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S u m m a r y

Praziquantel (PZQ) is a drug which is used by choice to schistosomiasis
treatment. Currently, it is used in malaria treatment. PZQ undergoes extensive
metabolism in human body, mainly in liver, by two cytochrome P-450 isoenzy-
mes 2B1 and 3A. As a result of these biotransformations, numerous mono- and
dihydroxylated derivates in B, C and D rings are formed. Only one metabolite
has been identified and described, it is 4-hydroxypraziquantel (4-OH-PZQ).

So far, the metabolites out of PZQ biotransformation were obtained under
the influence of Cunnighamelle echinulata and Beauveria bassiana. There were the
derivatives in position C7 and in D-ring (position is unknown).

In our research, we would like to create a new model of PZQ biotran-
sformation in vitro. For such purpose, Saccharomyces cerevisiae were used. The re-
sults of PZQ biotransformation in vitro under the influence of Saccharomyces

cerevisiae were compared with computer simulation of PZQ metabolism per-
formed by the use of Metabol Expert program.
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1. Wprowadzenie

Analiza metabolizmu leków stanowi bardzo wa¿ny fragment
badañ poprzedzaj¹cych wprowadzenie leku na rynek farmaceu-
tyczny. W procesach biotransformacji zachodz¹cych w orga-
nizmie dochodzi do powstania wielu pochodnych metabolizo-
wanego zwi¹zku. Biotransformacja obejmuje g³ównie procesy
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detoksykacji, prowadz¹ce do powstania bardziej polarnych produktów, które s¹
³atwiej wydalane. Czasem biotransformacja prowadzi z jednej strony – do powsta-
nia struktur farmakologicznie aktywniejszych od zwi¹zku macierzystego, a z drugiej
– mo¿e prowadziæ do powstania zwi¹zków o wiêkszej toksycznoœci. Dlatego te¿
istnieje koniecznoœæ przeprowadzania intensywnych i dok³adnych badañ nad bio-
transformacj¹ substancji egzogennych wprowadzanych do organizmu cz³owieka,
np. leków.

Zwykle w badaniach nad metabolizmem wykorzystuje siê zwierzêta laboratoryj-
ne, wyizolowane organy (np. mikrosomy szczura) lub linie komórkowe. Badanie ta-
kie maj¹ jednak wiele ograniczeñ, takich jak stosunkowo wysoki koszt, zwi¹zane
z nimi kwestie etyczne, mo¿liwoœæ stosowania ograniczonych dawek leku. Tote¿
ostatnio poszukuje siê alternatywnych sposobów badañ nad biotransformacj¹ le-
ków, np. z wykorzystaniem ró¿nych mikroorganizmów, czy te¿ prowadz¹c symula-
cje biotransformacji za pomoc¹ programów komputerowych.

Oksydoredukcyjne w³aœciwoœci mikroorganizmów, takich jak bakterie, dro¿d¿e
czy grzyby s¹ ogólnie znane. Na podstawie przeprowadzonych d³ugich badañ nad
reakcjami katalizowanymi przez te mikroorganizmy mo¿na stwierdziæ, ¿e sposób
transformacji, zachodz¹cy w tych mikroorganizmach mo¿e „naœladowaæ” reakcje
pierwszej fazy, przebiegaj¹ce w komórkach ssaków. Jest wiele czynników przema-
wiaj¹cych za celowoœci¹ wykorzystania mikroorganizmów: ich hodowla jest ³atwa
i tania, dysponuj¹ bogatym garniturem enzymatycznym, ponadto daj¹ mo¿liwoœæ
pracy z wiêkszymi stê¿eniami badanej substancji.

Wykorzystanie do badañ komputera u³atwia i przyspiesza prowadzenie badañ.
Problem stanowi jednak dok³adnoœæ okreœlonego programu wynikaj¹ca z jakoœci
i rozleg³oœci bazy danych.

Przedmiotem naszych zainteresowañ jest biotransformacja prazikwantelu (PZQ).
Jest to lek stosowany z wyboru w leczeniu schistosomatozy, a obecnie czêsto stosuje
siê go w terapii malarii. Skutecznoœæ PZQ w leczeniu malarii jest istotna, poniewa¿
jest to jedna z najgroŸniejszych chorób endemicznych, a wiele dotychczas stosowa-
nych leków przeciwzimniczych nie wykazuje ju¿ skutecznoœci z powodu gwa³tow-
nie rozwijaj¹cej siê opornoœci (1).

W organizmie cz³owieka PZQ wch³ania siê szybko w 80-100%, po 1-3 h zostaje
osi¹gniête maksymalne stê¿enie w surowicy. Czas pó³trwania wynosi 1-1,5 h, a dla
metabolitów 2-4 h. W 80% jest wydalany z moczem, z tego 90% – w ci¹gu pierwszej
doby (2).

PZQ ulega szybkiemu metabolizmowi w organizmie cz³owieka, g³ównie w w¹tro-
bie pod wp³ywem izoenzymów cytochromu P-450 2B1 i 3A; charakteryzuje go bar-
dzo silny efekt pierwszego przejœcia. Po 3-6,5 h od podania nie stwierdza siê jego
obecnoœci w surowicy krwi. G³ównymi metabolitami I fazy – których struktura zo-
sta³a potwierdzona i opisana – s¹ trans- i cis-4-hydroksyprazikwantel (4-OH-PZQ)
(3). Pochodne te w reakcjach II fazy ³¹cz¹ siê z kwasem glukuronowym lub siarko-
wym i w tej postaci zostaj¹ wydalone.
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W wyniku badañ nad biotransformacj¹ PZQ zachodz¹c¹ w komórkach ssaczych
uda³o siê stwierdziæ powstawanie mono- i dihydroksypochodnych w obrêbie pierœ-
cieni B, C i D, których struktura w wiêkszoœci przypadków pozostaje jednak niepo-
twierdzona, z wyj¹tkiem 4-OH-PZQ. W celu dok³adniejszych badañ nad powsta-
j¹cymi metabolitami stworzono model zwierzêcy, w którym wykorzystuje siê hepa-
tocyty szczura indukowane fenobarbitalem, stanowi¹ce doskona³e Ÿród³o cytochro-
mu P-450. Stwierdzono, ¿e w przypadku u¿ycia jako substratu racemicznej formy
PZQ otrzymano trans- i cis-hydroksyprazikwantelu w stosunku 1:4.

Dotychczas za pomoc¹ biotransformacji PZQ przez mikroorganizmy uda³o siê
otrzymaæ jego metabolity, wykorzystuj¹c grzyby Cunninghamelle echinulata i Beauveria

bassiana (4). By³y to pochodne hydroksylowe w pozycji C7, oraz w pierœcieniu D (nie
uda³o siê dok³adnie okreœliæ miejsca wprowadzenia grupy hydroksylowej) (rys. 1).

Stosuj¹c program komputerowy Metabol Expert badano mo¿liwoœæ otrzymania
metabolitów PZQ in silico w komórkach zwierzêcych i roœlinnych, a tak¿e wskutek
fotodegradacji. Jednoczeœnie rozpoczêto pracê nad stworzeniem nowego modelu
biotransformacji PZQ w warunkach in vitro, wykorzystuj¹c do tego celu komórki
Saccharomyces cerevisiae.
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Rys. 1. Prazikwantel (PZQ).



2. Materia³y i metody badañ

2.1. Badania in silico

Za pomoc¹ programu komputerowego Metabol Expert (5) przeprowadzono sy-
mulacjê metabolizmu PZQ zachodz¹cego w komórkach zwierzêcych, roœlinnych oraz
pod wp³ywem œwiat³a.

Zbli¿on¹ drogê metabolizmu substratu program Metabol Expert przewiduje po-
przez przeszukiwanie i dopasowywanie substratu do najpowszechniejszych szla-
ków metabolicznych, zawartych w bazie danych umieszczonej w programie. Pro-
gram ten zawiera trzy bazy danych dla metabolizmu: u zwierz¹t, roœlin i poprzez fo-
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Rys. 2. Biotransformacja PZQ w komórkach zwierzêcych.



todegradacjê. Baza danych dla metabolizmu u zwierz¹t zawiera szlaki charaktery-
styczne dla metabolizmu leków u ludzi. Oparta jest g³ównie na zasadach transfor-
macji leków opisanych w ksi¹¿ce Drug Metabolism przez Testê i Jennera, które w wiêk-
szoœci bazuj¹ na fizjologii ssaków z pewnymi modyfikacjami w celu zwiêkszenia
prawdopodobieñstwa uzyskanych metabolitów. W podobny sposób zosta³y stwo-
rzone bazy danych dla metabolizmu u roœlin i w wyniku fotodegradacji. Wszystkie
trzy bazy danych w trakcie testowania programu i jego rozwoju by³y modyfikowane
dla osi¹gniêcia bardziej prawdopodobnych metabolitów substratu.

Na rysunkach 2 i 3 przedstawiono otrzymane metabolity I fazy biotransformacji.
Program wygenerowa³ 7 metabolitów powstaj¹cych w wyniku biotransformacji w ko-
mórkach zwierzêcych (zwi¹zki 1-7 ). W wyniku biotransformacji w komórkach roœ-
linnych uzyskano dwa metabolity (zwi¹zki 7-8). Wszystkie przedstawione zwi¹zki s¹
metabolitami I fazy biotransformacji. W kolejnych etapach mog¹ powstawaæ po-
chodne z kilkoma grupami hydroksylowymi. Otrzymane pochodne hydroksylowe
w organizmie zwierzêcym mog¹ dalej ulegaæ wi¹zaniu z kwasem siarkowym lub glu-
kuronowym daj¹c odpowiednie pochodne. Nie uzyskano ¿adnego produktu bêd¹-
cego efektem fotodegradacji, co mo¿e œwiadczyæ o stabilnoœci struktury PZQ.
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Rys. 3. Biotransformacja PZQ w komórkach roœlinnych.



2.2. Badania in vitro

Do badañ in vitro wykorzystano dro¿d¿e Saccharomyces cerevisiae prasowane fir-
my Lesaffre (szczep L’hirondelle), oraz dro¿d¿e firmy Sigma. Przeprowadzono dwie
serie doœwiadczeñ, wykorzystuj¹c oba typy mikroorganizmów oraz stosuj¹c induk-
cjê poprzez hodowlê na pod³o¿u zawieraj¹cym galaktozê i etanol. Hodowlê prowa-
dzono w kolbach o pojemnoœci 500 ml w temperaturze 37°C. W wyniku przeprowa-
dzonych reakcji uzyskano z bardzo ma³¹ wydajnoœci¹ 4 metabolity PZQ (M1, M2,

M3, M4). Za pomoc¹ chromatografii cienkowarstwowej na p³ytkach z odwrócon¹
faz¹ (arkusze aluminiowe RP-18F254s firmy Merck, gruboœæ warstwy 0,2 mm) o d³u-
goœci 20 cm w uk³adzie (malej¹cym) metanol-woda (95:5; 90:10; 80:20; 75:25; 65:35)
oznaczono wartoœæ RM0 (6). Technika odwróconej fazy (RP) jest metod¹ podzia³ow¹.
Rozdzia³ opiera siê na podziale substancji pomiêdzy fazê stacjonarn¹ (modyfikowa-
ny ¿el krzemionkowy) a fazê ruchom¹ (woda w po³¹czeniu z modyfikatorem orga-
nicznym, np. z metanolem). W tej technice parametrem opisuj¹cym jest wspó³czyn-
nik RM.

RM = log (1/Rf – 1)

Rf – wspó³czynnik retencji

Wartoœæ RM koreluje siê liniowo z zawartoœci¹ modyfikatora organicznego w fa-
zie ruchomej i ekstrapoluje do wartoœci zerowej tego modyfikatora. W ten sposób
uzyskuje siê znormalizowany chromatograficzny wspó³czynnik hydrofobowoœci (RM0)

RM = RM0 + bC

b – sta³a (zale¿y od uk³adu)
C – stê¿enie modyfikatora organicznego w fazie ruchomej.

Parametr RM0 pozwala oszacowaæ doœwiadczalnie lipofilnoœæ cz¹steczek. Jego
wartoœæ jest wprost proporcjonalnie zale¿na od logarytmu wspó³czynnika podzia³u
n-oktanol/woda (logP) (7). W tabeli przedstawiono doœwiadczalnie wyznaczone war-
toœci RM0 dla metabolitów PZQ otrzymanych w metodzie in vitro.

T a b e l a

Wartoœæ parametru RM0 dla PZQ i jego metabolitów w badaniach in vitro

Nr
RM = RM0 + b

RM0 r2 R

1 2 3 4

M1 3,159 0,9919 0,9959

M2 5,057 0,9981 0,9990

M3 3,705 0,9939 0,9969
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1 2 3 4

M4 0,120 0,9995 0,9997

PZQ 2,662 0,9925 0,9962

4-OH-PZQ 1,110 0,9821 0,991

RM, RM0 – parametry hydrofobowoœci, r2 – kwadrat wspó³czynnika korekacji, R – wspó³czynnik korelacji, M1-M4 –
metabolity PZQ, PZQ – prazikwantel, 4-OH-PZQ – 4-hydroksyprazikwantel

3. Omówienie wyników

W organizmie cz³owieka PZQ jest metabolizowany w w¹trobie. Dotychczas uda-
³o siê oznaczyæ i zidentyfikowaæ jeden jego metabolit I fazy- 4-OH-PZQ (w dwóch
formach izomerycznych cis- i trans-).

W wyniku badañ metabolizmu PZQ in silico wykorzystuj¹cych program Metabol
Expert poza znanym 4-OH-PZQ, program zaproponowa³ utworzenie wielu ró¿nych
pochodnych hydroksylowych – np. zwi¹zki 1-7 (grupy OH mog¹ zostaæ wprowadzo-
ne zarówno do pierœcienia D i C); oprócz nich mog¹ siê tworzyæ pochodne o charak-
terze N-tlenków, a tak¿e produkty rozpadu cz¹steczki macierzystej (zwi¹zki 7 i 8).

Znamienny jest fakt wystêpowania tylko jednego wspólnego metabolitu dla ko-
mórek roœlinnych i zwierzêcych – zwi¹zek 7.

W badaniach in vitro z zastosowaniem dro¿d¿y Saccharomyces cerevisiae otrzyma-
no 4 metabolity. Ma³a wydajnoœæ przeprowadzonego procesu wynika³a z ró¿norod-
noœci powstaj¹cych produktów. Oznaczone doœwiadczalnie wartoœci RM0 w przy-
padku trzech metabolitów by³y wy¿sze ni¿ dla PZQ, a tylko w jednym przypadku
znacznie ni¿sza. Wynik œwiadczy³ o tym, ¿e powsta³e metabolity w wiêkszoœci s¹
bardziej lipofilowe (M1-M3). Jedynie metabolit M4 jest bardziej hydrofilowy od PZQ.
Zwi¹zek ten, jak siê wydaje, jest jedynym, podobnym do metabolitów otrzymanych
in silico, oraz opisanych w literaturze (3).

4. Wnioski

Badanie metabolizmu leków jest istotnym etapem badañ farmakologicznych.
W wyniku procesów zachodz¹cych w organizmie mo¿e powstaæ wiele ró¿norodnych
pochodnych zwi¹zku. Powsta³e metabolity mog¹ wykazywaæ dzia³anie podobne do
macierzystego leku lub nawet korzystniejsze; mog¹ te¿ one wykazywaæ dzia³anie
toksyczne. Metabolity wykazuj¹ce dzia³anie podobne do leku wyjœciowego mog¹
znaleŸæ póŸniej zastosowanie w lecznictwie, z uwagi na mniejsz¹ ingerencjê w pro-
cesy zachodz¹ce w organizmie (krótsza droga metabolizmu, szybsze wydalenie).

Procesem bardzo niekorzystnym jest metabolizowanie leku do zwi¹zku toksycz-
nego. Proces ten nale¿y wyeliminowaæ w trakcie poznawania metabolitów leku, np.
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poprzez zablokowanie miejsc w cz¹steczce, w których mo¿e dojœæ do przemian pro-
wadz¹cych do powstania zwi¹zku toksycznego.

Mo¿liwoœæ stworzenia modelu metabolizmu leków in silico jest bardzo istotna.
Model taki pozwoli przewidywaæ mo¿liwe modyfikacje cz¹steczki w jej miejscach
aktywnych, bez koniecznoœci prowadzenia eksperymentów na ludziach i zwierzê-
tach. Metoda ta jest szybka, ³atwa i tania. Jedynym jej ograniczeniem jest jakoœæ
i dok³adnoœæ programów komputerowych, a dok³adnie baz danych zawieraj¹cych
szlaki metaboliczne, do których dopasowywany jest substrat poddawany metaboli-
zmowi.

W przypadku PZQ program Metabol Expert jest, jak siê wydaje, wystarczaj¹co
dok³adny do przybli¿onego szacowania mo¿liwych metabolitów. Pozwoli³ on na wy-
generowanie pochodnych, które powstaj¹ w organizmie ludzkim. Dodatkowo okreœ-
li³ miejsca mo¿liwych przemian, które s¹ prawdopodobne, aczkolwiek dotychczas
nie zidentyfikowano ich doœwiadczalnie. Program komputerowy pozwala na okreœ-
lenie mo¿liwych metabolitów, co umo¿liwia zawê¿enie kierunków poszukiwañ tych
pochodnych.

Inn¹ metod¹ stosowan¹ do uzyskania metabolitów niektórych leków jest wy-
korzystanie mikroorganizmów. W badaniach in vitro u¿ywa siê prostych mikroor-
ganizmów, jak np. dro¿d¿e Saccharomyces cerevisiae, lub niektórych grzybów, np.
Cuninghamelle echinulata. Zawieraj¹ one bardzo bogaty garnitur enzymatyczny
dziêki czemu umo¿liwiaj¹ przeprowadzenie wielu ró¿norodnych procesów. Pro-
blemem jest jedynie ich wydajnoœæ.

Wnikliwe badania nad mo¿liwoœciami biokatalitycznymi mikroorganizmów, obej-
muj¹ce ich modyfikacje genetyczne, w czasie których mo¿na by wprowadzaæ geny
enzymów odpowiedzialnych za metabolizm, daj¹ szansê na odwzorowanie metabo-
lizmu zachodz¹cego w organizmie cz³owieka w prostych mikroorganizmach.

Autorki sk³adaj¹ podziêkowania prof. G. Blaschke z Katedry Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu
w Münster za przekazanie próbki leku prazikwantel, u¿ytej w opisanych badaniach.
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