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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Enzymy cytochromu P450 odpowiedzialne sa za metabolizm wigkszosci lekéw 1 innych
ksenobiotykow (promutageny, prokancerogeny) oraz substancji endogennych, takich jak cholesterol,
steroidy, neuroprzekazniki monoaminergiczne oraz witaminy. Najwigksze stezenie tych enzymow
stwierdza si¢ w watrobie, gdzie majg miejsce procesy detoksykacyjne w organizmie, lecz zostaly one
takze zidentyfikowane w innych tkankach, takich jak mozg.

Podczas leczenia schizofrenii neuroleptyki sa podawane przewlekle i moga by¢ taczone z innymi
lekami psychotropowymi lub lekami nalezacymi do innych grup farmakologicznych (np. z lekami
kardiologicznymi lub antybiotykami), ktore pacjenci przyjmuja jednocze$nie. Moze to prowadzi¢ do
interakcji farmakokinetycznych na poziomie metabolizmu katalizowanego przez cytochrom P450,
ktore czasami sg niebezpieczne dla pacjentow. Ze wzgledu na réznice w sktadzie jakosciowym i
ilosciowym izoenzymoéw cytochromu P450 w mozgu i watrobie, a takze roznice w regulacji
enzymOw w poszczegdlnych narzadach lub tkankach, wydaje si¢ celowe zbadanie wptywu
dlugotrwatego podawania nowych atypowych neuroleptykéw na ekspresje cytochromu P450 nie

tylko w watrobie, ale takze w mozgu, tj. w miejscu dziatania lekow psychotropowych.



Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie wptywu atypowych neuroleptykéw — asenapiny,
iloperidonu i lurasidonu na aktywno$¢ oraz ekspresje cytochromu P450 w mozgu i watrobie. W tym
celu wykorzystano kilka modeli badawczych. W modelu | badanio bezposredni wplywu lekow na
aktywno$¢ enzymow CYP w ludzkich mikrosomach watrobowych oraz Supersomach zawierajacych
rekombinowane ludzkie enzymy CYP o zdefiniowanej ekspresji. Szybkos$¢ specyficznych reakcji
metabolicznych mierzono w nieobecno$ci oraz obecnosci leku przeciwpsychotycznego dodanego in
vitro. Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze asenapina silnie hamowata CYP1A2 i CYP2D6 i stabo
zmniejszata aktywno$¢ CYP3A4. Iloperidon silnie hamowat CYP3A4 i CYP2D6. Ponadto,
umiarkowanie zmniejszat aktywnos¢ CYP2C19 1 stabo wptywal na CYP1A2. W przypadku
lurasidonu obserwowano silne hamowanie CYP2C9, umiarkowane hamowanie CYP1A2 i CYP2C19
oraz CYP3AA4.

W modelu Il badano posredni wptywu lekow na aktywno$¢ oraz ekspresje enzymow CYP w
ludzkich kriokonserwowanych hepatocytach, ktore traktowane byty neuroleptykami przez 72 h.
Szybkos¢ specyficznych reakcji metabolicznych mierzono przy pomocy specyficznych substratow
dodanych do medium inkubacyjnego, a ekspresje genéw CYP mierzono za pomoca oznaczenia
poziomu mRNA enzyméw CYP w komoérkach watroby. W hodowli ludzkich hepatocytow asenapina
1 iloperidon w stezeniach terapeutycznych zmniejszaly ekspresje i aktywnos¢ odpowiednio enzymow
CYPIA2 i CYP3A4. Lurasidon w tym badaniu nie wptywatl na zmiany aktywnoS$ci i1 ekspresji
badanych enzymow CYP. Hamowanie ekspresji enzyméw CYP przez badane neuroleptyki moze
spowolni¢ metabolizm substratow tych enzymow in vivo i zwigkszy¢ ich st¢zenie, co moze
skutkowa¢ wieksza czestoscia i/lub nasileniem dziatan niepozadanych.

W modelu 11 przeprowadzono badania porownawcze bezposredniego wptywu neuroleptykow na
aktywnos$¢ enzymu CYP2D w szczurzej watrobie 1 mézgu. W tym modelu doswiadczalnym zostaty
uzyte szczurze kontrolne mikrosomy watrobowe oraz mikrosomy moézgowe otrzymane z calych
mozgdw. Szybkos¢ specyficznej reakcji metabolicznej mierzono w nieobecnos$ci oraz obecnos$ci leku
przeciwpsychotycznego dodanego in vitro. Atypowe neuroleptyki hamuja aktywno$¢ enzymu
CYP2D (poprzez wigzanie z enzymem) W mikrosomach mézgowych. Wyznaczone state hamowania
Ki dla mikrosoméw moézgowych sa znacznie wyzsze od tych wyznaczonych w mikrosomach
watrobowych. Efekt ten moze wynika¢ z slabszego powinowactwa badanych lekéw do centrum
aktywnego CYP2D w moézgu niz do CYP2D w watrobie.

W modelu IV badano wptyw chronicznego podania neuroleptykow na aktywno$¢ oraz ekspresje
enzymow CYP w szczurzej watrobie. W doswiadczeniu tym postuzono si¢ mikrosomami
watrobowymi zwierzat, ktérym podawano lek przez okres dwoch tygodni. Specyficzne substraty

dodawano do mieszaniny inkubacyjnej in vitro, a szybkos$¢ specyficznych reakcji badano w



nicobecnosci lekow, ktore podane chronicznie in vivo zostaly wyptukane in vitro. W otrzymanych
mikrosomach zmierzony zostat poziom biatka odpowiednich enzymow CYP, a takze poziom mRNA
odpowiednich genéw enzymow CYP. Dodatkowo, w surowicy oraz w przysadkach mézgowych
oznaczono poziomy hormonéw regulujacych ekspresje genow CYP, przy uzyciu zestawow ELISA.
Otrzymane wyniki wykazatly, ze chroniczne podawanie asenapiny i iloperidonu obniza ekspresje
(poziom mRNA i biatka) i aktywno$¢ cytochromu P450 i moze spowolni¢ metabolizm substratow
CYPIA, CYP2B, CYP2Cl11, CYP2D i CYP3A (steroidéw i/lub lekéw). Obserwowany wplyw
badanych neuroleptykow na cytochrom P450 moze by¢é zwigzany z ich dzialaniem
farmakologicznym (w szczego6lnosci na receptory D, 5—HT1a, 5-HToc 1 02), co wplywa na regulacje
endokrynna watrobowych enzyméw CYP oraz szlaki sygnatowe posredniczace w ekspres;ji
enzymoéw w watrobie.

W modelu V badano wptyw chronicznego podania lekow na aktywno$¢ oraz ekspresje enzymu
CYP2D w szczurzym moézgu. W modelu tym uzyto mikrosoméw pochodzacych z struktur
mozgowych szczura, ktorym podawano lek przez okres dwoch tygodni. Specyficzny substrat
dodawano do mieszaniny inkubacyjnej in vitro, a szybko$¢ specyficznej reakcji badano w
nieobecnosci lekoéw, ktore podane chronicznie in Vivo zostaly wyptukane in vitro. Zmierzony zostat
réwniez poziom biatka i mRNA enzymu CYP2D4. Badane atypowe neuroleptyki wplywaty na
enzym CYP2D w moézgu w sposob zalezny od struktury. Poprzez modulacj¢ enzymoéw CYP w
mozgu leki te moga wptywac¢ na lokalny metabolizm lekow 1 substancji endogennych, takich jak
neurosteroidy i przekazniki monoaminergiczne. Zmniejszenie aktywnosci CYP2D przez badane leki
moze spowolni¢ metabolizm oksydacyjny neurosteroidow (poprzez 21-hydroksylacje) 1 wywieraé
korzystny wplyw na objawy schizofrenii. Natomiast, zwigkszenie aktywnosci CYP2D w strukturach
mozgu szlaku czarnoprazkowiowego moze nasila¢ lokalng syntez¢ dopaminy (poprzez hydroksylacje
tyraminy) i serotoniny (poprzez O-demetylacje 5-metoksytryptaminy), a tym samym tagodzic¢
uboczne objawy pozapiramidowe neuroleptykow.

Wydaje si¢ zatem, ze leki psychotropowe moga wplywac na cytochrom P450 w watrobie poprzez
rézne mechanizmy bezposrednie i posrednie, na poziomie watroby i moézgu. Uzyskane wyniki
wskazujg na konieczno$¢ testowania nowych lekéw neuroaktywnych pod katem ich interakcji z
cytochromem P450 nie tylko in vitro, ale takze in vivo, co pozwala na obserwacje¢ pelnego spektrum
ich mechanizmoéw dzialania na ekspresje i1 aktywnos$¢ cytochromu P450, bioragc pod uwage ich
dziatanie w moézgu i narzadach obwodowych (w watrobie), w tym ich wplyw na regulacje

neuroendokrynng enzymu.



STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM (SUMMARY)

Cytochrome P450 enzymes are responsible for the metabolism of most drugs and other
xenobiotics (promutagens, procarcinogens) and endogenous substances, such as cholesterol, steroids,
monoaminergic neurotransmitters and vitamins. The highest concentrations of these enzymes are
found in the liver, where detoxification processes take place in the body, but they have also been
identified in other tissues, such as the brain.

During treating schizophrenia, neuroleptics are administered for a long time and may be
combined with other psychotropic drugs or drugs belonging to other pharmacological groups (e.g.
with cardiological drugs or antibiotics), which patients are taking simultaneously. This can lead to
pharmacokinetic interactions at the level of cytochrome P450 metabolism that are sometimes
dangerous for patients. Due to the differences in the qualitative and quantitative composition of the
cytochrome P450 enzymes in the brain and liver, as well as the differences in the regulation of
enzymes in individual organs or tissues, it seems advisable to investigate the effect of long—term
administration of new atypical neuroleptics on the expression of cytochrome P450 not only in the
liver, but also in the brain, i.e. at the site of action of psychotropic drugs.

The aim of this dissertation was to investigate the influence of atypical neuroleptics — asenapine,
iloperidone and lurasidone on the activity and expression of cytochrome P450 in the brain and liver.
For this purpose, several experimental models were used. Model | investigated the direct effect of
drugs on the activity of CYP enzymes in the human liver. Human liver microsomes and supersomes
containing recombinant human CYP enzymes with defined expression were used in this
experimental model. The rate of specific metabolic reactions was measured in the absence and
presence of an in vitro added antipsychotic. The obtained results indicate that asenapine strongly
inhibited CYP1A2 and CYP2D6 and weakly decreased the activity of CYP3A4. lloperidone strongly
inhibited CYP3A4 and CYP2D6. In addition, it moderately decreased the activity of CYP2C19 and
had little effect on CYP1A2. Strong inhibition of CYP2C9, moderate inhibition of CYP1A2 and
CYP2C19, and CYP3A4 were observed with lurasidone.

Model 11 investigated the indirect effect of drugs on the activity and expression of CYP enzymes
in the human liver. For this purpose, cultures of human cryopreserved hepatocytes were used, which
had been treated with drugs for 72 h. The rate of specific metabolic reactions was measured with the
specific substrates added to the incubation medium, and the expression of CYP genes was measured
by determining the mRNA level of CYP enzymes in liver cells. In human hepatocyte culture,

asenapine and iloperidone at therapeutic concentrations reduce the expression and activity of the



enzymes CYP1A2 and CYP3A4, respectively. Lurasidone in this study did not influence on the
activity and expression of the tested CYP enzymes. Strong inhibition of CYP enzymes by the tested
neuroleptics may slow down the metabolism of substrates of these enzymes in vivo and increase their
concentration, which may result in a higher frequency and/or severity of side effects.

Model 111 examined the direct effects of drugs on CYP2D enzyme activity in rat liver and brain.
Rat liver microsomes control and whole brain brain microsomes were used in this experimental
model. The rate of the specific metabolic reaction was measured in the absence and presence of an in
vitro added antipsychotic. Atypical neuroleptics inhibit the activity of the enzyme CYP2D (by
binding to the enzyme) in the brain microsomes. The K; inhibition constants determined for the brain
microsomes are significantly higher than those determined for the liver microsomes. This effect may
be due to a lower affinity of test drugs for the CYP2D active site in the brain than for CYP2D in the
liver.

Model IV investigated the effect of chronic drug administration on the activity and expression of
CYP enzymes in the rat liver. Liver microsomes from animals treated with the drug for two weeks
were used in this experiment. Specific substrates were added to the in vitro incubation mixture, and
the rate of specific reactions was tested in the absence of drugs which, when administered
chronically in vivo, were washed out in vitro. In the obtained microsomes, the protein level of the
respective CYP enzymes was measured, as well as the mRNA level of the respective CYP enzyme
genes. Additionally, the levels of hormones regulationg the expression of CYP genes in the serum
and in the pituitary glands were determined using ELISA kits. The obtained results indicate that
chronic administration of asenapine and iloperidone to rats lowers the expression (MRNA and
protein levels) and activity of cytochrome P450 and may slow down the metabolism of CYP1A,
CYP2B, CYP2C11, CYP2D and CYP3A substrates (steroids and / or drugs). The observed effect of
the studied drugs on cytochrome P450 may be related to their pharmacological action (in particular
on D,, 5-HT1a, 5-HT,c and o, receptors), which affects the endocrine regulation of hepatic CYP
enzymes and signaling pathways mediating in the expression of enzymes in the liver.

Model V investigated the effect of chronic drug administration on the activity and expression of
the CYP2D enzyme in the rat brain. In this model, microsomes from the appropriate brain structures
of rats that had been administered the drug for a period of two weeks were used. The specific
substrate was added to the in vitro incubation mixture, and the rate of the specific reaction was tested
in the absence of drugs which, when administered chronically in vivo, were washed out in vitro. The
level of CYP2D4 protein and mRNA was also measured. The atypical neuroleptics under study act
on the enzyme CYP2D in the brain in a manner specific for the structure of the brain. By modulating
CYP enzymes in the brain, these drugs can affect the local metabolism of drugs and endogenous



substances such as neurosteroids and monoaminergic messengers. Reduction of CYP2D activity by
the studied drugs may slow the oxidative metabolism of neurosteroids (via 21-hydroxylation) and
have a beneficial effect on symptoms of schizophrenia. On the other hand, an increase in CYP2D
activity in selected brain structures (the nigrostriatal pathway) may increase the local synthesis of
dopamine (through tyramine hydroxylation) and serotonin (through O-demethylation of 5-
methoxytryptamine), and thus alleviate extrapyramidal symptoms.

It therefore seems possible that psychotropic drugs may affect the cytochrome P450 in the liver
through various mechanisms involving direct and indirect mechanisms. The obtained results indicate
the need to test new neuroactive drugs in terms of their interaction with the cytochrome P450 not
only in vitro, but also in vivo, which allows for the observation of the full spectrum of their
mechanisms of action on the expression and activity of cytochrome P450 operating in the organism,
including their action in the brain and the neuroendocrine regulation of the enzyme.



