). Mezi druhy nejsou vice jak dvojnasobné rozdily v reakcni
rychlosti. Rozdily jsou vyrazné nizsi nez mezidruhoveé rozdily zaznamenané na
urovni celkové sulfoxidaci albendazolu &i vzniku (+)-enantiomeru albendazol
sulfoxidu. Je tedy pravdépodobné, Ze kapacita jedné Casti oxidace albendazolu
je u jelenovitych porovnatelna s hospodarskymi druhy, zatimco druha €ast je u
téchto species inhibovana, nebo je jeji kapacita fyziologicky nizsi. V dUusledku
ma jednostranné nizSi kapacita sulfoxidace u jelenovitych druhd vliv i na niz§i
celkovou rychlost sulfoxidace.

Studovan byl i nasledujici krok biotransformace albendazolu, oxidace
albendazol sulfoxidu na albendazol sulfon (graf 15). Jde o deaktivacni krok,
nevratnou a oproti pfedchozi i pomalejSi. Nase zavéry potvrzuji, Ze se opravdu
jedna o rfadové pomalejSi reakci. Jedinym druhem, odliSujicim se vyrazné od
ostatnich je byk. Jeho aktivita je pfiblizné dvakrat az tfikrat vySSi nez aktivita
vSech ostatnich druh(, které se mezi sebou jinak vyznamné nelisi. Pozornost si
ve spojeni s touto reakci zaslouzi vyssi rychlost sulfonace u kance nez u vepre.

V publikaci byly, na pfani redakce, grafy presentovany zjednodusené
pouze pro jednu koncentraci substratu.

Pfedstavena studie demonstruje mezidruhové rozdily v metabolismu

albendazolu in vitro. U nékolika druhu, ze souboru nami sledovanych, byly jiz
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farmakokinetické parametry stanoveny in vivo. Mezi tyto druhy patfi ovce, koza,
skot a prase. Rozdily mezi druhy se odrazeji v rozdilné farmakokinetice a to
reflektuje liSici se obvyklé davky oralné podavaneého léciva. Nejvyssi davkovani
10 mg/kg je pouzivano u skotu a prasete, stfedni davka 7,5 mg/kg je podavana
koze a nejnizsi davky 4,75 mg/kg se podavaji ovci. Pfi tomto davkovani jsou
maximalni plasmatické koncentrace albendazol sulfoxidu v rozmezi 1,0 az 1,2
pg/ml, liSi se vSak v AUC tohoto metabolitu. Velikost AUC koreluje s nami
nalezenymi rozdily v aktivitach mikrosomalnich enzymu. Stanovené AUC se
snizuji v pofadi ovce>koza=prase>skot. Rozdily v mikrosomalni sulfoxidaci
albendazolu stanovené v nasi studii jsou velmi podobné
ovce>prase>koza>skot. AUC albendazol sulfonu bylo in vivo pfi vySe
zminéném davkovani takika shodné u ovce, kozy a prasete, zatimco AUC u
skotu bylo asi dvojnasobné. Mikrosomalni aktivity opét velmi pfesné koreluji
s témito charakteristikami. Tfeti shodnou veli¢inou mezi in vivo a in vitro situaci
je zastoupeni jednotlivych enantiomerl. lzolované hepatocyty i mikrosomalni
frakce jaterni tkané realizuji oxidaci albendazolu ve stereospecifickém poméru
dfive nalezeném in vivo. Oproti situaci in vivo, kde se v Case zvySuje relativni
zastoupeni (+)-albendazol sulfoxidu, je pomér enantiomeru in vivo (mikrosomy i
hepatocyty) stabilni. Nase hodnoty pak nejlépe koreluji s hodnotami v prvnich
desitkach hodin. In vivo popsané odliSnosti lze vysvétlit ucasti dalSi
stereospecifické, Ci stereoselektivni reakce do metabolické drahy albendazolu,
ucasti jiné tkané s odliSnou stereospecificitou, €i ucasti transportnich a
exkre¢nich mechanismU s vlastni enantiospecifickou charakteristikou. Tuto
domnénku potvrzuji pozorovani provedené na mikrosomech ovce a skotu
provedené Virkelem a kol. (2004). Autofi zjistili odliSnou stereospecificitu
sulfoxidace albendazolu v jatrech, ledvinach a tenkém stfevé. | naSe studie na
mikrosomech z tenkého stfeva a jater muflona (viz dale, kapitola 1V.4.)
potvrzuje rozdily vtomto parametru mezi tkanémi. DalSim didkaz poskytuje
studie potvrzujici stereospecificitu exkrece albendazol sulfoxidu ledvin ¢lovéka
(Lanchote a kol., 2004).

Lze tedy Fici, ze in vitro jaterni biotransformace koreluje s hodnotami
celkové farmakokinetiky in vivo. Proto u druht, kde Ize nase studie povazovat
za pionyrské, tedy u kastratl a jelenovitych druhl, midzeme z naSich zaveér(

predpovédét situaci in vivo. Napfiklad nelze pfedpokladat vyznamny vliv
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kastrace na plasmatické hladiny metabolitll albendazolu, u volné Zijicich druhu
(muflon, divoké prase) lze doporucit davkovani lécCiva pro odpovidajici
hospodarskeé druhy (ovce, prase domaci). Zcela zasadni vysledky spatfujeme
v unikatni charakteristice metabolismu albendazolu u jelenovitych druht. U
vSech tfech zastupcu (srnec, danék, jelen) jsme nasli velmi nizkou rychlost
stereospecifické sulfoxidace albendazolu na (+)-albendazol sulfoxid, proto jsou
plasmatické koncentrace velmi téZko odhadnutelné, a navic, pokud se potvrdi
rozdilna farmakodynamika enantiomer albendazol sulfoxidu, jejich odlisny
pomeér v plasmé by mohl ovlivnit i u€innost oralné podavaného albendazolu.
Modelova latka albendazol a nalezené vysledky dovoluji i SirSi
zobecnéni ziskanych vysledkl. Je totiz vSeobecné pfijimano, Ze albendazol
podléha sulfoxidaci minimalné dvou systému s odliSnou stereospecificitou. Dle
Moroni a kol., (1995) je (+)-albendazol sulfoxid produktem katalyzy FMO,
zatimco vznik (-)-albendazol sulfoxidu je spojen se systémem CYP450
(pravdépodobné ruznych isoforem). Za sulfonaci albendazol sulfoxidu je
pravdépodobné odpovédna pouze 1A1/2 isoforma CYP450. Sledovanim vzniku
(+)-albendazol sulfoxidu mizeme tedy jelenovité druhy povazovat za species
s pravdépodobné velmi nizkou aktivitou FMO, coz kromé albendazolu muze
vyrazné modifikovat farmakokinetiku i jinych léCiv. V naSem pokusu byly
mikrosomy z jater byka charakterizovany jako nejaktivnéjSi v pfeméné
albendazol sulfoxidu na albendazol sulfon, podobné jako 7-ethoxyresorufin
deethylasova aktivita (EROD-specificky substrat pro CYP450 1A1/2) byla vyssi
ve srovnani s beranem, kozlem i vepfem (Szotakova a kol., 2004). Z toho Ize
pro byka predpovédeét vysSi jaterni clearance léCiv, ktera jsou substraty tohoto

enzymu.
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Graf 11. Zavislost reakéni rychlosti celkové sulfoxidace (vznik sumy-albendazol
sulfoxidu (ABZSO) v zavislosti na koncentraci substratu albendazolu (ABZ).
A- skopec, beran, muflon, kozel, hiiup, byk.

B- jelen, danék, srnec, vepfr, kiiour, kanec.
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Graf 12. Procentualni zastoupeni vzniklého (+)-albendazol sulfoxidu ((+)-ABZSO)
v zavislosti na koncentraci substratu albendazolu (ABZ).
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Graf 13. Zavislost reakéni rychlosti sulfoxidace albendazolu na (+)-albendazol
sulfoxid ((+)-ABZSO) v zavislosti na koncentraci substratu albendazolu (ABZ).
A- skopec, beran, muflon, kozel, hiiup, byk.

B -jelen, danék, srnec, vepfr, kiiour, kanec.
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Graf 14. Zavislost reakéni rychlosti sulfoxidace albendazolu na (-)-albendazol
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V.4,

Ovérit modulacéni (indukéni/inhibiéni) u€inky albendazolu na
aktivity CYP450 1A a CYP450 3A a biotransformaci
albendazolu u muflona in vitro a in vivo. Ovéfrit vliv probihajici
jaterni parazitézy na aktivitu jaternich biotransformaénich

enzymu.

Velik, J., Baliharova, V., Fink-Gremmels, J., Bull, S., Lamka, J. and
Skalova, L.: Benzimidazole drugs and modulation of biotransformation
enzymes. Research in Veterinary Science 2004; 76, 95-108. (Priloha 3)

Pfi studiu léciv obsahujicich benzimidazolové jadro jsme zjistili, Ze
existuje mnoho dikazi o vlivu téchto [éCiv na aktivitu biotransformacnich
enzyml. Jelikoz se timto problémem Sifeji zabyvaji hlavné humanni
farmakologové, je nejvice prukazi enzymatické indukce a inhibice spojeno
s uzivanim inhibitord  protonové pumpy, omeprazolu, lansoprazolu,
pantoprazolu a rabeprazolu. Zejména indukéni potencial omeprazolu je velmi
dobfe charakterizovany u laboratornich zvifat, ¢lovéku i rozlicnych buné&cnych
kultur. Dokonce nékteré klinické interakce omeprazolu jsou davany do
souvislosti se zménou aktivity mikrosomalnich enzymu. Albendazol, lécivo
pfevazné veterinarni praxe, byl paradoxné testovano na indukéni vlastnosti
také humannimi farmakology. Bylo provedeno nékolik studii na laboratornich
zvifatech (potkan, kralik), €i bunécnych kulturach, kde se prokazalo, ze
albendazol je schopen indukce nékterych isoforem CYP450 (zejména pak
CYP450 1A1/2). Pfipomenme, ze CYP450 1A1/2 se pfimo ucasti biodegradace
albendazolu, ¢imz by mozna indukce neznamenala pouze nezadouci urychleni
metabolismu soucasné nebo nasledné podavanych IéCiv, ale i klinicky zavazné
urychleni vlastni biotransformace. Pohled veterinarnich farmakologu se indukci
zabyval pouze okrajové. Enzymatickou indukci byla napfiklad vysvétlovana
zména farmakokinetiky po opakovaném, €i kontinualnim podani (Galtier 1991).
Zadna z praci doposud nesméfovala pfimo k prikazu enzymatické indukce u
cilového zvifete, proto jsme se o toto chtéli pokusit my. Muflon se nam stal

s

dostupnym modelem spliujicim v8echna kriteria. Jde o druh volné Zijici,
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chovany v oborach i farmovych chovech. Muflon je vnimavy k Sirokému spektru
gastrointestinalnich i jaternich parazitdz, z nichz vétSina je téz fazena k Castym
parazitdm ovce domaci. S ovci domaci je dokazana geneticka pfibuznost, my
jsme nadto také prokazali vysokou shodu v metabolickych parametrech
biotransformace albendazolu (viz kapitola IV.1, 1V.2, IV.3). Dlouhodobé také
studujeme ucinnost albendazolu v antiparazitarni terapii stfevnich, plicnich a
jaternich helmintéz. V [éCbé stfevnich a plicnich parazitéz jsme nalezli vysokou
ucinnost albendazolu podavaného jiz v davkach 5 x 3 mg/kg z. hm., pro Ié¢bu
jaterni motoli¢natosti, zpusobené puvodcem D. dendriticum, je potfebna davka
vyS8Si 5 x 7,5 mg/kg Z. hm nebo 1 x 30 mg/kg Z. hm., podavané per os. Pokud
nas v souvislosti s IéCbou jaterni motoliCnatosti zajima fenomén enzymatické
indukce, nemohli jsem pominout, Ze zmény aktivit mikrosomalnich enzymu
mohou byt v souvislosti s probihajici parazitézou. Zda se, Zze zejména infekce
parazita v jaterni tkani dokaze ovlivnit funkéni parametry jaterni
biotransformace. Vzhledem k dostupnosti dvou chovd mufloni zvéfe si bez
dlouhodobého vyskytu motolice kopinaté D. dendriticum, jsme zvifata zdrava a

nemocna porovnali v nékolika parametrech jaternich mikrosomalnich aktivit.

IV.4.1. Indukéni vliv albendazolu na CYP450 1A a CYP450

3A u muflona a potkana in vitro

Baliharova, V., Velik, J., Lamka, J., Balarinova, R. and Skalova, L.:
The effects of albendazole and its metabolites on hepatic cytochromes
P450 activities in mouflon and rat Research in Veterinary Science 2003;
75, 231-239. (Priloha 4)

Ke studiu induk&nich ucinkd albendazolu na cytochromy P450 u muflona
byly zvoleny jako in vitro modelovy systém primarni kultury muflonich
hepatocytl. Pro ovéfeni funkénosti naSeho modelu jsme soubézné provedli
stejné studie i u potkana, kde jsme dle literarni reSerSe indukci pfedpokladali.
Vedle albendazolu byly testovany také jeho dva hlavni metabolity, albendazol
sulfoxid a albendazol sulfon a to s cilem zjistit, ktera z latek je zodpovédna za
induk&ni ucinky léCiva. Hepatocyty obou druhd byly 48 hodin inkubovany se

studovanymi benzimidazoly (v pouZzitych koncentracich 0,2-25,0 uM) a poté
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byly méfeny CYP450 1A a CYP450 3A aktivity (sledovani pfemény
specifickych substrat ethoxyresorufin-O-dealkylace-EROD a
benzoxyresorufin-O-dearylace-BROD), stanoveno bylo také mnozstvi CYP450
1A a CYP450 3A protein0 metodou western-blotting. Béhem inkubace
hepatocytl s testovanymi IéCivy byl také sledovan metabolismus albendazolu
(v intervalech 0, 2, 4, 8, 24 a 48 hodin byly odebirany vzorky na HPLC analyzu
albendazolu a jeho metabolitd v kultivaénim mediu).

VSechny tfi formy albendazolu vykazovaly silny indukéni uc€inek na
potkani CYP450 1A i CYP450 3A. HPLC analyza ukazala velmi rychlou
biotransformaci ABZ, nebot jiz po 8 hodinach inkubace bylo v mediu
detekovano jen nepatrné mnozstvi parentni latky (kapitola IV.1). Hlavni podil
predstavoval albendazol sulfoxid, mnozstvi nasledné vznikajiciho albendazol
sulfonu bylo oproti albendazol sulfoxidu podstatné mensi. Proto Ize
zodpovédnost za indukcni vliv 1éCiva pfisoudit pfedevsim albendazol sulfoxidu,
s malou spoluucasti albendazol sulfonu.

Na rozdil od potkana, u muflona nebyla zjisténa terapeuticky vyznamna
indukce CYP450 1A ani CYP450 3A. Vysledky jasné demonstruji mezidruhové
rozdily v odezvé na shodné induktory, zaroven podporuji i argumentaci ve

prospéch realizace induk¢nich studii pouze na cilovych species.

IV.4.2. Inhibice CYP450 1A a CYP450 3A u muflona a

potkana albendazolem

Baliharova, V., Velik, J., Fimanova, K., Lamka, J., Szotakova, B. and
Skalova, L.: The inhibitory effect of albendazole and its metabolites on
cytochromes P450 activities in rat and mouflon in vitro. Pharmaceutical
Reports 2005; 57, 97-106.(Priloha 5)

Vysledky naSich pFedchozich studii (viz. kapitoly IV.4. a IV.4.1))
poukazaly na silné indukéni u€inky ABZ na CYP450 1A a CYP450 3A
v potkanich hepatocytech. V téchto studiich byla pozorovana nelinearni
zavislost indukéni odezvy na koncentraci albendazolem. Je tfeba zdUraznit, ze
béhem prislusnych inkubaci s albendazolem nebylo zjiSténo zadné cytotoxické
pusobeni tohoto |éCiva na hepatocyty. Jedna z navrzenych hypotéz pro
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vysvétleni nelinearity indukce byla zalozena na mozném inhibiCnim vlivu
albendazolu (nebo jeho metabolitd) na testované enzymy. Podporuje ji také
zminka o inhibiénim plsobeni fungicidnich IéCiv s imidazolovym kruhem ve
struktufe na CYP450 3A (Anzenbacherova a Anzenbacher 1999). Pro ovéreni
nasi hypotézy byla provedena rozsahla inhibi¢ni studie s albendazolem a jeho
metabolity (albendazol sulfoxidem a sulfonem), ve které byly méfeny aktivity
CYP450 1A a CYP450 3A (EROD a BROD) po 30 sekundové preinkubaci
potkanich mikrosomud s témito benzimidazoly (1, 5 a 25 uM). Inhibice
zminénych aktivit byla otestovana také u muflona.

Albendazol a jeho prvni metabolit, albendazol sulfoxid, se projevily jako
vyrazné inhibitory méfenych CYP450 aktivit jak u potkana, tak u muflona,
zatimco nasledny metabolit albendazol sulfon nevykazoval zadny inhibicni vliv
na testované CYP450 aktivity ani u jednoho species. Zjisténa inhibice byla
podstatné vétsi u muflona (v porovnani s potkanem).

V ¢lanku jsou prezentovana grafickd znazornéni jednotlivych
inhibovanych reakci, v€etné ur€eni typu inhibice, dale také kinetické a inhibi¢ni
konstanty a hodnoty ICso (inhibi¢ni konstanta). VétSina inhibici popsanych
v nasi studii by neméla mit zavazné (pokud viubec néjaké) klinické dusledky,
nebot plasmatické koncentrace testovanych benzimidazoll jsou podstatné
nizsi nez stanovené hodnoty IC5y a K;. Za terapeuticky vyznamnou lze v8ak
povazovat inhibici CYP450 1A u muflona. Ta by neméla negativné ovlivnit
anthelmintickou aktivitu ABZ, naopak by na ni mohla mit podporujici vliv.
CYP450 1A se totiz vyznamnou mérou podili na metabolické deaktivaci
albendazol sulfoxidu, ktery je nositelem anthelmintického ucinku IéCiva.
Nicméné albendazol by mohl ovlivnit metabolismus pfipadné jinych, souc¢asné
podanych |éCiv, na jejichz biotransformaci se podili CYP450 1A (Iékové
interakce).

Podstatné dulezitéjSi je vSak zdlraznit skutecnost, Zze zatimco nase
predchozi studie poukazaly na indukci CYP450 1A a CYP450 3A po pusobeni
albendazolu, v tomto projektu byly zjistény inhibi¢ni ucinky albendazolu na
zminéné enzymy. Jedna latka tedy muze pusobit soucasné jako induktor i jako
inhibitor stejného enzymu. Indukce tak muize byt maskovana soucasnym
inhibicnim vlivem latky na tento enzym, a to pfedevSim vin vitro

experimentech.
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Vysledky studie tedy potvrdily nami navrZzenou hypotézu o inhibi¢nim
vlivu albendazolu na CYP450. Tato zjisténi by méla byt vzata v uvahu pfi in
vitro studiich indukénich uc€inkld albendazolu na CYP a také pfi pouziti ABZ k
terapii helmintéz u muflonu, pfipadné ovce domaci.

Souhrnné se muzeme domnivat, Ze albendazol a jeho metabolity mohou
vyznamné& modifikovat aktivitu jaternich monooxygenas, na druhou stranu si
musime pfiznat nejednotnost ziskanych vysledkl. Z pokusu realizovanych in
vitro nelze jednoznacné fici, zda albendazol a jeho metabolity opravdu
neindukuji mufloni jaterni CYP450, ¢i zda indukce byla pfekryta souasnou
inhibici. V neposledni fadé €as nasi studie, trvajici 48 hodin, nemusel byt pro
projeveni se zmén v enzymatickém systému dostateCny. Naproti tomu jsme
zcela zietelné potvrdily druhové rozdily v induktibilité jaternich enzymi mezi

laboratornim druhem a cilovym druhem.

IV.4.3.Indukéni vliv albendazolu na aktivitu jaternich a

stfrevnich enzymui in vivo

Velik, J., Szotidkovd, L., Baliharova, V., Lamka, J., Savlik, M., Wsél,
V., Snejdrovd, E. and Skalovd, L. Albendazole repeated administration
induces cytochromes P4501A and accelerates albendazole deactivation

in muflon (Ovis musimon). Research in Veterinary Science 2005; 78, 255-

263. (Priloha 6)

Jednoznacény prukaz indukce lze odhalit pouze v pokusech in vivo. S
timto védomim jsme se odhodlali provést takovy pokus na skupiné mufloni
zvéte. Sesti muflonkam bylo pé&t po sobé& nasledujicich dnd aplikovano oralni
sondou 7,5 mg/kg z.hm. albendazolu. Tfi muflonky tvofily kontrolni skupinu, u
které probéhly veSkeré experimentalni procedury bez aplikace |éCiva. Podani
albendazolu bylo provadéno vzdy ve stejnou denni dobu, 24 hodin po kazdé
davce byl zajiStén vzorek krve. 24 hodin po posledni davce byla zvifata
utracena a byl zajistén vzorek krve, Zlu€e a obsahu bachoru. Vzorek tkané jater
a tenkého stfeva byl odebran do 5 minut od utraceni, zmrazen v tekutém

dusiku a nasledné pouzit pro separaci mikrosomalni frakce. Pfipravené
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mikrosomy zjater i tenkého stfeva byly inkubovany s albendazolem i
albendazol sulfoxidem dle metodiky pouzité v kapitole IV.3. Po inkubaci byly
stanoveny metabolity a byla stanovena rychlost sulfoxidace albendazolu i
nasledné sulfonace. Sulfoxidace albendazolu byla opét charakterizovana ve
vztahu k chiralnimu charakteru tohoto procesu. Ziskané zavislosti i hodnoty
pFislusnych biochemickych parametrd (Vmax, Km) byly porovnany mezi
skupinami IéCenych a kontrolnich zvifat.

Porovnani reakénich rychlosti celkové sulfoxidace albendazolu mezi
mikrosomy z jater 1é€enych a kontrolnich zvifat neodhalilo zadny rozdil (graf
16), stejné tak jako chiralni rozdéleni vzniklého albendazol sulfoxidu (graf 17).
Je tedy zfejmé, Ze opakované podavani albendazolu neindukuje jaterni
sulfoxidaci tohoto IéCiva.

Rychlost stejné reakce sledované u mikrosomu izolovanych z tenkého
stfeva byla celkové mnohonasobné niz8i nez u mikrosomu z jater (graf 16). To
dokumentuje omezenéjSi schopnost stfevni stény metabolizovat albendazol na
albendazol sulfoxid, z ¢ehoz je zfejmé, Zze podil zde metabolizovaného IéCiva
bude pravdépodobné vyrazné nizSi nez podil IéCiva biotransformovaného
nasledné v jatrech. Vzajemné porovnani skupin lé€enych a kontrolnich odhalilo
signifikantné vys$Si aktivitu u Ié€enych zvifat, s patrnym rozdilem v rozdéleni
jednotlivych enantiomert. Porovname-li tuto reakci v kontextu vzniku dvou
enantiomerd, nalezneme signifikantni rozdil pouze ve vzniku (-)-albendazol
sulfoxidu, zatimco vznik (+)-albendazol sulfoxidu neni mezi skupinami rozdilny
(graf 16, 17). To naznacCuje, Ze opakované podavani albendazolu indukuje
stfevni CYP450, katalyzujici vznik (-)-albendazol sulfoxidu, zatimco vznik (+)-
albendazol sulfoxidu, dle literatury zprostfedkovany FMO indukovan neni.

Vznik metabolitu, albendazol sulfonu, byl sledovan a porovnan za
identickych podminek pro jaterni i stfevni mikrosomy skupiny IéCenych i
kontrolnich zvifat (graf 18). Bylo zjisténo, ze u skupiny muflonek, kterym byl
podavan albendazol, byla pozorovana rychlejsi pfeména albendazol sulfoxidu
na albendazol sulfon nez u skupiny kontrolni. Na rozdil od prvniho kroku
metabolické pfemény, ktery byl indukovan pouze ve stfevni tkani, byl druhy
krok ovlivnén jak ve stfevé, tak v jatrech léCenych zvifat. Porovnanim aktivit
stfevni tkané, dosSlo u IéCenych zvifat ke slabé indukci, zatimco v jaterni tkani

byla pfeména albendazol sulfoxidu na albendazol sulfon pfiblizné trojnasobné
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urychlena. Transformaci hodnot z grafu 16, 17, 18 dle Lineweaver-Burka jsme
ziskaly hodnoty Ky, a Vimax pfislusnych reakci (tab. 2).

Ackoliv znamky indukce jsou patrné na rozdilné schopnosti
metabolizovat albendazol, prukaz zmén metabolickych aktivit jsme provedli i
s pouzitim vSeobecné uznavanych metod stanoveni aktivit biotransformacnich
enzyml a metod schopnych kvantifikovat mnozZstvi pfislusného enzymu ve
tkani. Porovnali jsem aktivitiu EROD a 7-methoxyresorufin demethylasy
(MROD) (graf 19), které kvantifikuji metabolickou pfevazné aktivitu CYP450 1A
a maji pfimi vztah k pfeméné albendazol sulfoxidu na albendazol sulfon.
V obouch tkanich byla aktivita signifikantné vy38Si u vzorkd ziskanych ze zvifat
léCenych albendazolem. Nasledné byl vzestup mnozstvi této isoformy CYP450
detekovan i metodou imunoblotingu (Western blotting). Lze tedy Fici, ze po
opakovaném podani doslo ke zvySeni mnozstvi enzymu CYP450 1A,
doprovazené zvySenou metabolickou aktivitou tohoto biotransformacniho
systému, které prakticky vedlo k urychlené biotransformaci albendazol
sulfoxidu na albendazol sulfon. Zminéné metody pfinesly dalSi dukazy o
diametralné rozdilné aktivité jaterni a stfevni tkané. Porovnanim hodnot EROD
jsme zjistili asi 30 nasobnou aktivitu v jatrech v porovnani se stfevem.
Porovnani metabolické pfemény albendazol sulfoxidu dosahuje fadové
podobnych hodnot. Dale byly porovnavany aktivity 7-methoxy-4-
trifluoromethylcoumarin  demethylasy, (MFCD), testosterone hydroxylasy
(TOH), FMO (stanovenou jako s-oxidaci thiobenzamidu) a UDP-
glucuronosyltransferasy UGT). Mezi skupinami nebyl v téchto aktivitach
nalezen signifikantni rozdil. V pfipadé aktivity FMO se vzhledem k hodnotam
aktivit na urovni limitnich hodnot nepovedlo potvrdit domnénku o indukci FMO
vsysttmu mikrosomi tenkého stfeva, vyslovenou po porovnani
enantioselektivity oxidace albendazolu. Na druhou stranu v jaterni tkani
|é€enych a kontrolnich zvifat byly stanoveny podobné hodnoty aktivit FMO,
stejné tak, jako nebyl nalezen rozdil v oxidacni pfeméné albendazolu.

Soucasti této studie byl odbér krevni plasmy v prubéhu celého pokusu,
Zlu€e a naplné bachoru po ukonceni studie. | v téchto vzorcich byly stanoveny
koncentrace parentni latky a hlavnich metabolitd. Zkoumané latky byly ze
vzorkl extrahovany ethylacetatem a po zahusténi stanoveny stejnou metodou

HPLC zminénou dfive. Na grafu 20 je zaznamenan prubéh plasmatickych
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koncentraci v pribéhu pétidenniho podavani. Je patrné, Ze pres pokracujici
pfisun IéCiva do organismu, od druhého podani se jiz nezvySovala plasmaticka
hladina albendazol sulfoxidu, naopak méla klesajici tendenci. Sledovani
zastoupeni jednotlivych enantiomert odhalila hodnoty podilu 75% az 85% (+)-
albendazol sulfoxidu, coz jsou hladiny srovnatelna s hodnotami pozorovanymi
na izolovanych jaternich kompartmentech i in vivo u ovce domaci. Hladina
albendazol sulfonu do tfetiho dne narlstala, dosahla podobnych hladin jako
albendazol sulfoxid, a nadale byla stabilni. Tyto prabéhy naznacuji zménu
aktivity biotransformacnich enzymu( v prubéhu terapie ve smyslu urychleni
transformace albendazol sulfoxidu na albendazol sulfon. Parentni latka
nedosahla v plasmé detekovatelnych hladin. Po posledni davce byly stanoveny
hladiny albendazolu a metabolitt i v dalSich biologickych vzorcich. Ve Zlu€i byly
nalezeny hladiny albendazol sulfoxidu i sulfonu podobné plasmatickym (tab. 3),
albendazol nebyl detekovan. V pfedzaludku byly zjistény, v porovnani
s plasmou, velmi odliSné nalezy. Prvnim z nich byla pfitomnost albendazolu, a
to prestoze byl odbér realizovan 24 hodin po posledni davce, dale zde byly
nalezeny vysoké koncentrace albendazol sulfoxidu a zejména albendazol
sulfonu. Toto potvrzuje dFfivéjSi poznatky o ion-trappingu metabolitl
albendazolu do kyselejSiho prostfedi Zaludku, a obzvlasté predzaludku
(Lanusse a Prichard 1993).

In vitro jsme prokazali indukci biotransformaénich enzyma v jatrech a
stfevé po opakovaném podani terapeutickych davek albendazolu per os .
Prokazana byla zrychlena metabolicka pfeména specifickych substratl a
albendazolu, ukazujicich na indukci FMO a CYP450 1A ve stievé a CYP450
1A v jatrech. Nasledné bylo potvrzeno, ze touto indukci je zasazena i vlastni

biotransformace albendazolu a jeho metabolitu albendazol sulfoxidu.
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A-jaterni mikrosomy, B-strevni mikrosomy.
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Graf 19. 7-ethoxyresorufin deethylase (EROD) a 7-methoxyresorufin demethylase

(MROD) aktivita A-jaternich B-stfevnich mikrosomu.
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Tab. 2. Odvozené kinetické parametry sulfoxidace albendazolu a sulfonace

albendazol sulfoxidu.* - Signifikantni rozdil p< 0,05.

Linewevera-Burka skupina skupina skupina

Kinetické parametry Jatra Tenké stievo
Sledovana odvozené po
reakce transformaci dle Kontrolni | Lé¢ena | Kontrolni| Lé¢ena

skupina

Vznik Km™ (uM) 381+19 | 39.2+21 | 46+04 42%0.2
albendazol
sulfoxidu Vimax (WM/min/g) 34+02 31+02 [ 005+001 J0.07+£0.01*
Vznik Kn™ (uM) 0.78£0.05 ]0.24 +£0.07 *J| 0.67 £0.06 | 0.46 +0.03 *
albendazol
sulfonu Vimax (NM/min/g) 33+02 | 84+02* J| 043+£0.03 |0.72+£0.04*
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Graf 20. Plasmatické koncentraci albendazol sulfoxidu a sulfonu po oralnim

podani albendazolu v davce 5 x 7,5 mg/kg z. hm.
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Tab. 3. Koncentrace metabolitil v plasmé, Zzlu¢i a bachoru lé€enych zvirat po

podani albendazolu v davce 5 x 7,5 mg/kg z. hm (n=6).

Stanovovan l4tka Plasma Zlué |Bachor
24 hod | 48hod | 72hod | 96 hod | 120 hod j{120 hod | 120 hod
ABZ (ug/ml) 0 13,9
Celkovy ABZSO 1,73 1,04
(ng/ml)
(+)-ABZSO (ug/ml) 1,07 0,81
(podil z celkového ABZSO-9 62,0 78,5
(-)-ABZSO (ug/ml) 0,66 | 0,23
(podil z celkového ABZSO- 38,0 21,5
%)

ABZSO; (ug/ml) 029 | 8,04




IV.4.4.Vliv probihajiciho parazitarniho onemocneéni jater

na aktivitu jaternich enzymu

Ackoliv je zména aktivity biotransformacnich enzymu nejCastéji davana
do souvislosti s pfitomnosti cizorodych latek v organismu, nejedna se o jediny
faktor ménici kvalitativni i kvantitativni povahu metabolickych pochodu ve
tkanich. Mezi dalSi prokazané faktory, ovliviiujicich enzymatickou aktivitu
jaternich mikrosomalnich monooxygenas, patfi vliv pohlavnich hormonu,
slozeni stravy, hladovéni a také probihajici infekce, &i patologické procesy.
Pravé vliv probihajici parazitézy, konkrétné parazitdzy postihujici jaterni tkan,
na aktivitu biotransformacnich enzymu jater nas zacal zajimat ve chvili, kdyz
jsme méli moznost ziskat vzorky z muflont dvou velmi podobnych chovd, kde
pouze u jednoho znich byla dlouhodobé& zaznamenana infekce motolici
kopinatou, D. dendriticum. V chovu pozitivnim se dikrocelioza vyskytuje
dlouhodobé, snahy o jeji kontrolu se zatim projevuji zmirnénim nalezu, nikoliv
eliminaci. Motolice kopinata je biohelmint ze skupiny jaternich motolic s velmi
slozitym reproduk&énim cyklem. Zvifata z chovu s pozitivnim vyskytem tohoto
onemocnéni jsou ve spolupraci naseho oddéleni a maijiteld pravidelné
odcéervovana pomoci opakovaného podani albendazolu. Sbér vzorkl pro nase
studium byl ale realizovan v dostate¢ném Casovém odstupu nékolika mésicu,
aby tato terapie nemohla ovlivnit vysledek pokusu. Nadto i skupina zdravych
zvifat podléha identickym lé€ebnym schématiim a tak i z tohoto hlediska lze
skupiny povazovat za rovnocenné. Uspofadani studie bylo takika shodné se
studii popisujici indukci po podani albendazolu (kapitola [V.4.3). Byla
sledovana a porovnavana oxidativni biotransformace albendazolu (graf 21),
albendazol sulfoxidu (graf 23) a specifickych substratld pro FMO a jednotlivych
isoforem CYP450. Celkoveé Ize Fici, ze mirné rozdily nalezeny byly, neslo vSak
pravdépodobné o rozdily klinicky vyznamné. Rozdil byl nalezen jak v rychlosti
vzniku celkového albendazol sulfoxidu z albendazolu a také v rychlosti vzniku
(+)-albendazol sulfoxidu, nikoli vSak (-)- albendazol sulfoxidu (graf 22 a,b).
Slaby rozdil byl nalezen po porovnani reakénich rychlosti vzniku albendazol
sulfonu, pfi vyuziti racemické smési albendazol sulfoxidu jako substratu. Ve
vSech zminénych parametrech se jednalo o vysSi aktivitu mikrosomu z jater

infilkovanych zvifat, coz podporuje domnénku o indukci souvisejici
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s probihajicim onemocnénim. Studiem pfemény specifickych substrati byla
odhalena zména aktivit FMO, naopak nebyl prokazan vliv na aktivitu CYP450
(jmenovité nedoSlo ke zvySeni aktivit EROD a MROD). Zména rovnovahy
aktivit FMO a CYP450 se projevila zménou v zastoupeni jednotlivych
enantiomert albendazol sulfoxidu. Zdrava zvifata produkovala 75,2% (+)-
albendazol sulfoxidu a infikovana 79,6% (+)-albendazol sulfoxidu.

Nase studie potvrdila, Ze probihajici jaterni infekce parazitickou motolici
je schopna modifikovat jaterni mikrosomalni biotransformaci IécCiva
albendazolu. Potvrdili jsme, Ze na posSkozeni a iritace tkané pFitomnosti
parazita, nebo latek, které parazit uvolfiuje do okolni tkané, reaguji jaterni
buniky mobilizaci metabolickych procesl. Jak dokumentuji nase vysledky nejde
o indukci ekvivalentni kvalitativné ani kvantitativné s enzymatickou indukci
pozorovanou po expozici xenobiotika (kapitola 1V.4.3). Ziskané rozdily aktivit
jaternich enzyma infikovanych a kontrolnich zvifat nepfesahuji 35% a tak lze
oCekavat malo vyznamné zmény v plasmatickych hladinach metabolitd
albendazolu. Naproti tomu, vzhledem k prokdzanému urychleni jaterni
biotransformace albendazolu u zvifat infikovanych dikroceliézou Ize uvazovat o

zvySeni terapeutické davky v fadu desitek procent.
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Graf 21 Reakéni rychlost sulfoxidace albendazolu v zavislosti na koncentraci
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Graf 22. Procentualni zastoupeni vzniklého (+)-albendazol sulfoxidu v zavislosti

na koncentraci substratu.
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Vv

DISKUSE

V.1.

Pro uskutecnéni prvni studie nas vedl poZzadavek popsat biotransformaci
albendazolu u muflona, tj. druhu, u kterého se nam podafilo jiz dfive potvrdit
ucinnost tohoto anthelmintika proti stfevnim, plicnim a jaternim parazitozam.
Pfi volbé davky jsme pouzili ovéfena schémata pro domaci ovci, vychazeli jsme
pfitom z predpokladu druhové podobnosti az shodnosti ovce muflona a ovce
domaci (Koubek a Kamler 2003). Na druhou stranu jsme si byli védomi
literarnich poznatkd o druhovych rozdilech v pfeméné albendazolu v ramci
hospodarskych i laboratornich druh( a diametralné odliSnych chovatelskych
podminek obou druhl ovce, které by mohly u disledku modifikovat a odliSovat
tyto skupiny. Rozhodli jsme se proto biotransformacni pfeménu albendazolu u
muflona charakterizovat. Zprvu jsme se neodhodlali k provedeni in vivo studie,
ale Sli jsme cestou in vitro metod. Vzhledem k faktu, Ze pfeména albendazolu
probiha pFevazné v jatrech, rozhodli jsme se co nejlépe popsat pravé
biotransformaci v této tkani. Jednou ze zavedenych metod na nasem pracovisti
byla metoda izolace a nasledné kultivace izolovanych hepatocytl. Tato metoda
byla puvodné vypracovana pro izolaci hepatocytu z tkané laboratornich zvirat
(Maurel 1996), ale po jeji modifikaci pro hospodafska zvifata ji bylo mozno
pouzit i pro tuto studii. Jelikoz z celosvétového hlediska nebyla pro studium
metabolismu albendazolu tato Metoda doposud pouzita, prostudovali jsem
metabolismus albendazolu za stejnych podminek i u potkana, tedy druhu se
znamou farmakokinetikou albendazolu.

Zjistili jsme, Ze nami pfipravené hepatocyty obou studovanych druh
jsou schopny transformovat albendazol na metabolity, kvantitativné dominantni
in vivo. Nase metoda byla schopna odhalit mezidruhova rozdily ve
kvantitativnich parametrech téchto pochodd. Ziskané zavéry, hodnotici
sulfoxidaci albendazolu na albendazol sulfoxid za reakci nékolikanasobné

rychlejSi nez naslednou sulfonaci se shoduji se zaveéry in vivo. Velmi podobna
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je i stereospecificita prvni reakce u potkana nalezena nami za in vitro podminek
a dfive in vivo, coz dokladuje funkénost modelu kultivovanych hepatocytl a
vhodnost tohoto modelu pro studium biotransformace albendazolu.

Produktem této studie byl popis biotransformace albendazolu hepatocyty
ovce muflona. Nalezené hodnoty jsme porovnali s dostupnymi hodnotami
farmakokinetiky albendazolu u ovce domaci. Mezi druhy jsme nalezli stejné
dominantni metabolity a dulezitym spoleénym spojujicim ¢lankem byla takika
totozna stereospecificita vzniku albendazol sulfoxidu.

Lze predpokladat, Zze vysoka pfibuznost ovce domaci a ovce muflona je
doprovazena i podobnou aktivitou jaternich biotransformacnich enzyma obou
druhu. Lze odhadnout, Ze po podani davek doporu¢ovanych pro ovci domaci
se u ovce muflona vyskytnou velmi podobné plasmatické hladiny metabolitd,
mj. odpovédnych za anthelmintickou aktivitu, a Ize tedy oCekavat stejnou

ucinnost v antiparazitarni terapii.

V.2.

Tato studie biotransformace systémem kultivovanych jaternich bunék
porovnava schopnost pfemény albendazolu u celkem sedmi druhd zvirat
patficich mezi laboratorni a volné Zijici druhy (potkan, morcCe, kralik, prase,
muflon, srnec, danék). Cil studie byl vyznacit rozdily mezi nimi a ziskané
vysledky porovnat s literarnimi zdroji popisujici biotransformaci albendazolu u
Clovéka a hospodarskych zvirat.

Jak je zvysledkl patrné, na jiz dfive pozorovanych mezidruhovych
rozdilech in vivo se ve velké mife podili jaterni biotransformace albendazolu.
Obzvlasté dllezitym parametrem studia farmakokinetiky albendazolu je
detekce stereospecifického vzniku obou enantiomerl hlavniho metabolitu
albendazol sulfoxidu a proto i v nasi studii byl velky diraz kladen na parametry
jeho vzniku, jakozto vzniku metabolitu nesouciho ucinek parentni latky.

Jakkoliv se na prvni pohled mohou zdat ziskané vysledky nesourodé, Ize
z nich odvodit specifické charakteristiky jednotlivych druhd i rysy spole€né vice
druhim. Spole¢nym rysem biotransformace albendazolu na albendazol sulfoxid
a nasledné i albendazol sulfon, dokumentovanym u vSech studovanych druhd,

je vysoka rychlost pfemény v prvnim kroku s pomalejSi naslednou reakci.
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Vramci obou téchto reakci lze vypozorovat mezidruhové rozdily, navic
stereospecifické vyhodnoceni prvniho kroku biotransformace ma i v této studii
vysokou vypovédni hodnotu. PFi porovnani vzniku sumy enantiomeru
albendazol sulfoxidu lze za nejrychlejSi metabolizatory povazovat morCe a
kralika, nasleduje muflon, potkan a vepf. Vyrazné pomalejSi prabéh Ize
vyhodnotit u zastupcl jelenovitych druhd, srnce a danka. S rozliSenim na
jednotlivé enantiomery Ize odhalit dalSi rozdily. Zatimco muflon, morCe a vepf
preferuji z velké €asti produkci (+)-enantiomeru, vyrovnané hladiny (+)- a (-)-
albendazol sulfoxidu jsem nalezli u potkana. Opacny charakter ma
stereospecifita reakce u kralika, danka a ponejvice se preference vzniku (-)-
enantiomeru albendazol sulfoxidu projevuje u srnce. V ramci dosud
publikovanych praci se jedna o unikatni charakter metabolickych procesu
albendazolu. DUsledkem rozdilné stereospecificity vzniku albendazol sulfoxidu
jsou i vyraznéjsSi mezidruhové rozdily v koncentracich vzniklého (+)-albendazol
sulfoxidu, kdezto hladiny (-)-albendazol sulfoxidu jsou vyrovnanéjSi. Na vzniku
jednotlivych enantiomerd se podileji odliSné enzymatickém systémy,
pravdépodobné FMO pro (+)-albendazol sulfoxid a CYP450 pro (-)-albendazol
sulfoxid. Lze se domnivat, Ze mezi druhy jsou pfirozené SirSi rozdily v aktivitach
jaternich CYP450, nez FMO. Vznik metabolitu nasledné oxidacni pfemény,
albendazol sulfonu, nereflektuje charakteristiky a mezidruhové rozdily vzniku
sumy albendazol sulfoxidu. Jednotlivé druhy prokazaly individualni schopnost
sulfonace albendazol sulfonu. Dokumentovana byla relativné nizka rychlost
této reakce u volné zijicich druh( (muflon, danék, srnec) v porovnani s druhy
laboratornimi.

Je nutno podotknout, ze soucasti studie byly samoziejmé slepé pokusy
popisujici metabolickou pfeménu albendazolu, albendazol sulfoxidu a
albendazol sulfonu bez pfitomnosti hepatocytl, ¢&i v pfitomnosti varem
deaktivovanych hepatocyta. V téchto pokusech nebyl zaznamenan samovolny
vznik oxida¢nich produktl, ani produktl zpétné reakce, coz dokazuje, ze nami

nalezené metabolity jsou dusledkem funkéni enzymatické pfemény hepatocytu.
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V.3.

V této kapitole bylo nasim cilem porovnat biotransformaci albendazolu u
tedy druhli hospodarskych zvifat. Prakticky bylo mozné realizovat porovnani na
takto rozsahlém souboru (celkem 12 skupin) studiem mikrosomalni
biotransformace. Byli jsme si védomi faktu, Zze oproti vyuziti kultivovanych
hepatocytl (kapitola V.2.) jde o metodu s mensi vypovédni hodnotou, protoze
mikrosomalni frakce buniky je pouze €asti jeji enzymatické vybavy. Na druhou
stranu hodnotu studie navySuje vSeobecné pfijimany nazor, Ze pravé
mikrosomy jsou hlavnim enzymatickym systémem oxidativnich pfemén
xenobiotik a tedy i albendazolu, coZ je navic podpofeno pfedchozimi studiemi
s albendazolem in vitro. Naopak vyuziti tohoto in vitro systému pfinasi
bezesporu spoustu vyhod, mezi které patfi napfiklad jednodussi zajiSténi a
lepSi uchovavani materialu, opakovatelnost a reprodukovatelnost pokusu a

Spole€nym prvkem této studie a studii pfedchozich provedenych na
kulturach hepatocytt jsou Ctyfi skupiny zvifat: muflon, vepf, srnec a danék.
Stejné jako vznik albendazol sulfoxidu v kulturach hepatocytu byla i sulfoxidace
albendazolu mikrosomalni frakci velmi rychla u muflona a vepre, zatimco srnec
a danék byli pomalymi metabolizatory. Obé& studie vykazaly unikatni
stereospecificitu této reakce pro jednotlivé druhy. Hepatocyty muflona
produkovaly 78,1% (+)-albendazol sulfoxidu a mikrosomy 74,5%, vepf 76,0%,
resp. 69,5%; srnec 25,2%, resp. 20,7% a danék 37,5%, resp. 25,9% (+)-
albendazol sulfoxidu. | vznik albendazol sulfonu, resp. sulfonace albendazol
sulfoxidu je nejrychlejSi u srnce a nejpomalejSi u vepre. Zavéry ziskané z obou
studii |ze povazovat za velmi podobné a tak se muzeme domnivat, Ze
funkénost systému byla optimalni. Navic se z uvedeného zda, Zze zakonitosti
ziskané studiem biotransformace na urovni mikrosomaini frakce Ize obstojné
reprodukovat i pro organismus jako celek.

V této studii jsme zjistili, Ze sulfoxidace albendazolu je v ramci
hospodarskych druhl proces charakterizovany vysokou druhovou odliSnosti a
to na rozdil od urovné nasledné sulfonace, ktera byla (kromé skotu), velmi

podobna mezi druhy. Prokazali jsme, Ze rozdily v sulfoxidaci albendazolu jsou
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dany hlavné v rozdilnych schopnostech mikrosomalnich systém( produkovat
(+)-formu albendazol sulfoxidu. Vznik (+)-enantiomeru vykazal vysokou
variabilitu mezi druhy a rozdily v této aktivité se odrazely i do rychlosti produkce
celkového albendazol sulfoxidu. Na druhé strané vznik (-)-albendazol sulfoxidu
lze povazovat ve spektru studovanych skupin za takfka identicky. Tyto zavéry
podporuji dfive publikované studie o dvou enzymatickych systémech
produkujicich specifickou optickou formu albendazol sulfoxidu. Za systém
produkujici (+)-albendazol sulfoxid jsou povazovany FMO, zatimco za vznik (-)-
albendazol sulfoxidu jsou odpovédné monooxygenasy CYP450. Propojenim
nasich vysledkd a zminénych studii jsme vyslovili hypotézu, Ze pravé aktivita
FMO vykazuje vysokou variabilitu mezi druhy, odrazejici se v rozdilné
farmakokinetice albendazolu in vitro i in vivo. Velmi pfekvapujici zavér pfineslo
studium biotransformace albendazolu u jelenovitych druhd, tedy u srnce, danka
a jelena. Jiz inkubace albendazolu s hepatocyty srnce a danka naznacily
vyjimecénost téchto druhl v Urovni sulfoxidace jak z hlediska jeji kvalitativni i
kvantitativni urovné. Kvalitativné jsme nalezli jiny pomér vzniklych enantiomeru,
resultujici v kvantitativné nizké celkové sulfoxidaci. Toto bylo potvrzeno i na
urovni mikrosomailni frakce jaterni tkané, navic v tomto systému jsme jeji
urovenn mohli 1épe porovnat s dalSimi druhy. Zatimco uroven sulfoxidace ve
sméru (+)-albendazol sulfoxidu je u jelenovitych az fadoveé nizsi nez u ostatnich
sledovanych druhu, vznik (-)-albendazol sulfoxidu je mezi druhy obdobny.
Dusledkem aktivit téchto dvou systémU je pravé rozdilna uroven zastoupeni
jednotlivych enantiomert u jednotlivych druh(. Nami zjisténé urovné in vitro se
shoduji s publikovanymi vysledky in vivo studii u ovce, kozy, skotu, prasete a
jiz dfive zminéného potkana. Proto odhadujeme, zZe aktivita jaterni tkané
jelenovitych bude resultovat i v plasmatickych hladinach jednotlivych
enantiomerl. Vzhledem k tomu, Ze tyto druhy preferuji vznik (-)-albendazol
sulfoxidu, coz je neporovnatelné s ostatnimi druhy hospodarskych zvirat, nelze
optimalni davkovani lé€iva ani ucinnost antiparazitarni terapie albendazolem u
téchto druhG odhadnout. Na druhou stranu, vzhledem k faktu, Zze
farmakodynamika jednotlivych enantiomerl neni dosud objasnéna a nejsou
dikazy o vyssi ¢&i nizSi aktivité jednotlivych enantiomerl nelze podani
albendazolu pfedem hodnotit za nevhodné. Jak jsme jiz naznacili, je zminéna

jedine¢nost jelenovitych druht pravdépodobné zplsobena nizkou aktivitou
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FMO a proto nejen albendazol, ale i dalSi xenobiotika podléhajici oxidativnim
pfeménam timto enzymatickym systémem, mohou vykazovat diametralné
odlisné farmakokinetické parametry ve srovnani s hospodarskymi druhy.

DalSi dva studované druhy nalezici mezi volné Zijici zvifata, tedy muflon
a divoké prase, byly porovnavany s pfibuznymi druhy domacich zvirat, ovci a
domacim prasetem. Zminéné dvojice muflon-ovce a divoké-domaci prase lze
na jednu stranu hodnotit z fylogenetického hlediska za vysoce podobné, na
strané druhé jsou pod vlivem velmi odliSnych podminek chovu a potravni
skladby. NaSe studie prokazuje, Ze pres tyto vychozi podminky si druhy
domestikované zachovaly takika shodnou aktivitu studovanych jaternich
biotransformacnich enzymu metabolizujicich albendazol jako druhy volné Zijici.
Zda se byt proto odlvodnitelné pouziti albendazolu v antiparazitarni terapii
divokého prasete a muflona v davkovani stanovenych pro jejich domestikované
protéjsky.

Také kastrace, vyznamny zasah do fyziologie zvifete, ktery méni hlavné
uroven hladin pohlavnich hormona v téle zvifete a s tim souvisejici projevy, by
se mohla odrazit na aktivité jaternich enzymd metabolizujicich albendazol.
Podle naSich vysledkl se ale kastrati pfisluSnych druhd chovaji z hlediska
pfemény albendazolu na hlavni metabolity pfiblizné identicky. Rozdily mezi
skopcem a beranem lIze nalézt ve slabé vysSi aktivité celkové sulfoxidace
albendazolu a sulfoxidace ve sméru vzniku (+)-albendazol sulfoxidu, vznik (-)-
albendazol sulfoxidu a albendazol sulfonu je bez rozdilu mezi druhy. ZjiSténé
rozdily jsou v8ak natolik malé, Ze jejich projev in vivo nelze pfedpokladat. Mezi
vepfem a kancem nebyl rozdil v urovni celkové sulfoxidace, ale maly rozdil byl
nalezen v chiralnim poméru enantiomertd albendazol sulfoxidu. Také vznik
albendazol sulfonu nebyl mezi druhy identicky, u kance byla pozorovana vyssi

rychlost této reakce.

V.4,

Zajem o albendazol a léCiva benzimidazolové struktury nas podnitil k
vytvofeni reSerSni prace shrnujici znalosti o dalS$im fenoménu souvisejicim
s pfitomnosti xenobiotik v organismu-ovlivnéni aktivit jaternich enzymu. NaSe

prace potvrdila, Ze latky s benzimidazolovou strukturou, mezi néz nepatfi
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pouze benzimidazolova anthelmintika, ale i I€Civa jinych terapeutickych skupin,
jsou schopné svou pfitomnosti v organismu provokovat zvySeni mnozstvi Ci
aktivitu jaternich enzymu. A nejCastéji byla indukce pozorovana u inhibitord
protonové pumpy, dudkazu o indukéni schopnosti benzimidazolovych
anthelmintik nebyly ojedinélé. Mezi nejCastéji sledované indukovatelné
enzymatické systémy patfily enzymy jaternino CYP450, tedy enzymy podilejici
se velkou mérou na biotransformaci xenobiotik vCetné nami studovaného
albendazolu. Zarazejicim faktem byly opakujici se dukazy o indukéni
schopnosti benzimidazolovych anthelmintik u laboratornich zvifat & z nich
ziskanych kultur. Tyto dukazy meély takfka vyhradné puvod v laboratofich
humannich farmakologli a to pfesto, Ze pole humanni terapie témito léCivy
dosahuje pouze zlomku objemu aplikovanému ve veterinarni praxi.
Veterinarnimi lékafi byla indukce a inhibice po aplikaci téchto l€Civ opomijena,
Ci byly pfejimany vysledky z laboratornich modeld. Snad jen nékolik praci
studujicich farmakokinetiku albendazolu naznacilo mozZnost uplatnéni téchto
pochodu v klinické praxi. Je nutno pfipomenout, Ze laboratorni modely a
vysledky takto ziskané jsou aplikovany v SirSich souvislostech, zejména do
humanni a veterinarni praxe a to pfes znamé rozdily ve farmakokinetice téchto
léCiv u Clovéka, hospodarskych zvifat a laboratornich zvifata modeld.

My jsme se nasledné rozhodli realizovat soubor pokusu schopnych
popsat indukCni a inhibi¢ni schopnost albendazolu u muflona a potkana in vitro;
posléze jsme indukci albendazolem u muflona sledovali i in vivo.

V prvni studii jsme prokazali indukéni schopnost albendazolu a jeho
metabolitd v kulturach hepatocytu potkana, kdezto u muflonich hepatocytl
jsme znamky indukce nenalezli. Vysvétleni CasteCné pfinesla navazujici studie,
ve které jsme prokazali inhibi¢ni schopnosti albendazolu a jeho metabolitll na
obdobné enzymatické systémy sledované dfive z hlediska enzymatické
indukce. | zde jsme nalezli druhové specifickou odpovéd s vySsi inhibi¢ni
aktivitou pozorovanou u muflonich enzymu oproti enzymdm potkana. Pokud
jsme vzali v avahu oba mozné vlivy, nemohli jsme moznou indukci jaternich
enzymu u muflona zcela vylou€it a tak kone¢ny dukaz méla pfinést az in vivo
studie. Mimo to tyto studie pfinesly dal$i dikazy o mezidruhovych rozdilech
v odpovédi na prfitomnost xenobiotika, coZz podporuje nutnost studia téchto

parametrd pfimo na cilovych druzich zvifat, nikoliv pouze na laboratornich
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modelech. Kone¢né po nékolikadenni aplikaci albendazolu v terapeutickych
davkach jsem nalezli zvySenou aktivitu mikrosomalnich enzym( a to nejen
v jatrech, ale i ve tkani tenkého stfeva. Porovnanim biotransformacni aktivity
stfevnich a jaternich mikrosoml jsme téz prokazali, Zze pravé jatra jsou
pravdépodobné dominantnim mistem metabolické premény albendazolu na
albendazol sulfoxid, tedy mimo jiné jsme si ovéfili vhodnost studia metabolismu
albendazolu na jaternich in vitro systémech ve studiich uvedenych vysSe.
V tomto pokusu jsme téz stanovili plasmatické hladiny metabolitd dfive
studovanych in vitro. Prokazali jsme, ze zvySenim aktivity biotransformacnich
enzymU albendazolem je paradoxné& urychlena i eliminace albendazol
sulfoxidu, tedy aktivniho metabolitu ale zaroven i nositele antiparazitarniho
ucinku.

Aktivita jaternich biotransformacnich enzym( muze byt ovlivnéna nejen
ve vztahu k pfitomnosti xenobiotik, ale je znam i vliv patologickych procesl na
jejich aktivitu. Jak muze jaterni biotransformaci ovlivnit pfitomnost infekce
jaterni motolici ve tkani muflonich jater jsme studovali v zavérecné studii. V ni
jsme porovnavali aktivitu jaternich enzymd u dvou skupin zvéfe, liSicich se
pouze pfitomnosti, ¢i nepfitomnosti probihajici jaterni parazitézy, jmenovité
infekci D. dendriticum. Ostatni podminky chovl byly shodné. Vysledkem
porovnani jsou zavéry popisujici urychleni metabolickych procesu ve tkani
infikovanych zvifat. Zména biotransformacni aktivity neni vyrazna, jeji projev

v praktické terapii nelze oCekavat.
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VI,
ZAVER

Hlavnim tématem pFedloZzeného souboru experimentl bylo studium a
porovnani biotransformace albendazolu u laboratornich, hospodafskych a
volné Zijicich zvifat. Studované druhy patfi mezi mono- i polygastricka zvifata
hospodaiského i mimohospodarského vyuziti. Zvolené metodiky nam umoznily
nachazet shodné znaky i rozdily biotransformacnich reakci u druhd diametralné
se odliSujicich svou hmotnosti, charakterem chovu, pohlavim i zdravotnim
stavem. Byla popsana biotransformace na urovni celého organismu, tedy in
vivo, ale téz in vitro v kulturach jaternich bunék i za ucasti pouze vybraného
funkéniho segmentu jaterni bunky-mikrosomu. Prokazali jsme, Ze pravé
mikrosomalni enzymy se velkou mérou ucastni prvnich fazi metabolismu
albendazolu, tedy vzniku aktivniho metabolitu-albendazol sulfoxidu a jeho
nasledné deaktivace na albendazol sulfon.

V predlozené praci je zaznamenan soubor studii popisujici jaterni
biotransformaci antiparazitika albendazolu v€etné jeho chiralnich aspektd ve
velmi Sirokém zvifecim spektru zahrnujicim druhy laboratornich zvirat,
celosvétové nejbéznéjSich zastupcl hospodaiskych zvifat a skupinu zvifat
volné Zijicich. NaSe studie usporfadané se zamérem navzajem porovnat
jednotlivé druhy a skupiny zvifat odhalily mezidruhové rozdily v parametrech
oxidativnich pfemén albendazolu in vitro. Nékteré tyto rozdily byly jiz
dokumentovany in vivo pfed zapocCetim této studie, nebylo v8ak jasné, zda za
puvodem rozdili je odliSnost zazivacich traktu jednotlivych zvifecich druhd
nebo rozdily v aktivité jejich jaternich mikrosomalnich enzymu. Pravé naSe
studie prokazala, ze obzvlasté za prvni metabolickou pfeménu albendazolu,
tedy vznik albendazol sulfoxidu ve dvou optickych formach, je ve velké mife
odpovédna jaterni tkan, presnéji mikrosomalni monooxygenasy. U druh
jelenovitych, u kterych byla biotransformace a to nejen albendazolu velkou
neznamou, jsme nalezli velmi odli§né parametry, u jinych druht nepoznané a
v jistém smyslu i neoCekavané. Nizka mikrosomalni aktivita se projevila jak pfi

vyuziti izolovanych hepatocytl, tak ve studii s jaternimi mikrosomy. Podle
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nasich vysledkl Ize u jelenovitych druhG oéekavat velmi nizkou aktivitu FMO
v porovnani s béznymi druhy hospodarskych zvifat. Z hlediska terapie
predpokladame u téchto druhl odliSnou farmakokinetiku albendazolu, ale i
dalSich 1éCiv. U ostatnich druhG fauny volné pfirody, muflona a divokého
prasete, jsme potvrdili vysokou podobnost biotransformace albendazolu
s odpovidajicimi druhy hospodarskych zvifat, tj. s ovci a domacim prasetem.
Cast experimentd byla vénovana studiu prikazu mozného vlivu
podavani albendazolu na aktivitu jaternich enzymu. Zprvu nesourodé vysledky
in vitro studii potvrdily mezidruhové rozdily ve schopnostech indukce a inhibice
jaternich mikrosomalnich enzymu. Nadto byla prokazana i inhibi¢ni schopnost
albendazolu a opét byla pozorovana druhové specificka mira a povaha tohoto
déje. Z vysledku in vitro studii nebylo jednoduché vyslovit predpoklady pro
klinické dasledky pozorovanych déju a tak rozhodné vysledky pfinesla az in
vivo studie. V té jsme jednoznacné prokazali indukci mikrosomalnich enzymu
po opakovaném podani albendazolu v terapeutickych davkach. Navic jsme
prokazali, ze k urychleni biotransformace dochazi nejen v jatrech, ale i ve tkani
tenkého stfeva. Zaroven jsme potvrdili, Ze aktivita jaternich enzymu muaze byt
pozménéna nejen v souvislosti s pfitomnosti xenobiotika, ale i v souvislosti

s probihajicim parazitarnim onemocnénim lokalizovanym do jater.
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VIII.

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADP adenosin difosfat

AGP a.glykoprotein

ATP adenosin trifosfat

AUC area under curve, plocha pod kfivkou zavislosti plasmatické koncentrace
v Case

BROD benzoxyresorufin-O-dearylace

Cmax maximalni koncevtrace latky v plasmé

CYP450 cytochrom P 450

DNA deoxyribonukleova kyselina

EC50 efektivni koncentrace induktoru zpusobujici narist méfené veliiny o
50%

EROD 7-ethoxyresorufin deethylasova aktivita

FMO flavinové mikrosomalni monooxygenasy

HPLC high performance liquid chromatography

ICs0 koncentrace inhibitoru zpUsobujici pokles mérené aktivity o 50%
Kiinhibi¢ni konstanta

Km a Michaelisova konstanta

M molarni koncentrace

MRNA messenger ribonukleova kyselina

MS mass spectofotometry

MTT

pKa disociacni konstanta

QRT-PCR quantitative real time polymerase chain reaction

S koncentrace substratu

USP United states pharmacopoea Vmax maximalni rychlost reakce
V reakeni rychlost

WHO world health organization
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