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Summary

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 lekéw stanowi bardzo wazny fragment
badan poprzedzajacych wprowadzenie leku na rynek farmaceu-
tyczny. W procesach biotransformacji zachodzgcych w orga-
nizmie dochodzi do powstania wielu pochodnych metabolizo-
wanego zwigzku. Biotransformacja obejmuje giéwnie procesy
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detoksykacji, prowadzace do powstania bardziej polarnych produktéw, ktore sa
tatwiej wydalane. Czasem biotransformacja prowadzi z jednej strony — do powsta-
nia struktur farmakologicznie aktywniejszych od zwigzku macierzystego, a z drugiej
— moze prowadzi¢ do powstania zwigzkow o wiekszej toksycznosci. Dlatego tez
istnieje konieczno$¢ przeprowadzania intensywnych i doktadnych badan nad bio-
transformacjg substancji egzogennych wprowadzanych do organizmu cztowieka,
np. lekéw.

Zwykle w badaniach nad metabolizmem wykorzystuje sie zwierzeta laboratoryj-
ne, wyizolowane organy (np. mikrosomy szczura) lub linie komoérkowe. Badanie ta-
kie majg jednak wiele ograniczen, takich jak stosunkowo wysoki koszt, zwigzane
z nimi kwestie etyczne, mozliwo$¢ stosowania ograniczonych dawek leku. Totez
ostatnio poszukuje sie alternatywnych sposobow badan nad biotransformacjg le-
kéw, np. z wykorzystaniem réznych mikroorganizmoéw, czy tez prowadzac symula-
cje biotransformacji za pomoca programéw komputerowych.

Oksydoredukcyjne wtasciwosci mikroorganizmoéw, takich jak bakterie, drozdze
czy grzyby sg ogélnie znane. Na podstawie przeprowadzonych diugich badan nad
reakcjami katalizowanymi przez te mikroorganizmy mozna stwierdzi¢, ze sposéb
transformacji, zachodzacy w tych mikroorganizmach moze ,nasladowac” reakcje
pierwszej fazy, przebiegajace w komorkach ssakéw. Jest wiele czynnikéw przema-
wiajacych za celowoscia wykorzystania mikroorganizmoéw: ich hodowla jest tatwa
i tania, dysponuja bogatym garniturem enzymatycznym, ponadto dajag mozliwos¢
pracy z wiekszymi stezeniami badanej substancji.

Wykorzystanie do badan komputera ufatwia i przyspiesza prowadzenie badan.
Problem stanowi jednak doktadno$¢ okreslonego programu wynikajaca z jakosci
i rozlegtosci bazy danych.

Przedmiotem naszych zainteresowan jest biotransformacja prazikwantelu (PZQ).
Jest to lek stosowany z wyboru w leczeniu schistosomatozy, a obecnie czesto stosuje
sie go w terapii malarii. Skuteczno$¢ PZQ w leczeniu malarii jest istotna, poniewaz
jest to jedna z najgrozniejszych chor6b endemicznych, a wiele dotychczas stosowa-
nych lekow przeciwzimniczych nie wykazuje juz skutecznosci z powodu gwattow-
nie rozwijajacej sie opornosci (1).

W organizmie cztowieka PZQ wchtania sie szybko w 80-100%, po 1-3 h zostaje
osiggniete maksymalne stezenie w surowicy. Czas pottrwania wynosi 1-1,5 h, a dla
metabolitow 2-4 h. W 80% jest wydalany z moczem, z tego 90% — w ciggu pierwszej
doby (2).

PZQ ulega szybkiemu metabolizmowi w organizmie cztowieka, gtéwnie w watro-
bie pod wptywem izoenzymoéw cytochromu P-450 2B1 i 3A; charakteryzuje go bar-
dzo silny efekt pierwszego przej$cia. Po 3-6,5 h od podania nie stwierdza sie jego
obecnosci w surowicy krwi. Gtownymi metabolitami | fazy — ktérych struktura zo-
stata potwierdzona i opisana — sg trans- i cis-4-hydroksyprazikwantel (4-OH-PZQ)
(3). Pochodne te w reakcjach Il fazy 1gcza sie z kwasem glukuronowym lub siarko-
wym i w tej postaci zostajag wydalone.
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W wyniku badan nad biotransformacja PZQ zachodzacag w komoérkach ssaczych
udalo sie stwierdzi¢ powstawanie mono- i dihydroksypochodnych w obrebie piers-
cieni B, C i D, ktérych struktura w wiekszoSci przypadkow pozostaje jednak niepo-
twierdzona, z wyjatkiem 4-OH-PZQ. W celu doktadniejszych badan nad powsta-
jacymi metabolitami stworzono model zwierzecy, w ktorym wykorzystuje sie hepa-
tocyty szczura indukowane fenobarbitalem, stanowigce doskonate zrédto cytochro-
mu P-450. Stwierdzono, ze w przypadku uzycia jako substratu racemicznej formy
PZQ otrzymano trans- i cis-hydroksyprazikwantelu w stosunku 1:4.

Dotychczas za pomocg biotransformacji PZQ przez mikroorganizmy udato sie
otrzymac jego metabolity, wykorzystujac grzyby Cunninghamelle echinulata i Beauveria
bassiana (4). Byly to pochodne hydroksylowe w pozycji C7, oraz w pierscieniu D (nie
udato sie doktadnie okresli¢ miejsca wprowadzenia grupy hydroksylowej) (rys. 1).

Stosujac program komputerowy Metabol Expert badano mozliwo$¢ otrzymania
metabolitow PZQ in silico w komérkach zwierzecych i roslinnych, a takze wskutek
fotodegradacji. Jednoczes$nie rozpoczeto prace nad stworzeniem nowego modelu
biotransformacji PZQ w warunkach in vitro, wykorzystujac do tego celu komoérki
Saccharomyces cerevisiae.
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Rys. 1. Prazikwantel (PZQ).
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2. Materialy i metody badan

2.1. Badania in silico

Za pomocg programu komputerowego Metabol Expert (5) przeprowadzono sy-
mulacje metabolizmu PZQ zachodzacego w komoérkach zwierzecych, roslinnych oraz
pod wpltywem S$wiatta.

Zblizong droge metabolizmu substratu program Metabol Expert przewiduje po-
przez przeszukiwanie i dopasowywanie substratu do najpowszechniejszych szla-
kéw metabolicznych, zawartych w bazie danych umieszczonej w programie. Pro-
gram ten zawiera trzy bazy danych dla metabolizmu: u zwierzat, roslin i poprzez fo-
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Rys. 2. Biotransformacja PZQ w komoérkach zwierzecych.

Zwigzek 1
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todegradacje. Baza danych dla metabolizmu u zwierzat zawiera szlaki charaktery-
styczne dla metabolizmu lekéw u ludzi. Oparta jest gtéwnie na zasadach transfor-
magji lekéw opisanych w ksiazce Drug Metabolism przez Teste i Jennera, ktére w wiek-
szo$ci bazujg na fizjologii ssakow z pewnymi modyfikacjami w celu zwiekszenia
prawdopodobienstwa uzyskanych metabolitow. W podobny sposéb zostaty stwo-
rzone bazy danych dla metabolizmu u ro$lin i w wyniku fotodegradacji. Wszystkie
trzy bazy danych w trakcie testowania programu i jego rozwoju byly modyfikowane
dla osiggniecia bardziej prawdopodobnych metabolitéw substratu.

Na rysunkach 2 i 3 przedstawiono otrzymane metabolity | fazy biotransformacji.
Program wygenerowatl 7 metabolitéw powstajagcych w wyniku biotransformacji w ko-
moérkach zwierzecych (zwiazki 1-7 ). W wyniku biotransformacji w komorkach ros-
linnych uzyskano dwa metabolity (zwiazki 7-8). Wszystkie przedstawione zwigzki s
metabolitami [ fazy biotransformacji. W kolejnych etapach mogg powstawac po-
chodne z kilkoma grupami hydroksylowymi. Otrzymane pochodne hydroksylowe
w organizmie zwierzecym moga dalej ulega¢ wigzaniu z kwasem siarkowym lub glu-
kuronowym dajgc odpowiednie pochodne. Nie uzyskano zadnego produktu beda-
cego efektem fotodegradacji, co moze $wiadczy¢ o stabilnos$ci struktury PZQ.
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Rys. 3. Biotransformacja PZQ w komérkach roslinnych.
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2.2. Badania in vitro

Do badan in vitro wykorzystano drozdze Saccharomyces cerevisiae prasowane fir-
my Lesaffre (szczep L’hirondelle), oraz drozdze firmy Sigma. Przeprowadzono dwie
serie doswiadczen, wykorzystujgc oba typy mikroorganizméw oraz stosujgc induk-
cje poprzez hodowle na podtozu zawierajacym galaktoze i etanol. Hodowle prowa-
dzono w kolbach o pojemnosci 500 ml w temperaturze 37°C. W wyniku przeprowa-
dzonych reakgcji uzyskano z bardzo matg wydajnoscia 4 metabolity PZQ (M1, M2,
M3, M4). Za pomocg chromatografii cienkowarstwowej na ptytkach z odwrécona
faza (arkusze aluminiowe RP-18p;54s firmy Merck, grubos¢ warstwy 0,2 mm) o dfu-
gosSci 20 cm w uktadzie (malejacym) metanol-woda (95:5; 90:10; 80:20; 75:25; 65:35)
oznaczono wartos$¢ Ryyg (6). Technika odwroconej fazy (RP) jest metodg podzialowa.
Rozdziatl opiera sie na podziale substancji pomiedzy faze stacjonarng (modyfikowa-
ny zel krzemionkowy) a faze ruchomg (woda w potaczeniu z modyfikatorem orga-
nicznym, np. z metanolem). W tej technice parametrem opisujacym jest wspotczyn-
nik Ry.

Ry = log (1/Rg= 1)

Rf — wspétczynnik retencji

Wartos$¢ Ry, koreluje sie liniowo z zawartos$cig modyfikatora organicznego w fa-
zie ruchomej i ekstrapoluje do wartosci zerowej tego modyfikatora. W ten sposob
uzyskuje sie znormalizowany chromatograficzny wspéiczynnik hydrofobowosci (Ry)

RM = RMO + bC

b — stata (zalezy od ukiadu)
C - stezenie modyfikatora organicznego w fazie ruchome;j.

Parametr Ryg pozwala oszacowa¢ doswiadczalnie lipofilno$¢ czasteczek. Jego
warto$c¢ jest wprost proporcjonalnie zalezna od logarytmu wspétczynnika podziatu
n-oktanol/woda (logP) (7). W tabeli przedstawiono doswiadczalnie wyznaczone war-
tosci Ryjp dla metabolitow PZQ otrzymanych w metodzie in vitro.

Tabela
Warto§¢ parametru RMO dla PZQ i jego metabolitéw w badaniach in vitro
Ry = Ry + b
Nr
Ruo 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
4-0H-PZQ 1,110 0,9821 0,991

Ry, Ryo — parametry hydrofobowosci, r2 — kwadrat wspéfczynnika korekacji, R — wspétczynnik korelacji, M1-M4 —
metabolity PZQ, PZQ — prazikwantel, 4-OH-PZQ — 4-hydroksyprazikwantel

3. Oméwienie wynikow

W organizmie cztowieka PZQ jest metabolizowany w watrobie. Dotychczas uda-
o sie oznaczy¢ i zidentyfikowac jeden jego metabolit | fazy- 4-OH-PZQ (w dwéch
formach izomerycznych cis- i trans-).

W wyniku badan metabolizmu PZQ in silico wykorzystujacych program Metabol
Expert poza znanym 4-OH-PZQ, program zaproponowal utworzenie wielu ré6znych
pochodnych hydroksylowych — np. zwigzki 1-7 (grupy OH moga zosta¢ wprowadzo-
ne zaréwno do pierscienia D i C); oprécz nich moga sie tworzy¢ pochodne o charak-
terze N-tlenkéw, a takze produkty rozpadu czasteczki macierzystej (zwigzki 7 i 8).

Znamienny jest fakt wystepowania tylko jednego wspélnego metabolitu dla ko-
morek roslinnych i zwierzecych — zwigzek 7.

W badaniach in vitro z zastosowaniem drozdzy Saccharomyces cerevisiae otrzyma-
no 4 metabolity. Mala wydajnos¢ przeprowadzonego procesu wynikata z ré6znorod-
nosci powstajacych produktéow. Oznaczone doswiadczalnie wartosci Ryg w przy-
padku trzech metabolitow byly wyzsze niz dla PZQ, a tylko w jednym przypadku
znacznie nizsza. Wynik $wiadczyt o tym, ze powstate metabolity w wiekszos$ci sa
bardziej lipofilowe (M1-M3). Jedynie metabolit M4 jest bardziej hydrofilowy od PZQ.
Zwigzek ten, jak sie wydaje, jest jedynym, podobnym do metabolitéw otrzymanych
in silico, oraz opisanych w literaturze (3).

4, Wnioski

Badanie metabolizmu lekéw jest istotnym etapem badan farmakologicznych.
W wyniku proceséw zachodzacych w organizmie moze powstac wiele ré6znorodnych
pochodnych zwigzku. Powstate metabolity moga wykazywac dziatanie podobne do
macierzystego leku lub nawet korzystniejsze; moga tez one wykazywac dziatanie
toksyczne. Metabolity wykazujgce dzialanie podobne do leku wyj$ciowego moga
znalez¢ pdzniej zastosowanie w lecznictwie, z uwagi na mniejsza ingerencje w pro-
cesy zachodzace w organizmie (krétsza droga metabolizmu, szybsze wydalenie).

Procesem bardzo niekorzystnym jest metabolizowanie leku do zwigzku toksycz-
nego. Proces ten nalezy wyeliminowac w trakcie poznawania metabolitow leku, np.
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poprzez zablokowanie miejsc w czasteczce, w ktoérych moze dojs$¢ do przemian pro-
wadzacych do powstania zwigzku toksycznego.

Mozliwo$¢ stworzenia modelu metabolizmu lekéw in silico jest bardzo istotna.
Model taki pozwoli przewidywa¢ mozliwe modyfikacje czasteczki w jej miejscach
aktywnych, bez konieczno$ci prowadzenia eksperymentéw na ludziach i zwierze-
tach. Metoda ta jest szybka, fatwa i tania. Jedynym jej ograniczeniem jest jako$¢
i doktadnos¢ programoéw komputerowych, a doktadnie baz danych zawierajacych
szlaki metaboliczne, do ktorych dopasowywany jest substrat poddawany metaboli-
ZMOoWwi.

W przypadku PZQ program Metabol Expert jest, jak sie wydaje, wystarczajaco
doktadny do przyblizonego szacowania mozliwych metabolitow. Pozwolit on na wy-
generowanie pochodnych, ktére powstajg w organizmie ludzkim. Dodatkowo okres-
lit miejsca mozliwych przemian, ktére sag prawdopodobne, aczkolwiek dotychczas
nie zidentyfikowano ich doswiadczalnie. Program komputerowy pozwala na okres-
lenie mozliwych metabolitow, co umozliwia zawezenie kierunkéw poszukiwan tych
pochodnych.

Inna metodg stosowana do uzyskania metabolitéw niektérych lekéw jest wy-
korzystanie mikroorganizméw. W badaniach in vitro uzywa sie prostych mikroor-
ganizmow, jak np. drozdze Saccharomyces cerevisiae, lub niektérych grzybéw, np.
Cuninghamelle echinulata. Zawieraja one bardzo bogaty garnitur enzymatyczny
dzieki czemu umozliwiajg przeprowadzenie wielu r6znorodnych proceséw. Pro-
blemem jest jedynie ich wydajnos¢.

Whikliwe badania nad mozliwo$ciami biokatalitycznymi mikroorganizméw, obej-
mujgce ich modyfikacje genetyczne, w czasie ktérych mozna by wprowadzac¢ geny
enzymow odpowiedzialnych za metabolizm, dajg szanse na odwzorowanie metabo-
lizmu zachodzacego w organizmie cztowieka w prostych mikroorganizmach.

Autorki skiadaja podziekowania prof. G. Blaschke z Katedry Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu
w Miinster za przekazanie probki leku prazikwantel, uzytej w opisanych badaniach.
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