naproksen, biotransformacja, oksygenazy, kometabolizm, Pseudomonas stutzeri

Dorota DOMARADZKA, Urszula GUZIK, Danuta WOJCIESZYNSKA*

BIOTRANSFORMACJA NAPROKSENU PRZEZ SZCZEP
PSEUDOMONAS STUTZERI

Szczep Pseudomonas stutzeri wykazywat zdolno$¢ do biotransformacji 6 mg/l naproksenu w ciggu
35 dni. W hodowli gdzie jedynym Zrodlem wegla i energii byt badany lek obserwowano ok. 32% uby-
tek zwigzku, natomiast w hodowlach kometabolicznych z fenolem i glukoza wynosit on odpowiednio
37% i 59%. Ponadto oznaczono enzymy biorace udziat w biotransformacji zwigzkow aromatycznych.
Stwierdzono aktywnos$¢ 3 enzymow z posrdd 8 badanych, ktore braty udziat w transformacji naprok-
senu w hodowlach kometabolicznych zaréwno z fenolem, jak i z glukoza: monooksygenazy fenolo-
wej, 1,2-dioksygenazy hydroksyhydrochinonowej i 1,2-dioksygenazy gentyzynowej. Na tej podstawie
zaproponowano transformacje leku poprzez etapy hydroksylacji i rozszczepienia pier§cienia aroma-
tycznego.

1. WSTEP

Naproksen (kwas 2-(6-metoksynaftaleno-2-ilo)propionowy) jest zwigzkiem dwupier-
$cieniowym, pochodng kwasu arylopropionowego i nalezy do zréznicowanej pod wzgle-
dem chemicznym grupy niesterydowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) dostepnych bez
recepty. Ze wzgledu na tatwa dostepnos¢ jak i duze zapotrzebowanie na leki 0 dziataniu
przeciwbolowym, przeciwgoraczkowym i przeciwzapalnym, w ostatnich latach obserwuje
sie wzrost ich produkcji i sprzedazy. Skutkiem tego jest zanieczyszczenie wod powierzch-
niowych, podziemnych oraz wody przeznaczonej do picia. Mozna wyrézni¢ wiele drog
przedostawania si¢ tych zwigzkéw do $rodowiska wodnego, a glownym zrodtem tych far-
maceutykow sg Scieki [1, 25, 31]. NLPZ wystepujace w srodowisku mogg akumulowaé
si¢ w tkankach organizmow, prowadzac do zaburzenia pracy ich organdéw, dlatego najbar-
dziej niebezpieczna jest dlugotrwata ekspozycja na dziatanie tych farmaceutykow nawet
w matych dawkach [28]. Naproksen bedac stosunkowo trwatym zwigzkiem chemicznym
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nie jest catkowicie eliminowany podczas procesow oczyszczania sciekow w oczyszczalni.
Metody fizyko-chemiczne skutecznie eliminuja naproksen, jednak prowadza
do akumulacji potproduktow — szczegdlnie hydroksylowanych pochodnych, ktore sa bar-
dziej toksyczne od zwigzku wyjsciowego [3, 12, 21]. Alternatywa jest wigc jego biolo-
giczna degradacja. Dotychczas poznano jedynie organizmy, ktore skutecznie transformuja
naproksen. Naleza one przede wszystkim do grzybow biatej zgnilizny [17, 23]. Ze wzgledu
na coraz wieksze stezenie naproksenu w srodowisku (w wodach powierzchniowych Polski
jego stezenie waha sie od 0,08 do 0,75 pg/l [13]) i brak skutecznych metod jego eliminacji
podjeto badania nad biotransformacja naproksenu przez szczep Pseudomonas stutzeri.

2. METODYKA BADAN

2.1. PROWADZENIE HODOWLI BAKTERYJNYCH

W badaniach nad biotransformacja naproksenu zastosowano Gram-ujemna pateczke
Pseudomonas stutzeri, pozyskang z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
we Wroctawiu, ze wzglgdu na zdolno$¢ tego szczepu do degradacji naftalenu, ktorego
pochodnag jest naproksen [19]. Bakterie namnazano jak i adaptowano do wzrastajacych
stezen naproksenu w pozywce bulionowej (BIOMED, Warszawa), a nastepnie przenoszo-
no do kolb o objetosci 1000 ml zawierajacych 500 ml pozywki mineralnej o sktadzie:
Na,HPO,x12H,0 - 3,78 g/l; KH,PO, — 0,5 g/l; NH,CI — 5,0 g/l; MgSO,x7H,0 — 0,2 d/l;
ekstrakt drozdzowy — 0,01 g/l i pH 7,1-7,3. Jako zrodto wegla i energii, w hodowlach mo-
nosubstratowych, stosowano naproksen (SIGMA-ALDRICH;USA) w stezeniu 6 mg/l,
natomiast w hodowlach kometabolicznych 282 mg/l fenolu lub 1 mg/l glukozy. Naproksen
do hodowli dodawano jednorazowo w ilosci 6 mg/l, natomiast odpowiednig dawke gluko-
zy lub fenolu wprowadzano co 7 dni. Rownocze$nie zatozono hodowle abiotyczna,
w ktorej badany szczep poddano sterylizacji. Do tak przygotowanej hodowli, wprowadza-
no naproksen w stezeniu 6 mg/l. Hodowle prowadzono przez 35 dni w 30°C w warunkach
wytrzasania — 130 rpm. Co siedem dni oznaczano ggstos¢ hodowli, przez pomiar absor-
bancji $wiatta przy dhugosci fali A=600 nm (ODgy), stezenie substratow wzrostowych
(glukozy lub fenolu), oraz stezenie naproksenu. Jesli wartos¢ ODggo byta wigksza lub row-
na 0,8 to do hodowli nie dodawano substratu wzrostowego. Ponadto w 35 dniu prowadze-
nia hodowli 0znaczano enzymy zaangazowane w biotransformacje naproksenu.

2.2. OZNACZENIE STEZENIA SUBSTRATOW IZOLACJA I OZNACZENIE AKTYWNOSCI
ENZYMOW

Stezenie naproksenu w hodowli oznaczano metodg HPLC w odwroconym uktadzie faz.
W tym celu pobierano 1,5 ml hodowli bakteryjnej i odwirowywano. Przygotowana
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probke analizowano z uzyciem chromatografu cieczowego firmy Merck, wyposa-
zonego w kolumng kapilarng LiChrospher® RP-18 (250x4mm) i przedkolumng
LiChroCART® 250-4 Nucleosil 5 C 18 oraz detektor UV/VIS typu DAD. Obj¢-
to$¢ nastrzyku na kolumne wynosita 10 pl. Faza ruchoma zawierata kwas octowy
oraz 50% v/v acetonitryl. Detekcje zwigzku obserwowano przy dlugosci fali
A=260 nm i czasie retencji 2,30 min. Stezenie fenolu oznaczano metoda z p-nitroaniling
[15], natomiast stezenie glukozy metoda Miller’a [18].

2.3. OZTYNACZENIE AKTYWNOSCI ENZYMOW

Izolacj¢ enzyméw zaangazowanych w biotransformacje naproksenu przeprowadzono
metoda Hegeman’a [10]. Stezenie biatka w surowe;j frakcji enzymatycznej oznaczano me-
todg Bradford [4]. Aktywnos$ci enzymow 0znaczano odpowiednio: monooksygenazg feno-
lowg — metoda Lechner’a [14], dioksygenaz¢ naftalenowg — metoda Cidaria [5],
1,2-dioksygenaze hydroksyhydrochinonowa — metoda Wei [27], 1,2-dioksygenaze Kate-
cholowg i 2,3-dioksygenaze katecholowa — metoda Hegeman’a [10], 1,2-dioksygenaze
gentyzynows — metodg Feng [7], 4,5-dioksygenaze protokatechowg — metoda Stanier
i Ingraham [26] oraz 3,4-dioksygenaze kwasu protokatechowego — metoda Hou [11].

3. WYNIKI I DYSKUSJA

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze szczep Pseudomonas stutzeri trans-
formowat 32,59% naproksenu (hodowla monosubstratowa), w ciaggu 35 dni (rys. 1A.).
Ze wzgledu na obserwowang w srodowisku naturalnym fotodegradacje leku [29] rowno-
cze$nie prowadzono kultury abiotyczne. Nie obserwowano w nich spadku stezenia naprok-
senu, co wskazywato, ze jego ubytek w hodowlach z zywymi bakteriami zachodzit w cato-
éci na drodze biologicznego utleniania. W hodowli monosubstratowej réwnoczesnie
zaobserwowano spadek gestosci bakterii, co $wiadczyto o tym, ze naproksen nie byt wy-
starczajacym zrodtem wegla i energii w stezeniu 6 mg/1 dla szczepu Pseudomonas stutzeri.

Ze wzgledu na spadek biomasy zastosowano hodowle kometaboliczne z fenolem
lub glukoza jako substratami wzrostowymi. Kometabolitem w tych uktadach byt naprok-
sen. Zasadno$¢ stosowania takich uktadéw wynika z faktu, ze w warunkach naturalnych
ksenobiotyki wystgpuja w obecno$ci innych zwigzkow, zarowno toksycznych jak i nie
toksycznych, ktore moga stanowi¢ dodatkowe zrodto wegla. Substrat wzrostowy
przyczynia si¢ do przyrostu biomasy hodowli, co zwigksza zdolnosci biotransforma-
cyjne, a takze moze wptynaé na zmniejszenie toksycznego oddziatywania ksenobioty-
ku [6,24]. Ze wzgledu na obecnos¢ struktury aromatycznej zastosowano jako substrat
wzrostowy fenol. Obecnos¢ tego zwiazku w badanych uktadach mogla przyczyni¢ si¢
do indukcji enzymoéw zaangazowanych w rozktad struktury aromatycznej, co w kon-
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sekwencji prowadzito do wydajniejszej biotransformacji naproksenu. Drugim z zasto-
sowanych substratéw wzrostowych byla glukoza. Spodziewano si¢, ze w obecnosci
tego tatwo przyswajalnego zrodta wegla, bedzie dochodzi¢ do szybkiego wzrostu ba-
danego szczepu oraz do syntezy kofaktorow niezbg¢dnych do prawidtowego funkcjo-
nowania enzymoéw zaangazowanych w procesy transformacji. Ponadto zastosowanie
substratu o catkowicie odmiennej strukturze od kometabolitu uniemozliwia zachodze-
nie efektu inhibicji kompetycyjnej, do ktorego moze dochodzi¢ podczas konkurencji
0 miejsce aktywne enzymu pomig¢dzy substratem wzrostowym, a kometabolitem
0 podobnej budowie. Stymulacja biotransformacji niesterydowych lekow przeciwza-
palnych, w tym naproksenu, w obecnosci glukozy byla wczesniej obserwowana
w hodowlach kometabolicznych z udziatem Phanerochaete chrysosporium [23].

Pseudomonas stutzeri wykazywat wieksza zdolnos¢ do transformacji naproksenu
w uktadach kometabolicznych niz w monosubstratowych. W hodowli z fenolem na-
proksen byt eliminowany w 36,59% (rys. 1B.), natomiast w uktadzie z glukoza
w 58,75% (rys. 1C.). Mniejsza wydajno$¢ biotransformacji naproksenu w uktadzie
z fenolem, w porownaniu z uktadami prowadzonymi w obecno$ci glukozy, byta naj-
prawdopodobniej spowodowana konkurencja o miejsce aktywne enzymu. W wyniku
zastosowania uktadéw kometabolicznych zaobserwowano staty wzrost hodowli bakte-
ryjnych w badanych uktadach.

100
2 80 B
3 Z
& u g
7]
" g . 8
2 & € 0.4
o ’
2 4 - % 4 g
P vou g =
cehel '
20 - )04 20/ ¢ 0.2
0.2 .
M, naproksen; @, OD,,, 3 M, naproksen; @, OD,,,
0 0.0 0 0.0
1 5 9 13 17 21 25 29 33 1 5 9 13 17 21 25 29 33
CZAS, dni CZAS, dni

100

®
=)

» o
° =
0D,

NAPROKSEN, %

N
=)

0.2

b M, naproksen; @, OD,,, i
1 5 9 13 17 21 25 29 33
CZAS, dni

Rys. 1. Biotransformacja naproksenu przez Pseudomonas stutzeri (A — hodowla monosubstratowa,
B — hodowla kometaboliczna z fenolem, C — hodowla kometaboliczna z glukoza)
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W badaniach podjeto takze probe identyfikacji enzymoéw zaangazowanych
W biotransformacj¢ badanego leku. W tym celu przeprowadzono izolacj¢ i oznaczono
aktywno$¢ o$miu najczesciej indukowanych enzymow podczas biotransformacji
struktury aromatycznej, w hodowlach z fenolem oraz glukoza. Nie przeprowadzono
izolacji enzymoéw z hodowli monosubstratowej ze wzgledu na niska biomase bakterii.
W tabeli 1 przedstawiono aktywnos¢ wiasciwag czterech sposrod 8 badanych biokata-
lizatorow.

Tabela 1. Aktywno$¢ wlasciwa wybranych enzymow degradacyjnych indukowanych podczas biotrans-
formacji naproksenu w hodowlach kometabolicznych z fenolem lub glukoza

Badany enzym Aktywno$¢ wladciwa enzymu [U/mg]
fenol+naproksen. glukoza+naproksen
monooksygenaza fenolowa 22,02+2.4 25,32+4,9
1,2-dioksygenaza
hydroksyrilgdrochinonowa 470,7249.4 43,95£13,5
2,3-dioksygenaza katecholowa 426,75+58,6 0,0+0,0
1,2-dioksygenaza gentyzynowa 20,91+8,4 189,39+0,0

W hodowlach nie stwierdzono aktywnosci pozostatych czterech enzymow: dioksy-
genazy naftalenowej, zaangazowanej w dihydroksylacje zwigzkoéw aromatycznych,
1,2-dioksygenazy katecholowej, enzymu zaangazowanego w rozszczepienie intardio-
lowe hydroksylowanych zwigzkoéw aromatycznych, takich jak katechol, do kwasu
cis,cis-mukonowego, 3,4-dioksygenazy kwasu protokatechowego, rozszczepiajacej
strukture kwaséw aromatycznych pomigedzy 3 i 4 weglem pierScienia 0raz
4,5-dioksygenazy protokatechowej, enzymu katalizujgcego rozszczepienie kwasu
protokatechowego oraz jego pochodnych w pozycji 4,5 [2, 8, 16, 26]. Zazwyczaj
w biotransformacji ksenobiotykoéw pierwszym etapem jest hydroksylacja pierScienia
aromatycznego, ktory nastepnie ulega rozszczepieniu z udziatem odpowiednich diok-
sygenaz rozszczepiajacych [20]. Oznaczona aktywno$¢ enzymow sugeruje, ze za hy-
droksylacje pierscienia aromatycznego naproksenu w hodowli Pseudomonas stutzeri
odpowiada monooksygenaza fenolowa, ktorej aktywnos¢ wykazano zaréwno w ho-
dowli kometabolicznej z fenolem jak i z glukoza. W nastepnym etapie badany lek
ulega rozszczepieniu, o czym $wiadczy wysoka aktywnos$¢ enzymow rozszczepiajg-
cych: intradiolowej 1,2-dioksygenazy hydroksyhydrochinonowej oraz ekstradiolowej
1,2-dioksygenazy gentyzynowej. W hodowli z fenolem i naproksenem obserwowano
dodatkowo aktywno$¢ ekstradiolowej 2,3-dioksygenazy katecholowej, ktorej aktyw-
nosci nie stwierdzono w hodowli z glukoza i naproksenem, co sugeruje rozktad fenolu
droga ekstradiolowa do aldehydu 4-hydroksymukonowego.

W trakcie prowadzenia hodowli analizowano réwniez uzyskiwane chromatogramy.
W hodowli z glukoza zaobserwowano pojawienie si¢ dodatkowych pikow $wiadcza-
cych o pojawieniu si¢ intermediatow rozktadu naproksenu (tab.2).
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Tabela 2. Zmiany powierzchni pikow produktow posrednich rozktadu naproksenu pojawiajacych
si¢ W czasie prowadzenia hodowli kometabolicznych z glukoza (detekcja przy A=260 nm)

Cyas. dzieh Powierz?hnia pik.g dla metaboli.tu 1 Powierzghnia pikg dla metaboli_tu 2
i 0 czasie retencji RT = 3,28 min 0 czasie retencji RT = 2,05 min
7 23310 7110
14 - 4220
21 - 5180
28 - 3390
35 - 1580

Pierwszy identyfikowany produkt o czasie retencji RT = 3,28 min wykazano
w pierwszym tygodniu badan. Obecnosci tego zwiazku nie obserwowano w 14 dniu
hodowli, co swiadczy o biotransformacji tego intermediatu. Drugi metabolit o czasie
retencji RT = 2,05 min pojawit si¢ w pierwszym tygodniu, a w kolejnych nastgpowato
zmniejszenie jego stezenia w hodowli. Analiza uzyskanych widm i czaséw retencji
obserwowanych metabolitow wskazuje na ich podobng do naproksenu strukture
i whasciwosci fizykochemiczne (rys.2.), stad sugeruje sig, ze szczep P. stutzeri prze-
prowadza biotransformacj¢ naproksenu do intermediatow 0 nieznacznie zmienionej
budowie.

W hodowli z fenolem obserwowano zmniejszanie powierzchni piku naproksenu,
co wskazuje na jego biotransformacje. Podczas zastosowanych warunkow rozdziatu
nie obserwowano dodatkowych pikéw, co prawdopodobnie moze by¢ zwiazane z inng
struktura i wlasciwos$ciami fizykochemicznymi powstajacych intermediatow.

Z dostepnej literatury wiadomo, ze naproksen moze by¢ biotransformowany przez
grzyby biatej zgnilizny: Trametes versicolor i Phanerohaete chrysosporium. Grzyby
biatej zgnilizny syntetyzuja enzymy ligninolityczne (lakazy, peroksydazy) oraz we-
wnatrzkomérkowy cytochrom P-450, ktére prawdopodobnie odgrywaja role w bio-
transformacji naproksenu [17,23]. Podczas prowadzenia hodowli Trametes versicolor
z naproksenem Marco-Urrea i in. [17] obserwowali pojawienie si¢ dwoch metabolitow
leku: 6-O-desmetylonaproksenu oraz 1-(6-metoksynaftalen-2-ilo) etanonu. Pierwszy meta-
bolit powstawat w wyniku hydroksylacji z udziatem cytochromu P-450, natomiast drugi
pojawiat si¢ w uktadach z komercyjng lakazg. W trakcie dalszego prowadzenia hodowli
oba metabolity zanikaty. Na tej podstawie autorzy zasugerowali catkowity rozktad naprok-
senu pomimo, iz nie wykazano rozszczepienia pierscienia aromatycznego [17].
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Rodarte-Morales i in. [23] w trakcie kometabolicznej hodowli Phanerohaete chryso-
sporium, w obecnosci glukozy jako substratu wzrostowego, obserwowali pojawienie
si¢ dwoch niezidentyfikowanych metabolitow naproksenu. Kluczowym enzymem
bioragcym udziat w biotransformacji leku wedtug autoréw byla peroksydaza manga-
nowa [23]. Naproksen transformuja réwniez grzyby z rodzaju Cunninghamella
(Cunninghamella blakeslesna, Cunninghamella echinulata, Cunninghamella elegant).
Zhong i in. [30] wykazali, ze w proces przeksztalcania naproksenu przez te grzyby
zaangazowany jest uktad enzymatyczny analogiczny do ssaczego systemu detoksyka-
cji, o czym $wiadczy obecnos¢ 6-O-desmetylonaproksenu oraz siarczanu
6-O-desmetylonaproksenu, produktow reakcji z udziatem odpowiednio cytochromu
P-450 oraz transferazy siarczaniowej [30]. 6-O-desmetylonaproksen identyfikowano
réwniez w osadzie czynnym, prowadzonym w ukladzie kometabolicznym z naprok-
senem i mlekiem w proszku oraz monosubstratowej w hodowli z naproksenem
szczepu Aspergillus niger [9,22]. W hodowli Aspergillus niger oznaczono réwniez
dwa wczesniej nieznane metabolity naproksenu:  7-hydroksynaproksen —oraz
7-hydroksy-6-O-desmetylonaproksen [9]. Na podstawie analizy dostgpnej literatury mozna
stwierdzi¢, ze procesy przeksztatcania naproksenu prowadza do jego pochodnych o struk-
turze aromatycznej i s3 prowadzone jedynie przez grzyby. Nie opisano dotychczas szcze-
pow bakterii zaangazowanych w procesy biotransformacji/biodegradacji naproksenu jak
rowniez petnego rozktadu tego zwiazku w uktadach biologicznych. Przedstawiona praca
jest pierwszym doniesieniem dotyczacym udziatu czystego szczepu Pseudomonas stutzeri
W procesach przeksztatcania naproksenu. Obecno$¢ enzyméw rozszczepiajacych strukture
aromatyczng moze sugerowacé petlny rozktad tego leku, jednak aby stwierdzi¢ to jedno-
znacznie niezbedna jest identyfikacja powstajacych produktow posrednich.

Projekt zostal sfinansowany ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na
podstawie decyzji numer DEC-2013/09/B/NZ9/00244.
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BIOTRANFORMATION OF NAPROXEN BY PSEUDOMONAS STUTZERI STRAIN

Pseudomonas stutzeri strain transformed 6 mg/l naproxen during 35 days. It was observated
32% transformation of drug in culture where naproxen was carbon and energy source. Whereas naproxen
was eliminated of 37% and 59% in phenol and glucose cometabolic cutures, respectively. Moreover it
was indicated enzymes take part in biotransformation of the drug: phenol monooxygenase, hydroxyquinol
1,2-dioxygenase and gentisate 1,2-dioxygenase. It was proposed that biotransformation of naproxen by
Pseudomonas stutzeri proceeded by hydroxylation and aromatic ring cleavage.



