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rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Basiriskiej-Ziobron pt. “Interakcja lewomepromazyny, neuroleptyku
o szerokim spektrum dziatania klinicznego, z ludzkim watrobowym cytochromem P450” wykonanej pod
kierunkiem prof. dr hab. Wiadystawy Anny Daniel w Zaktadzie Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekéw

Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.

Lewomepromazyna pomimo, ze jest lekiem nalezgcym do tzw. klasycznych neuroleptykdw, nadal znajduje
zastosowanie kliniczne, przede wszystkim w leczeniu schizofrenii (z objawami pobudzenia i obnizonego
nastroju), jak réwniez w postepowaniu przeciwbdlowym i przeciwwymiotnym. Pomimo wieloletniego
zastosowania klinicznego, a moze i z tej przyczyny, zwazywszy czas jej dopuszczenia do obrotu, metabolizm
i wptyw na ludzki cytochrom P450 lewomepromazyny nie zostat w dostatecznym stopniu poznany, co moze
wptywaé na mozliwosé przewidywania ryzyka jej interakcji z innymi lekami oraz koniecznosci modyfikacji
dawkowania w stanach patologicznych zwigzanych ze zmiang aktywnosci watrobowego cytochromu P450.
W $wiatowej literaturze dostepnych jest jedynie kilka publikacji naukowych poswieconych szeroko pojetej
tematyce interakcji lewomepromazyny z ludzkim cytochromem P450 (w wiekszosci opublikowanych przez
zespot kierowany przez prof. Wtadystawe Anne Daniel), ktére wskazujg na watrobowy metabolizm
badanego leku oraz mozliwos¢ indukcji/inhibicji cytochromu P450. Aktualnie prowadzone przez

Doktorantke badania wpisujg sie wiec w dtugoletni plan badawczy zespotu, w ktérym obecnie pracuje.

Doktorantka podjeta sie badan, w ztozonym ukfadzie eksperymentalnym, majacych na celu ustalenie
udziatu poszczegélnych izoenzyméw cytochromu P450 w metabolizmie lewomepromazyny u cztowieka.
Szczegdtowe cele pracy doktorskiej obejmowaty: 1. Okreslenie udziatu izoenzyméw cytochromu P450 w
katalizowaniu gtdwnych reakcji metabolicznych lewomepromazyny — S-sulfoksydacji i N-demetylacji
(lewomepromazyna jako substrat CYP); 2. Zbadanie bezposredniego wplywu lewomepromazyny na
aktywnoé¢ gtéwnych izoenzyméw ludzkiego cytochromu P450 (lewomepromazyna jako inhibitor CYP); 3.
Ocene zdolnosci lewomepromazyny do indukowania gtéwnych izoenzyméw ludzkiego cytochromu P450
(lewomepromazyna jako induktor CYP). Okreslenie interakcji lewomepromazyny z ludzkim watrobowym
cytochromem P450 umozliwi optymalizacje klinicznego zastosowaniu leku poprzez wskazanie moiliwych
interakcji miedzylekowych oraz uwzglednienie zmiany aktywnosci cytochromu P450 w watrobie w stanach

patologicznych (np. w przebiegu zapalnych chordb ogélnoustrojowych czy tez watroby).

Tematyka pracy doktorskiej jest w petni uzasadniona, jej wyniki przyczyniaja sie do uzupetnienia



niedostepnej aktualnie wiedzy dotyczacej interakcji lewomepromazny 2z ludzkim watrobowym
cytochromem P450. O aktualnosci tematyki badawczej swiadczy réwniez fakt finansowania badarn z
funduszy  projektu  KNOW  (Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy) oraz grantéw OPUS
(2011/01/B/NZ4/04859) i PRELUDIUM (2014/15/N/NZ7/02955) przyznanych przez Narodowe Centrum
Nauki.

We wstepie, stanowigcym doskonate wprowadzenie do pracy doktorskiej, Doktorantka przedstawita
wspodiczesne poglady dotyczace izoenzymow cytochromu P450 w watrobie zaangazowanych w metabolizm
lekéw i innych ksenobiotykéw. Druga czes¢ wstepu jest poswiecona charakterystyce lekéw
neuroleptycznych, wraz z ich wzajemnym oddziatywaniem z poszczegdlnymi izoenzymami cytochromu
P450. Poszczegdlne podrozdziaty Wstepu stanowig znakomite opracowania i z catg pewnoscig po dalszym

dopracowaniu mogtyby zostaé opublikowane jako prace pogladowe.

Dla zrealizowania postawionych celéw Autorka przeprowadzita szereg wzajemnie uzupetniajgcych sig badan
in vitro z wykorzystaniem ludzkich mikrosoméw watrobowych, rekombinowanych ludzkich izoenzyméw CYP
oraz hodowli ludzkich hepatocytow. Nalezy stwierdzié, ze badania zaplanowano z duzg starannoscig w
oparciu o niewatpliwie ogromna wiedze i doswiadczenie promotora. Metodyka badan i sposéb ich realizacji
(znajdujacy odzwierciedlenie w uzyskanych wynikach oraz ich interpretacji) $wiadczg o bardzo dobrym
merytorycznym przygotowaniu Doktorantki oraz opanowaniu metodologii wielu technik/procedur
laboratoryjnych. Metodyka badan obejmuje niezbedne do prawidtowego wnioskowania techniki in vitro w
badaniach interakcji lekéw z ludzkim cytochromem P450. W przysztoici uzupetnieniem uzyskanych
wynikéw moglyby byé badania in vivo, np. interakcji lekéw w warunkach klinicznych lub tez z
wykorzystaniem humanizowanych myszy. W podsumowaniu tej czesci recenzji nalezy stwierdzi¢, Ze
metodyka badania jest bardzo nowoczesna, plan badari dobrze skonstruowany, metody statystyczne

prawidtowo dobrane.

Doktorantka wykazata m.in., ze gtéwnym izoenzymem cytochromu P450, zaangazowanym w procesy 5-
sulfoksydacji i N-demetylacji lewomepromazyny jest izoenzym CYP3A4 (z niewielkim udziatem izoenzymu
CYP1A2); lewomepromazyna bezposrednio silnie hamuje aktywnosci izoenzymu CYP2D6 oraz w
umiarkowanym stopniu aktywno$¢é CYP3A4 i CYP1A2; wysokie steienia lewomepromazyny indukujg
ekspresje genu CYP3A4 i zwiekszajg aktywnos¢ izoenzymu CYP3A4. Sposéb przeprowadzenia analizy
uzyskanych wynikéw potwierdza bardzo dobre przygotowanie metodyczne i szeroka wiedzg dotyczacy
tematyki prowadzonych badan. Byé moze uzasadnione bytoby przedstawienie danych dotyczacych

mikrosoméw watrobowych od pacjentéw HG93 i HH40 na rycinie 4 (wykresy Eadie-Hofstee) (nie tylko



pacjenta HG 88, z komentarzem, ie w przypadku pozostatych pacjentdw uzyskano wyniki podobne).
Uzyskane wyniki w kompleksowy sposéb uzupetniajg dotychczasowg wiedze dotyczgcy interakcji

lewomepromazyny z cytochromem P450 i majg znaczenie nie tylko poznawcze ale i w petni aplikacyjne.

Dyskusja przeprowadzona przez Autorke jest prowadzona bardzo dojrzale. Doktorantka umiejetnie odniosta
wtasne wyniki do dostepnych danych literaturowych, nie tylko lewomepromazyny ale réwniez innych
pochodnych fenotiazyny. Doktorantka wskazata potencjalne kliniczne znaczenie uzyskanych wynikéw w

oparciu o stezenia lewomepromazyny w osoczu | watrobie.

Na podstawie przeprowadzonych badant Autorka przedstawita osiem wnioskéw: 1. Izoenzym cytochromu
PA50 3A4 - CYP3A4 jest gtdwnym izoenzymem zaangaziowanym w metabolizm lewomepromazyny w
watrobie cztowieka w terapeutycznym stezeniu neuroleptyku (okoto 10 uM w watrobie). W wyiszym,
toksycznym stezeniu lewomepromazyny (okoto 100 pM w watrobie), udziat CYP3A4 ulega zmniejszeniu,
podczas gdy udziat CYP1A2 w metabolizmie lewomepromazyny istotnie zwieksza sie; 2. Gtéwne procesy
metaboliczne lewomepromazyny (5-sulfoksydacja i N-demetylacja) nie powinny ulega¢ wysyceniu w
warunkach klinicznych, gdyz wartosci Km dla tych procesdow sg wyisze od steienia terapeutycznego; 3.
Udziat izoenzymdw CYP w katalizowaniu metabolizmu neuroleptykéw pochodnych fenotiazyny zalezy od
struktury leku (zaréwno budowy tancucha bocznego, jak i obecnosci podstawnikéw w pierscieniu
aromatycznym), a przez to i rdznego uiozenia przestrzennego czgsteczek neuroleptykdéw w centrum
katalitycznym enzymu; 4. Leki bedace substratami dla CYP3A4 (np. leki przeciwdepresyjne, lurasidon,
karbamazepina, antagonisci kanatéw wapniowych, antybiotyki makrolidowe, testosteron), moga
konkurowaé z lewomepromazyng o ten izoenzym. Ponadto metabolizm lewomepromazyny moze byé
hamowany lub przyspieszany przez leki, ktére sa odpowiednio inhibitorami (erytromycyna, SSRIs) lub
induktorami (rifampicyna, karbamazepina) izoenzymu CYP3A4; 5. Lewomepromazyna bezposrednio, silnie
hamuje aktywnos$¢ CYP2D6 oraz w mniejszym stopniu aktywnos¢ CYP1A2i CYP3A4. Obserwowane in vitro
hamowanie izoenzymdw CYP moze takze zachodzi¢ in vivo (zwtaszcza hamowanie CYP2D6), poniewaz
wyznaczone wartosci Ki sg nizsze lub bliskie spodziewanemu stezeniu lewomepromazyny w watrobie
cztowieka; 6. Lewomepromazyna moze zatem hamowaé metabolizm innych, jednoczesnie przyjmowanych
lekdw, bedacych substratami izoenzymu CYP2D6 (np. TLPD, SSRIs, mirtazapina, wenlafaksyna, kodeina,
dekstrometorfan, propranolol), a byé moze réwniez izoenzymdw CYP1A2 (np. kofeina, TLPD, propranolol,
asenapina) i CYP3A4 (np. benzodiazepiny, nefazodon, lurasidon, antagoni¢i kanatéw wapniowych,
antybiotyki makrolidowe, testosteron), co wymaga dalszych badan in vivo; 7. Lewomepromazyna w
wyzszym stezeniu (2,5 uM), ktére jest osiggane w watrobie przy terapeutycznym stezeniu leku w osoczu (<

1 uM), indukuje ekspresje genu CYP3A4 oraz zwigksza aktywnos¢ izoenzymu CYP3A4 w hepatocytach



watroby ludzkiej. Biorac pod uwage stosowane dawki lewomepromazyny oraz steienia osiggane w
watrobie, indukcja ekspresji izoenzymu CYP3A4 wydaje sie mozliwa u pacjentéw in vivo; 8.
Lewomepromazyna poprzez indukcje izoenzymu CYP3A4 moze przyspieszaé wtasny metabolizm, a takie
metabolizm innych lekéw bedacych substratami izoenzymu CYP3A4. Efekt ten moze by¢ widoczny po
diuzszej ekspozycji na lewomepromazyne, przy niskim aktualnym stezeniu neuroleptyku, ze wzgledu na
motzliwoé¢ bezposredniego hamowania tego izoenzymu przez neuroleptyk. Sformutowane przez
Doktorantke wnioski dobrze oddajg uzyskane wyniki, wynikajg bezposrednio z analizy wynikéw uzyskanych
w czasie realizacji badan, by¢ moze za wyjatkiem wnioskéw 3, 4, 6 (ktore opieraja sie na ogdlnie dostepne;j
wiedzy i nie wynikaja bezposrednio w wynikéw badania). Niektdre sposrod nich s3 jednakie raczej

przytoczeniem wynikow powinny miec raczej bardziej uogélniony charakter.

Praca jest napisana w sposéb przejrzysty, ma ukiad typowy dla tego typu rozpraw obejmuje wstep,
hipotezg badawcza/cel pracy, materiat i metody, wyniki badar oraz dyskusje wynikéw, wnioski i wykaz
pismiennictwa oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Rozprawa doktorska obejmuje 102 strony
(oraz zamieszczone w odrebnym aneksie ryciny i tabele). Piémiennictwo w liczbie 225 pozycji zamieszczono
we wiasciwy sposdb. Przejrzystosci pracy dodaje umiejetne podzielenie poszczegdlnych czesci na
podrozdziaty, jak réwniez umieszczenie rycin i tabel w odrgbnym zeszycie, co bardzo utatwia zapoznanie sie
z rozprawq i jej oceng. Praca jest opracowana w bardzo staranny sposéb, zawiera nieliczne btedy, nie

wpltywajace na jej wysoka ocene (np. btedne oznaczenie symbolu genu 6-aktyny — powinno byé ACTB).

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, a uzyskane wyniki s oryginalnym
osiggnigciem Autorki, ktéra dobrze opanowata niefatwy warsztat badawczy i wykazata dobre merytoryczne
przygotowanie. Uwazam, Ze praca stanowi znaczacy dorobek z elementami nowosci naukowych i w petni
odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim. Dlatego tez zwracam sie do Rady Naukowej
Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN o dopuszczenie mgr in:. Agnieszki Basinskiej-Ziobrori do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu na duza wartos¢ poznawczg wynikéw
oraz opublikowanie ich czeéci w renomowanych czasopismach Pharmacological Reports (2015;67(6):1178-
82 — Doktorantka jest pierwszym autorem) oraz Biochemical Pharmacology (201415;90(2):188-95 -
Doktorantka jest drugim autorem) i Pharmacological Reports (2014;66(6):1122-6 - Doktorantka jest drugim
autorem) wnioskuje o wyrdznienie pracy ,Summa cum laude”.
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Prof. dr hab. n. med. Marek Drozdzik



