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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

aKG — a-ketoglutaran

AAT  —(ang. aspartate aminotransferase) — aminotransferaza asparaginianowa
ACTH - (ang. adrenocorticotropic hormone) — hormon adrenokortykotropowy

AhR — (ang. aryl hydrocarbon receptor) — receptor weglowodoréw aromatycznych
ARC  —(ang. arcuate nucleus) — jadro tukowate podwzgorza

ARNT —(ang. aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) translokator jadrowy

receptora weglowodordéw aromatycznych

CAR  —(ang. constitutive androstane receptor) — konstytutywny receptor androstanu
CRH  —(ang. corticotropin-releasing hormone) — kortykoliberyna
CRT — (ang. corticosterone) — kortykosteron

CYP — cytochrom P450

C/EBP — (ang. CCAAT/enhancer-binding protein) — biatko wigzace
CCAAT/wzmacniacz transkrypcji

EAATs - (ang. excitatory amino acid transporters) — transportery aminokwasow
pobudzajacych

ELISA — (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymatyczny

GABA - (ang. gamma-aminobutric acid) —kwas y-aminomastowy

GH — (ang. growth hormone) — hormon wzrostu

GHR  —(ang. growth hormone receptor) — receptor hormonu wzrostu

GHRH - (ang. growth hormone-releasing hormone) — somatoliberyna

GIn — glutamina

Glu — glutaminian

GR — (ang. glucocorticoid receptor) — receptor glukokortykoidowy

GRE  —(ang. glucocorticoid responsive element) — element odpowiedzi na
glukokortykoidy

HNF - (ang. hepatic nuclear factor) — jadrowy czynnik hepatocytarny

HPLC - (ang. high performance liquid chromatography) — wysokosprawna
chromatografia cieczowa

INFy  —(ang. interferon gamma) — interferon vy

IL — interleukina

JAK2  —(ang. Janus kinase 2) — kinaza Janusa 2

LHA  —(ang. lateral hypothalamus area) — boczny obszar podwzgorza



MAPK - (ang. mitogen-activated protein kinases) — kinazy biatkowe aktywowane
mitogenami

mPFC  — (ang. medial prefrontal cortex) — przysrodkowa kora przedczotowa

NADP - fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

NADPH - forma zredukowana fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

NAMs — (ang. negative allosteric modulators) — negatywne modulatory allosteryczne

NF-xB - (ang. nuclear factor kappa B) — jadrowy czynnik kappa B

NMDA - N-metylo-D-asparaginian; NMDAR — receptor N-metylo-D-asparaginowy

NR — (ang. nuclear receptor) — receptor jadrowy

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PI3K  —(ang. phosphoinositide 3-kinase) — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

Pit — (ang. pituitary gland) — przysadka mézgowa
PVN  —(ang. paraventricular nucleus) — jadro przykomorowe podwzgorza
PXR — (ang. pregnane X receptor) — receptor pregnanu X

RT-PCR — (ang. real-time polymerase chain reaction) fahcuchowa reakcja polimerazy
W czasie rzeczywistym

RXR  —(ang. retinoid X receptor) — receptor retinoidowy X

SNRI - (ang. serotonin norepinephrine reuptake inhibitor) — inhibitor wychwytu
zwrotnego serotoniny i noradrenaliny

SRIH  — (ang. somatotropin release-inhibiting hormone) — somatostatyna

SSRI  — (ang. selective serotonin reuptake inhibitor) — inhibitor wychwytu
zwrotnego serotoniny

STATS5b — (ang. signal transducer and activator of transcription 5b) — przekaznik

1 aktywator transkrypcji 5b

T3 — trojjodotyronina

T4 — tyroksyna

TCA  —(ang. tricarboxylic acid cycle) — cyklu kwasu trojkarboksylowego
THR  —(ang. thyroid hormone receptor) — receptor hormonu tarczycy

TNFa  — (ang. tumor necrosis factor alpha) — czynnik martwicy nowotworu o
TRE — (ang. thyroid hormone responsive element) — element odpowiedzi na

hormon tarczycy
TRH  —(ang. thyrotropin-releasing hormone) — tyreoliberyna

TSH — (ang. thyroid-stimulating hormone) — hormon tyreotropowy



VGIuT2 — ( ang. vesicular glutamate transporter 2) — pgcherzykowy transporter
glutaminianu 2

XRE — (ang. xenobiotic response element) — element odpowiedzi na ksenobiotyki



I. WSTEP

Skuteczno$¢ 1 bezpieczenstwo potencjalnego leku zaleza nie tylko od jego
wlasciwos$ci terapeutycznych, ale rowniez od parametrow farmakokinetycznych, ktore
determinujg jego losy w organizmie. Procesy takie jak wchtanianie, dystrybucja,
metabolizm 1 wydalanie wptywajg zaréwno na efektywnos¢, jak 1 bezpieczenstwo
terapii. W konteks$cie metabolizmu, kluczowa role odgrywaja enzymy cytochromu P450
(CYP), ktore uczestnicza w oksydacyjnej biotransformacji wigkszosci lekow,
w przewazajacej czesci poprzez rodziny CYP1, CYP2 i CYP3. Jednocze$nie funkcje
enzymow cytochromu P450 obejmuja synteze¢ i degradacj¢ endogennych hormonéw
steroidowych, witamin, kwaséw thuszczowych i1 zoélciowych (Honkakoski i Negishi

2000).

Enzymy cytochromu P450 charakteryzujg si¢ szeroka i czeSciowo pokrywajaca
si¢ specyficzno$cig wobec substratow, jednak metabolizm wielu lekow przy istotnych
klinicznie stezeniach zachodzi glownie dzigki dziataniu jednego lub kilku enzymow
(Zanger 1 Schwab 2013). Ogranicza to zdolno$¢ uktadu fazy I do kompensacji
w przypadku niedoboru danego enzymu. Istotnym elementem prognozowania rdznic
w farmakokinetyce 1 odpowiedzi organizmu na leki jest poznanie i zrozumienie, jakie
czynniki wewnetrzne 1 §rodowiskowe wptywaja na ekspresj¢ 1 funkcjonowanie tych
enzymow. W przypadku niektorych enzymow, zwlaszcza CYP2D6, istotnym Zroédtem
zmiennego poziomu aktywno$ci sa jednogenowe polimorfizmy, natomiast regulacja
wigkszo$ci enzymow jest bardziej skomplikowana i wieloczynnikowa. Obejmuje to
zarowno dodatkowe polimorfizmy w genach regulacyjnych, jak i1 r6znorodne czynniki
srodowiskowe 1 fizjologiczne (Zanger i Schwab 2013). Réznice w poziomie ekspresji
oraz funkcjonalno$ci poszczegdlnych enzymow CYP moga znaczaco determinowac
metabolizm lekow 1 substancji chemicznych wptywajac na interakcje farmakologiczne,
a takze na roznice gatunkowe. Zrdznicowana ekspresja enzyméw cytochromu P450
zalezy od takich czynnikow jak pte¢, rodzaj tkanki czy stadium rozwoju, a kontrola
regulacyjna odbywa si¢ za posrednictwem hormondéw 1 czynnikow wzrostu.
Jednoczesnie enzymy cytochromu P450 wykazuja istotny udziat w metabolizmie
1 eliminacji endogennych substancji sygnatowych, ktére petnia swoja funkcje poprzez
receptory btonowe, jadrowe czy cytoplazmatyczne zalezne od ligandu (Honkakoski

i Negishi 2000).



Regulacja ekspresji enzyméw CYP odbywa si¢ poprzez aktywacje
odpowiednich receptorow pod wptywem hormondéw przysadkowych. Samo wydzielanie
tych hormonéw kontrolowane jest przez podwzgorze, unerwione przez rézne uktady
neuroprzekaznikowe, takie jak badane juz w kontekscie regulacji cytochromu uktady
monoaminergiczne: noradrenergiczny (Kot i Daniel 2011; Bromek i wsp. 2013;
Sadakierska-Chudy i wsp. 2013; Kot i wsp. 2015), dopaminergiczny (Wdjcikowski
1 wsp. 2007, 2008; Wojcikowski i Daniel 2009), serotoninergiczny (Rysz i wsp. 2015,
2016a, 2016b; Bromek i Daniel 2021) oraz ostatnio réwniez uktad glutaminianergiczny

(Bromek i wsp. 2021; Pukto i wsp. 2023, 2025).

1. Cytochrom P450

Badania nad funkcja enzymow cytochromu P450 siggaja lat 60. XX wieku i po
dzien dzisiejszy nie jest znana rola wszystkich obecnie zidentyfikowanych enzymow
CYP. Ich odkrycie datuje si¢ na rok 1962, kiedy to ukazala si¢ praca Omura i Sato,
ktérzy w swoich badaniach stwierdzili, iz zredukowany kompleks cytochromu P450
z tlenkiem wegla wykazuje maksymalng absorbancje przy dtugosci fali 450 nm (Omura
i Sato 1962, 1964; Guengerich 2021). Enzymy cytochromu P450 wystepuja niemal we
wszystkich organizmach, gdzie zakotwiczone sg w retikulum endoplazmatycznym
1 wewnetrznej blonie mitochondrialnej (Werck-Reichhart i Feyereisen 2000).
Wyjatkowa bior6znorodnos¢ enzymow CYP wystepuje u bakterii (cho¢ nie stwierdzono
ich u E. coli), gdzie zazwyczaj zlokalizowane sg one we frakcji cytosolowej komorki

(Kelly 1 wsp. 2003).

W badaniach in vitro wykorzystuje si¢ frakcje homogenatu komorkowego,
zawierajacg fragmenty blon siateczki §rodplazmatycznej, ktore to w wyniku wirowania
roznicowego tworzg mate pecherzykowate struktury, tak zwane mikrosomy od greckich
stow micros (maty) i soma (ciato) (Wells 2005). U cztowieka, enzymy cytochromu
P450 wystepuja w najwigkszej ilo§ci w watrobie, a nastepnie w korze nadnerczy
1jelicie cienkim. Ich obecno$¢ stwierdzono réwniez w innych tkankach, takich jak
nerki, mozg czy phluca (Seliskar 1 Rozman 2007). Ze wzgledu na homologi¢ sekwencji
aminokwasowej enzymy cytochromu P450 zostaty przydzielone do rodzin (homologia
sekwencji powyzej 40%) 1 podrodzin (homologia sekwencji powyzej 55%). Na
przyklad, enzym CYP3A4 oznacza 4 enzym, podrodziny A, rodziny 3, natomiast gen
kodujacy dane biatko zapisywany jest kursywa (Nebert 1 wsp. 1991; Nelson 2006). Jak



dotad zidentyfikowano 57 ludzkich gendéw kodujacych enzymy CYP, ktore
przyporzadkowano do 18 rodzin i 44 podrodzin (Zanger i Schwab 2013).

1.1 Budowa i funkcje

Metabolizm lekéw zachodzi glownie w watrobie, gdzie nastepuje
biotransformacja zwiazku w dwoch fazach. W fazie I (faza funkcjonalizacji) zachodza
reakcje katalizowane przez enzymy cytochromu P450, z ktorych najczestsza jest
utlenianie. W fazie II (faza koniugacji) metabolit fazy I jest sprzegany z czasteczkami

takimi jak kwas glukuronowy czy glutation, co ulatwia usuwanie z organizmu.

Cytochrom P450 w swojej strukturze zawiera grupe prostetyczng hemu, ktora
jest kluczowa dla aktywnosci katalitycznej. Enzymy CYP charakteryzuja si¢
aktywno$cia monooksygenazy, a typowa reakcja utleniania zachodzi wedlug

nastepujacego schematu:
RH + O2+ H" +NAD(P)H — R-OH +H:0 + NAD(P)*
gdzie RH — substrat, R-OH — produkt.

Po utworzeniu kompleksu substrat—cytochrom, dochodzi do przeniesienia elektronu
z NADPH poprzez reduktazg cytochromu P450, co skutkuje zredukowaniem atomu
zelaza hemu z Fe’* do Fe?" i umozliwia przylaczenie czasteczki tlenu. W wyniku
dostarczenia drugiego elektronu dochodzi do rozpadu kompleksu z utworzeniem
hydroksylowanego produktu, czasteczki wody oraz odtworzeniem zredukowanej formy
cytochromu P450 (Guengerich 2018). Efektem reakcji katalizowanej przez enzymy
CYP jest powstanie zwigzku bardziej hydrofilnego wzgledem substratu.

Cytochrom P450 charakteryzuje si¢ niskg specyficznos$cig substratowa, dzigki
czemu metabolizuje wiele réznych zwigzkow o odmiennej budowie strukturalnej,

zarowno endogennych, jak 1 egzogennych.
1.2 Metabolizm zwigzkow endogennych i egzogennych

Enzymy cytochromu P450 biotransformujg szereg zwigzkow zard6wno
endogennych, jak i1 egzogennych. Wigkszo$¢ lekow wydawanych na recepte jest

metabolizowana przez enzymy z rodzin CYP1-3 (Zanger i wsp. 2008). Mimo, zZe
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glownymi miejscami metabolizmu lekow s3 watroba i jelita, to metabolizm lokalny
zalezny od CYP w danym organie (np. w ptucach, nerkach, mézgu) rowniez moze mie¢
znaczenie w odpowiedzi organizmu na leczenie. W watrobie cztowieka w najwigkszej
ilosci wystepuja enzymy nalezace do podrodzin CYP3A, CYP2C, CYP2E i CYPIA
(tabela 1). Natomiast w jelitach najwigcej jest enzymdéw podrodziny CYP3A, ponad
80% (Zanger 1 wsp. 2008; Song i wsp. 2021).

Tabela 1. Procentowa zawarto$§¢ enzyméw CYP w watrobie czlowieka oraz procent lekow
wydawanych na recepte metabolizowanych przez konkretne enzymy CYP (Zanger i wsp. 2008;
Prakash i wsp. 2015; Song 1 wsp. 2021).

Procent lek6w wydawanych na
Zawartos¢ procentowa CYP
CYP recepte metabolizowanych przez
w watrobie czlowieka
CYyp
1A2 ~10-13% 8,9%
2A6 ~4% 3,4%
2B6 ~1-5% 7,2%
2C8 ~7% 4,7%
2C9 ~18-24% 12,8%
2C19 ~2-7% 6,8%
2D6 ~2-5% 20%
2E1 ~7-10% 3%
3A4/5 ~20-35% 30,2%

Gtownymi grupami lekow metabolizowanymi przez CYPIA2 s3: leki
przeciwpsychotyczne (neuroleptyki), przeciwbolowe, przeciwdepresyjne,
przeciwnowotworowe 1 rozszerzajace oskrzela, a ponadto CYP1A2 metabolizuje
stymulanty (Bresen 1 wsp. 1993; Clarke 1 wsp. 1994; Faber 1 wsp. 2005). Wykazano
rowniez powigzania pomiedzy polimorfizmem CYP1A2 a ryzykiem zachorowania na
raka jelita grubego, raka piersi czy raka prostaty (Ma i Lu 2007; Takemura i wsp. 2013;
Zhao i wsp. 2013; Niwa i wsp. 2015; Vilckova i wsp. 2023).

CYP2C9 metabolizuje leki nalezace do grup takich jak: niesteroidowe leki
przeciwzapalne, leki przeciwcukrzycowe, przeciwnadcisnieniowe, przeciwpadaczkowe,

przeciwzakrzepowe. CYP2C9 wykazuje znaczng zmienno$¢ genetyczng 1 jest
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pierwszym ludzkim enzymem CYP, dla ktérego uzyskano struktur¢ krystaliczng
(Williams 1 wsp. 2003; Rettie i Jones 2005).

CYP2D6 stanowi tylko 5% w puli watrobowych enzymow CYP, jednak
odpowiada za metabolizm okoto 20% lekéw wydawanych na recepte (Zanger i wsp.
2008; Song i wsp. 2021). Do najwazniejszych grup lekéw metabolizowanych przez
CYP2D6 naleza: B-adrenolityki, opioidy, leki przeciwarytmiczne, przeciwdepresyjne,
przeciw nadci$nieniu, przeciwpsychotyczne (Haufroid i Hantson 2015; Eap i wsp.
2025). CYP2D6 charakteryzuje si¢ wysokim polimorfizmem genetycznym oraz duzg
zmiennos$cig wariantow CYP2D6 w skali globalnej pomigdzy rdéznymi rasami,

populacjami i grupami etnicznymi (Frederiksen 2023; Kehinde i wsp. 2023).

Najwigce] lekow jest metabolizowane przez CYP3A4, ktory wykazuje
dwukrotnie wyzsza ekspresje u kobiet anizeli u mezczyzn (Wolbold 1 wsp. 2003).
Aktywno$s¢ CYP3A4 wykazuje znaczng zmienno$¢ mig¢dzyosobnicza wynikajaca
z czynnikow genetycznych oraz pozagenetycznych, jednocze$nie enzym ten jest
zrodlem wielu interakcji pomigdzy lekami. Czynniki te wpltywaja na ryzyko dziatah
niepozadanych, zwlaszcza w przypadku lekéw o waskim oknie terapeutycznym, jak na
przyktad leki przeciwnowotworowe (Wang 1 wsp. 2023). Obok lekow
przeciwnowotworowych, do substratéw CYP3A4 naleza nastepujace grupy lekow:
antybiotyki makrolidowe, benzodiazepiny, blokery kanalu wapniowego, leki
immunosupresyjne,  przeciwdepresyjne,  przeciwpsychotyczne, przeciwguzlicze,

przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe oraz statyny (Bu 2006; Zhou 2008).

Enzymy z rodzin CYP1-3 obok metabolizmu ksenobiotykow sg zaangazowane
rowniez w metabolizm zwigzkéw endogennych, takich jak kwas arachidonowy,
hormony steroidowe czy przekazniki monoaminergiczne (Rifkind i wsp. 1995; Hiroi
1wsp. 1998, 2001; Lu i wsp. 2020), jednakze wigksza specjalizacje w tym zakresie
wykazujg enzymy przyporzadkowane do rodzin CYP4-51. Wsrod wszystkich enzymow
CYP najbardziej unikalny jest CYP51A1, uwazany za jeden z najstarszych enzymow
w tej nadrodzinie, ktory wystepuje we wszystkich krolestwach zywych organizmow
i charakteryzuje si¢ wysoka stabilno$cia ewolucyjna ze wzgledu na swoja
fundamentalng role¢ w syntezie steroli. Mutacje w obrgbie sekwencji kodujacej
CYP514A1 powigzano z wystepowaniem nadcisnienia tetniczego, niewydolnosci

watroby, opoOznienia w rozwoju oraz zaémy dziecigcej. Wykazano rowniez, ze
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wylaczenie Cyp5lal u myszy powodowato $mier¢ w 15 dniu Zycia zarodkowego
(Rezen i wsp. 2017; Hargrove i wsp. 2020). CYP11A1 uczestniczy w przeksztalcaniu
cholesterolu w pregnenolon, ktory jest prekursorem hormonow steroidowych, co jest
kluczowe dla wtasciwej funkcji jajnikdw oraz prawidtowego przebiegu cigzy u ssakow.
Uposledzong aktywnos¢ CYP11A1 powigzano z zaburzeniami rozrodczymi (Hu i wsp.
2004; Chatuphonprasert i wsp. 2018; Guo 1 wsp. 2024). CYP19A1 przeksztatca
androgeny do estrogendw, a aktywno$¢ tego enzymu zostata powigzana z determinacjg
1 réznicowaniem pici (Nakamura 2010; Matsumoto 1 wsp. 2013; Tachibana 2016).
Wykazano, iz CYP19A1 pelni wazng funkcje w patogenezie niektéorych nowotworow,
takich jak rak piersi, jelita grubego czy zotadka, a jednoczes$nie zmienno$¢ genetyczna
CYP19A41 moze stanowi¢ czynnik predykcji podatnosci na okre§lone nowotwory, jak
rowniez wplywac na odpowiedz organizmu pacjenta na leczenie (Barros-Oliveira i wsp.
2021; Chen i wsp. 2022; Zhang i wsp. 2022; Zhou i wsp. 2023; Wang i wsp. 2024,
2025). Enzymy cytochromu sg rowniez zaangazowane w metabolizm witamin lub ich
pochodnych: witaminy D (CYP2R1, CYP3A4, CYP24Al1, CYP27A1, CYP27B1),
witaminy E (CYP3A4, CYP4F2), czy kwasu retinowego bedacego pochodng witaminy
A (CYP26A1, CYP26B1) (Nebert i Russell 2002; Brigelius-Flohé 2019; Ben-Eltriki
iwsp. 2024; Uga i wsp. 2024). CYP7Al wuczestniczy w biosyntezie kwasow
zOlciowych, a zmiany aktywnos$ci tego enzymu powigzano z hipercholesterolemia,
kamica zotciowa i zaburzeniami metabolicznymi (Lorbek i wsp. 2012). Z kolei
CYP5AL1 katalizuje przeksztalcenie prostaglandyny H> w tromboksan A, co ma
znaczenie w kontekscie tworzenia skrzepéw krwi oraz napigcia naczyn krwionosnych,
a zaburzenie  aktywno$ci  tego enzymu odgrywa rolg w  chorobach
sercowo-naczyniowych (Li 1 wsp. 2008). Innym waznym enzymem jest CYP46Al,
ktory katalizuje reakcje 24-hydroksylacji cholesterolu, umozliwiajac utrzymanie
homeostazy cholesterolu w mozgu. Zaburzenie rownowagi metabolizmu cholesterolu
w osrodkowym  ukladzie  nerwowym  (OUN) powigzano z  chorobami

neurodegeneracyjnymi, takimi jak Parkinson czy Alzheimer (Djelti i wsp. 2015).
1.3 Roéznice pomiedzy czlowiekiem i szczurem

Podobnie jak u cztowieka, rowniez 1 u szczura enzymy CYP odpowiadajg za
oksydacyjny metabolizm wielu, strukturalnie roéznych zwigzkéw endogennych

1 egzogennych. W szczurzej watrobie wystepuja 1 odgrywaja wazng funkcje rodziny
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enzymow CYP, ktore znajduja si¢ w centrum zainteresowania w aspekcie metabolizmu
ksenobiotykow u ludzi, takie jak CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYP2E
1 CYP3A. Badania wykazaly, iz homologia sekwencji aminokwasowych szczurzych
odpowiednikow konkretnych ludzkich enzyméw CYP wynosi okoto 70-80%, co
przedstawiono w tabeli 2 (Martignoni i wsp. 2006; Nishimuta i wsp. 2013;
Wojcikowski 1 wsp. 2013; Su i wsp. 2014; Shah i wsp. 2018). Podobienstwa/réznice
sekwencji aminokwaséw w centrum aktywnym enzymu wydaja si¢ bardziej istotne pod

wzgledem funkcjonalnym (Funae i wsp. 2003).

Tabela 2. Szczurze ortologii ludzkich enzyméw CYP metabolizujacych ksenobiotyki
(Martignoni 1 wsp. 2006; Nishimuta i wsp. 2013; Wdjcikowski i wsp. 2013; Su i wsp. 2014;
Shah i wsp. 2018).

Homologia sekwencji
Ludzki enzym CYP Szczurze ortologii
aminokwasowej
CYPIA2 CYPIA2 ~80%
CYP2A6 CYP2A1, CYP2A2 ~60%
CYP2B6 CYP2B1, CYP2B2 >75%
CYP2CS8 CYP2C23 ~70%
CYP2Ce,
CYP2C9 ~75%
CYP2Cl11, CYP2C12
CYP2C19 CYP2C6, CYP2C7 ~70%
CYP2D6 CYP2D 1-5, CYP2D18 >70%
CYP2E1 CYP2E1 ~80%
CYP3A4/5 CYP3A1, CYP3A2 >72%

Oba gatunki wykorzystuja enzymy cytochromu P450 do biotransformacji
podobnych substratow, jednakze konkretne szlaki metaboliczne mogg si¢ rozni¢, zatem
specyficzno$¢ wobec metabolizowanych substratow réwniez dostarcza cennych
informacji o réznicach i podobiefistwach pomigdzy gatunkami. I tak enzym CYP1A2
metabolizuje kofeine, fenacetyne czy teofiling, zar6wno u czlowieka jak i1 szczura.
Jednakze omeprazol, ktéry indukuje ludzki CYP1A2, nie ma takiego dziatania u szczura

(Westerink 1 wsp. 2008; Zhou 1 wsp. 2010).

Enzymy z podrodziny CYP2C metabolizuja szereg znanych substratow, do
ktorych naleza celekoksyb, diklofenak, fenytoina, tolbutamid czy warfaryna, jak
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rowniez endogenne zwigzki, takie jak kwas arachidonowy, retinoidy czy steroidy (Zhou
1 wsp. 2009). W badaniu Zhan i wsp. wykazano, iz wortioksetyna, ktora jest stosowana
jako lek przeciwdepresyjny, wykazywata znacznie silniejsze hamowanie aktywnosci
enzymow podrodziny CYP2C oraz inny typ inhibicji w szczurzych mikrosomach
watrobowych w stosunku do ludzkich mikrosoméw watrobowych (Zhan 1 wsp. 2023).
Interesujacym zagadnieniem u szczura jest wyrazny dymorfizm plciowy, gdzie samce

wykazuje ekspresje CYP2C11, a samice ekspresj¢ CYP2C12.

U czlowieka rowniez obserwuje si¢ pewnie zmiany w aktywnos$ci
enzymatycznej wynikajace z wplywu czynnikow $rodowiskowych, wieku czy poziomu
hormonéw, jednakze ludzkie enzymy CYP nie wykazuja tak wyraznie zaleznej od pici
ekspresji (Gerges 1 El-Kadi 2023; Basinska-Ziobron i wsp. 2025). Szczurze i ludzkie
enzymy podrodziny CYP3A metabolizuja cyklosporyng, nifedyping, midazolam, czy
testosteron (Li 1 wsp. 1995; Kadono i wsp. 2014). Natomiast rifampicyna, ktora jest
induktorem ludzkiego enzymu CYP3A4, nie wywiera takiego efektu na szczurzy enzym
CYP3A1 (Zuber 1 wsp. 2002). Zaréwno ludzki enzym CYP2D6, jak i jego szczurze
ortologii metabolizuja bufuralol, dekstrometorfan czy propranolol (Hiroi 1 wsp. 2002).
Chinidyna jest inhibitorem ludzkiego CYP2D6, natomiast u szczura obserwuje si¢ duzo
stabszy wplyw chinidyny na CYP2D1, a z kolei chinina (izomer chinidyny) wywiera
silny efekt na szczurze enzymy CYP2D (Boobis i wsp. 1990).

Mimo réznic wystepujacych miedzy szczurem a cztowiekiem, szczury
stanowig bardzo interesujacy i1 przydatny model eksperymentalny w zakresie badan
podstawowych. Obok szczuréw, réwniez myszy s3 stosunkowo czesto
wykorzystywanym modelem w zakresie badan nad enzymami CYP, jednakze
w przypadku procedur eksperymentalnych wymagajacych zabiegéw chirurgicznych

szczur czgsto jest modelem z wyboru.

2. Fizjologiczna regulacja cytochromu P450 w watrobie

Na aktywnos¢ enzymow cytochromu P450 wplywaja rozne czynniki, takie jak
wiek, dieta, ksenobiotyki czy choroby. Jednak rownie wazne jest szczegélowe zbadanie
fizjologicznej regulacji enzyméw CYP, co w sposdb istotny przyczynia si¢ do
zrozumienia wpltywu innych czynnikow. Poczatkowo badania nad fizjologiczng
regulacja cytochromu P450 koncentrowaty si¢ na poziomie watroby, bioragc pod uwage

udziat hormondéw 1 egzogennych ligandow w aktywacji receptorow btonowych,

15



cytoplazmatycznych i jadrowych regulujacych ekspresje cytochromu P450. Jednakze
wydzielanie hormondéw pozostaje pod kontrolg uktadu nerwowego, dlatego w ciagu
ostatnich dwoéch  dekad prowadzono  badania nad udziatem  rdéznych
uktadoéw neuroprzekaznikowych — dopaminergicznego, noradrenergicznego
1 serotoninergicznego — w regulacji ekspres;ji i aktywno$ci enzymow cytochromu P450

w watrobie.
2.1 Regulacja na poziomie molekularnym

Regulacja transkrypcji genéw CYP odbywa si¢ poprzez aktywacje
odpowiednich receptorow btonowych, cytoplazmatycznych i jadrowych, dla ktorych
ligandami s3 endogenne hormony lub ksenobiotyki. Do najwazniejszych czynnikow

transkrypcyjnych, ktérych ligandami sg hormony, zalicza si¢:

e receptor hormonu wzrostu (GHR — ang. growth hormone receptor)
e receptor glikokortykoidowy (GR — ang. glucocorticoid receptor)

e receptor hormonu tarczycy (THR — ang. thyroid hormone receptor).

Gléwnymi czynnikami transkrypcyjnymi, dla ktérych ligandami sg zaréwno substancje

endogenne, jak i ksenobiotyki (tzw. ksenoreceptory), sa:

e receptor weglowodorowow aromatycznych (AhR — ang. aromatic hydrocarbon
receptor)

e konstytutywny receptor androstanu (CAR — ang. constitutive androstane
receptor)

e receptor pregnanu X (PXR — ang. pregnane X receptor).

Zwiazanie hormonu wzrostu (GH — ang. growth hormone) z receptorem GHR,
aktywuje kinaze JAK?2 (ang. Janus kinase 2) zwiazang z receptorem, prowadzac do
fosforylacji GHR 1 zmiany jego konformacji, ktoéra umozliwia przylaczenie czynnika
transkrypcyjnego STATSb (ang. signal transducer and activator of transcription 5)
1jego fosforylacje przez JAK2, co w konsekwencji prowadzi do dimeryzacji STATSb,
a nastgpnie do translokacji dimeru do jadra komoérkowego (Choi i Waxman 2000;
Waxman 1 O’Connor 2006). W jadrze komoérkowym powstaty homodimer wigze si¢ do
odpowiednich miejsc na DNA, regulujac ekspresj¢ wybranych gendéw, w tym genow

CYP. U szczuréw, najwazniejszymi enzymami cytochromu P450 regulowanymi przez
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hormon wzrostu sg3 CYP2C11 (samce) i CYP2C12 (samice). Badania wykazaly, ze
w watrobie szczurzych samcoOw czynnik STATSb ulega gwaltownej aktywacji
w odpowiedzi na wydzielenie GH do krwi, natomiast u samic jego aktywno$¢ jest
stabilna, lecz niska (Waxman i O’Connor 2006; Laz i wsp. 2009), co koreluje
z zaleznym od plci wzorcem sekrecji GH (pulsacyjnym u samcow i cigglym u samic).
Jednoczesnie przypuszcza si¢, ze stale wydzielanie GH u szczurzych samic moze
zachodzi¢ przez stymulacj¢ fosfolipazy A2, inicjujacej kaskade kwasu arachidonowego,
co prowadzi do indukcji ekspresji CYP2C12 (Gonzalez i Lee 1996). Innymi czynnikami
transkrypcyjnymi, ktore uczestnicza w sygnalizacji wewnatrzkomorkowej regulowanej
przez hormon wzrostu sa C/EBP (ang. CCAAT/enhancer-binding protein) i HNF1/3/4/6
(ang. hepatic nuclear factor) (Li1i wsp. 2015).

Glikokortykosteroidy, takie jak kortyzol u czlowieka czy kortykosteron
u szczura, wigzg si¢ z receptorem glikokortykoidowym (GR), ale ich wysokie stezenia
powoduja réwniez indukcje tzw. ksenoreceptoréw, czyli receptora weglowodorow
aromatycznych (AhR), konstytutywnego receptora androstanu (CAR) oraz receptora
pregnanu X (PXR) (Honkakoski 1 Negishi 2000; Gibson i wsp. 2002; Pascussi i wsp.
2008). W przypadku receptora GR, po zwigzaniu ligandu nast¢puje przemieszczenie do
jadra komorkowego, gdzie kompleks ten tworzy homodimer, ktory wigze si¢
z sekwencja GRE (ang. glucocorticoid responsive element) na DNA, co skutkuje
regulacja ekspresji genéw docelowych (Schuetz i wsp. 1984). Wystepowanie sekwencji
GRE stwierdzono w genach kodujacych enzymy z rodzin CYP2B, CYP2C i1 CYP3A
(Pavek 1 Dvorak 2008).

Receptor hormonu tarczycy, nalezacy do nadrodziny steroidowych receptoréw
jadrowych (NR — ang. nuclear receptor), wystgepuje w dwoch izoformach THRa
1 THRB (Rehman i wsp. 2023), tworzac heterodimery z jadrowym receptorem
X retinoidow (RXR — ang. retinoid X receptor), ktére sg zaangazowane w regulacje
niektorych enzymow cytochromu P450 (Brtko 1 Dvorak 2011). Receptory hormonow
tarczycy, tworzace kompleks z biatkami hamujacymi transkrypcje, wiaza si¢ w obszarze
sekwencji TRE (ang. thyroid hormone responsive element) na DNA. Przylaczenie
ligandu, takiego jak trojjodotyronina (T3) lub tyroksyna (Ts4), powoduje, ze kompleks
ten ulega dysocjacji, a w efekcie uruchamia ekspresj¢ gendéw. Natomiast badania

fizjologiczne 1 biochemiczne in vivo przeprowadzone na ochotnikach ludzkich oraz na
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szczurach pozbawionych przysadki mézgowej lub tarczycy, a takze badania in vitro
z uzyciem szczurzych lub ludzkich hepatocytow wskazuja, ze hormony tarczycy moga
wptywaé negatywnie na ekspresj¢ 1 aktywno$¢ wielu enzymow cytochromu P450
nalezacych do podrodzin CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP3A i CYP8BI
(Yamazoe i wsp. 1989; Waxman i wsp. 1990; Yamazoe in wsp. 1990; Murayama i wsp.
1991; Liddle i wsp. 1992; Anderson i wsp. 1999; Takahashi i wsp. 2010). Obserwowane
efekty zalezg od gatunku, pici, enzymu CYP, poziomu T3/T4 1 moga wynika¢ z wptywu
hormondw tarczycy na sekrecj¢ innych hormonéw regulujacych enzymy CYP lub by¢
efektem dziatania na ekspresje gendow CYP na poziomie hepatocytu. Moga one by¢
takze wynikiem wplywu hormonu tarczycy na synteze¢ i degradacje hemu, istotnego
komponentu cytochromu P450 posiadajacego strukture hemoproteiny (Smith
1 Drummond 1988).

Receptor weglowodorow aromatycznych (AhR) w postaci nieaktywnej tworzy
kompleks z biatkami opiekunczymi (Larigot i wsp. 2018). Ligand, np. w postaci
wielopierscieniowego weglowodoru aromatycznego, wymusza zmiang konformacyjna,
ktoéra umozliwia translokacje do jadra komoérkowego, gdzie tworzy kompleks z biatkiem
ARNT (ang. aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). Powstaly aktywny
czynnik transkrypcyjny wiaze si¢ nastgpnie do sekwencji XRE (ang. xenobiotic
response element) na DNA (Hankinson 1995; Kou 1 Dai 2021), co wywoluje ekspresje
gendw CYP. AhR 1 enzymy cytochromu P450 s3 wzajemnie powigzane poprzez
mechanizm sprzgzenia zwrotnego. Enzymy cytochromu P450 metabolizujg ligandy
AhR, co tworzy petle regulacyjna, ktora moduluje aktywno$¢ AhR (Chiaro 1 wsp. 2007;
Larigot i wsp. 2018). Poniewaz AhR jest zaangazowany w procesy odpowiedzi
immunologicznej, zaburzenie regulacji szlaku AhR-CYP1 jest kojarzone z chorobami
zapalnymi oraz nowotworowymi (Riaz 1 wsp. 2022; Bahman i wsp. 2024). Przypuszcza
si¢, ze szlak AhR-CYP1 moze mie¢ zwigzek z ochrong organizmu przed infekcjami (Xu

1 wsp. 2024).

Konstytutywny receptor androstanu (CAR) pozostaje aktywny rowniez pod
nieobecnos¢ ligandu, cho¢ obecno$¢ agonistow i antagonistow moduluje jego funkcje.
Przemieszczenie CAR do jadra komoérkowego nastepuje wskutek oddysocjowania
biatek pomocniczych 1 dimeryzacje z RXR (Yang 1 Wang 2014). Do agonistow CAR
zalicza si¢ CITCO, pochodng imidazo[1,2-a]pirydyny (Mejdrova i wsp. 2023), a do
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agonistow odwrotnych androstenol i1 androstanol (Yang i Wang 2014). CAR
posredniczy w indukcji enzyméw z rodzin CYP2B i CYP3A, u czlowieka glownie
CYP2B6 (Lynch i wsp. 2013). Jednoczesnie CAR wptywa na utrzymanie homeostazy
lipidow oraz glukozy, wptywajac na metabolizm endogennych substancji zaleznych od
enzymow cytochromu P450, takich jak kwasy zolciowe czy steroidy (Stern i wsp.

2022).

Receptor pregnanu X (PXR) po zwigzaniu z ligandem i1 oddysocjowaniu biatek
pomocniczych jest przemieszczany do jadra komorkowego, gdzie podobnie jak CAR
tworzy heterodimer z RXR. Heterodimer PXR-RXR wigze si¢ ze specyficznymi
sekwencjami DNA w promotorach genéw docelowych, prowadzac tym samym do ich
aktywacji transkrypcyjnej (Ma 1 wsp. 2008). PXR moze by¢ aktywowany przez wiele
réznych substancji, zarowno endogennych, jak i egzogennych, takich jak steroidy
1 kwasy zotciowe, ale tez antybiotyki (Kliewer i wsp. 2002). Pobudzenie receptora PXR
prowadzi do indukcji enzymoé6w cytochromu P450 z podrodzin CYP2B, CYP2C
1 CYP3A (Smutny 1 wsp. 2013). Jednoczesnie PXR reguluje takze ekspresj¢ enzymow

IT fazy metabolizmu lekow (Ramanjulu i wsp. 2021).

Na ekspresje enzymoé6w cytochromu P450 moga wptywaé takze cytokiny,
poprzez rézne $ciezki regulacyjne, oddzialujac na procesy transkrypcji, modyfikacje
potranslacyjne, jak rowniez oddzialujac ze szlakami hormonalnymi. Wykazano, iz
aktywacja  wewnatrzkomorkowych  szlakow  sygnalowych ~ MAPK  (ang.
mitogen-activated protein kinases), PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinase), JAK-STAT
(ang. Janus kinase-signal transducer and activator of transcription) 1 czynnika NF-kB
(ang. nuclear factor kappa B) poprzez cytokiny IL-1B, IL-4, IL-6, TNF-a (ang. tumor
necrosis factor alpha) oraz IFN-y (ang. interferon gamma), wiaze si¢ na przyktad ze
zmiang poziomu komplekséw RXR/receptor jadrowy, a w konsekwencji wplywa na
transkrypcje gendw CYP (Abdel-Razzak 1 wsp. 1993; Wang 1 wsp. 2022). W badaniu
Abdulla 1 wsp. (Abdulla 1 wsp. 2005) iniekcja lipopolisacharydu — bakteryjnej
endotoksyny — do komdr mézgu szczura, spowodowata zwigkszenie poziomu cytokin
w mozgu oraz wzrost ekspresji TNF-a i1 inhibitora kappa B-alfa w watrobie, ktorym
towarzyszylo obnizenie ekspresji enzyméw CYP2D1/5, CYP2B1/2 oraz CYPIAL.
Cytokiny moga réwniez wptywaé na regulacje hormonalng cytochromu P450. Na

przyktad, IL-6 oddziatuje na sygnalizacjg GH poprzez zmian¢ wlasciwosci
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heterodimeréw STAT, modulujagc w ten sposdb regulacje ekspresji enzymow CYP
(Wang i wsp. 2022).

2.2 Regulacja na poziomie obwodowym
Regulacja aktywnos$ci enzyméw cytochromu P450 pozostaje pod kontrolg osi:

e podwzgdrze—przysadka—nadnercza
e podwzgdrze—przysadka—tarczyca

e podwzgorze—przysadka—watroba.

O$ podwzgorze—przysadka—nadnercza reguluje poziomy glikokortyko-
steroidow w tkankach, kortyzolu u ludzi lub kortykosteronu u szczuréw, ktore sa
wydzielane przez kor¢ nadnerczy, co jest zalezne od przysadkowego hormonu
adrenokortykotropowego (ACTH — ang. adrenocorticotropic hormone), ktérego
sekrecja podlega regulacji przez podwzgoérzowy hormon uwalniajacy kortykotropine
(CRH - ang. corticotropin-releasing hormone) (Burford 1 wsp. 2017). Wydzielanie
kortyzolu u ludzi przebiega zgodnie z rytmem dobowym, najwyzsze stezenie osiggane
jest wkrotce po przebudzeniu, co wspomaga czujnos¢ i aktywno$¢ metaboliczna,
nastgpnie stezenie kortyzolu we krwi spada osiagajac najnizszy poziom migdzy 2:00
a4:00 godzing rano (Chan i Debono 2010; Mohd Azmi i wsp. 2021). Literatura
naukowa nie wykazuje wigkszych rdéznic w poziomie kortyzolu miedzy plciami
(Diaz-Mardomingo 1 wsp. 2023; Teo 1 wsp. 2023), natomiast czynniki stresowe
o charakterze psychologicznym powoduja u mezczyzn znacznie Wwyzszy wyrzut
kortyzolu anizeli ukobiet. Rdéznice te s3 znacznie mniejsze, je$li dotycza stresu
o charakterze niepsychologicznym (Kirschbaum 1 wsp. 1992). U szczurow z kolei
kortykosteron osigga najwyzsze stezenie w fazie aktywnej, ktora przypada w nocy,
natomiast najnizszy poziom w ciggu dnia w fazie nieaktywnej (Yao i wsp. 2006).
Jednoczes$nie, podobnie jak u ludzi, wyraZniejszy wzrost wydzielania kortykosteronu
w odpowiedzi na stres psychologiczny wystepuje u samcoOw w poréwnaniu do samic
(Mohawk 1 wsp. 2007). Wptyw glikokortykosteroidow na ekspresje¢ enzymow
cytochromu P450 jest wieloaspektowy 1 obejmuje regulacj¢ transkrypcyjng, interakcje
zr6znymi szlakami hormonalnymi, a takze modulacje $ciezek zapalnych. Poprzez
receptor GR glikokortykosteroidy reguluja bezposrednio geny CYP24, CYP2B, CYP2C
i CYP34 (Honkakoski 1 Negishi 2000; Gibson i wsp. 2002). W regulacji enzymow
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podrodziny CYP3A poza receptorem GR, znaczenie maja réwniez receptory PXR
1 CAR, ktorych ekspresja jest regulowana przez glikokortykosteroidy (Pascussi i wsp.
2003, 2004). U zwierzat niski poziom kortykosteronu indukuje ekspresje CYP2CI1,
natomiast wysoki hamuje jg, w czym posredniczg receptory GR. Podobny efekt
zaobserwowano po podaniu syntetycznego glikokortykosteroidu — deksametazonu (Iber
i wsp. 1997). Regulacja CYP1A zachodzi z kolei gtéwnie poprzez receptor AhR,
indukujac ekspresje szczurzego CYP1A1/2 1 ludzkiego CYP1A2, lecz nie CYP1Al
(Monostory i wsp. 2005; Monostory i Dvorak 2011). Ponadto, glikokortykosteroidy
wigzg si¢ do elementu GRE w obrebie genéw CYPIA, wpltywajac pozytywnie na
transkrypcje (Monostory i wsp. 2009).

O$ podwzgodrze—przysadka—tarczyca kontroluje poziom hormondéw tarczycy:
trojjodotyroniny — T3z 1 tyroksyny — T4, ktorych sekrecja jest zalezna od wydzielanej
z przysadki tyreotropiny (TSH — ang. thyroid-stimulating hormone), podlegajacej
kontroli podwzgdérzowej tyreoliberyny (TRH — ang. thyrotropin-releasing hormone).
Hormon TSH wykazuje cykliczne zmiany w ciaggu doby — najwyzsze warto$ci
obserwuje si¢ na poczatku snu, a najnizsze w godzinach popotudniowych. Wzmozona
nocna produkcja TSH pobudza wydzielanie T3 i T4 po przebudzeniu, a nastgpnie ich
stezenie stopniowo maleje w ciggu dnia (Fisher 1996). Poziom TSH u kobiet jest
WyZzszy niz u mezczyzn, co moze by¢ efektem wptywu hormonéw takich jak estrogen
(Shinkov 1 wsp. 2014; Yang i Cao 2022). Jednocze$nie w okresach stresu poziom
hormonéw tarczycy u kobiet moze wahaé si¢ w wigkszym stopniu, anizeli u m¢zczyzn
(Zhao 1 wsp. 2023). U szczurow z kolei wigkszy wplyw na wydzielanie hormonoéw
tarczycy ma testosteron niz estrogen. Rytm dobowy TSH jest niezalezny od sprz¢zenia
zwrotnego hormondéw T; 1 Ty, lecz w pewnym stopniu podlega bodZzcom takim jak pory
karmienia (Stringer i wsp. 1981). Literatura naukowa wykazuje, iz hormony tarczycy
negatywnie wptywaja na regulacje enzyméw CYPIA, CYP2A, CYP2B oraz CYP3A
(Yamazoe 1 wsp. 1989; Waxman 1 wsp. 1990). W badaniach na ludziach oraz ludzkich
hepatocytach obserwowano obnizenie aktywnosci enzymu CYP3A4 pod wptywem T3;
w hodowli hepatocytow stwierdzono rowniez spadek poziomu biatka oraz mRNA tego
enzymu (Liddle 1 wsp. 1998; Takahashi 1 wsp. 2010). Uwaza si¢, iz enzymy CYP3A
podlegaja regulacji przez hormony tarczycy w podobnym stopniu co przez hormon
wzrostu 1 glikokortykoidy (Liddle i wsp. 1998). Stwierdzono rowniez, iz deplecja

hormonéw tarczycy zmniejsza aktywno$¢ reduktazy cytochromu P450 zaleznej od
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NADPH, ktora jest kluczowa dla enzymow cytochromu P450, a podanie T3 lub Ty
przywraca aktywno$¢ reduktazy (Ram i Waxman 1992).

0O$ podwzgorze—przysadka—watroba odpowiada za wydzielanie hormonu
wzrostu (GH) z przedniego ptata przysadki moézgowej oraz jego oddzialywanie na
procesy transkrypcji w watrobie. Wydzielanie GH jest zalezne od podwzgoérzowych
peptydow: somatostatyny (SRIH — ang. somatotropin release-inhibiting hormone)
1 somatoliberyny (GHRH — ang. growth hormone-releasing hormone). Somatostatyna
reguluje sekrecje hormonu wzrostu negatywnie, natomiast somatoliberyna pozytywnie.
Jednoczesnie wydzielanie hormonu wzrostu jest zalezne od czynnikow takich jak pleé¢
czy gatunek. U szczurzych samcow sekrecja hormonu wzrostu wykazuje wyrazny
pulsacyjny wzorzec co 3—4 godziny o wysokiej amplitudzie. Szczurze samice natomiast
charakteryzuja si¢ ztozonym profilem wydzielania hormonu wzrostu z impulsami co
1-2 godziny i nizsza amplitudg niz u samcoéw, z prawie cigglym wydzielaniem GH
w ciggu dnia, co skutkuje stosunkowo statym poziomem GH w krazeniu, jednak
W porze nocnej wzorzec uwalniania staje si¢ szybszy 1 wysoce pulsacyjny (O’Sullivan
1 wsp. 1986; Clark 1 wsp. 1987; Pincus i wsp. 1996). U szczurzych osobnikéw meskich
pulsacyjna sekrecja hormonu wzrostu stymuluje ekspresj¢ enzymu CYP2C11, natomiast
u szczurzych osobnikow zenskich bardziej ciggle wydzielanie GH pobudza ekspresje
enzymu CYP2CI12 (Zaphiropoulos i wsp. 1989; Agrawal i Shapiro 2000; Pampori
1wsp. 2001; Waxman i1 O’Connor 2006). Zaobserwowano rowniez, iz zaklocenie
pulsacyjnego wydzielania GH u samcow szczurow ttumi produkcje specyficznych dla
samcOw enzymoOw cytochromu P450, a indukuje enzymy zefiskie, co stwierdza si¢ takze
u starzejacych si¢ samcoOw szczurdw, ktore wraz z wiekiem tracg epizodyczny wzorzec
sekrecji GH (Dhir i Shapiro 2003). Podobnie u ludzi obserwuje si¢ rézny poziom
hormonu wzrostu w zalezno$ci od pfici. Sekrecja GH charakteryzuje si¢ nocnym
szczytem, a roznice miedzy plciami wynikajg z dynamiki podwzgoérzowych hormonow
somatostatyny i somatoliberyny oraz modulujacego wptywu estrogenu na przysadke
(Schaub 1 wsp. 1980; Jaffe i wsp. 1995; Farhy i wsp. 2007). Bardziej regularne
wydzielanie hormonu wzrostu obserwuje si¢ u mezczyzn, za§ u kobiet sekrecja
hormonu wzrostu jest nieregularna 1 o wigkszej amplitudzie (Pincus 1 wsp. 1996).
U cztowieka GH wplywa na ekspresje enzymoéw CYP2B6 1 CYP3A4 (Lamba i1 wsp.
2003; Dhir i wsp. 2006). Ponadto na sekrecj¢ GH moga wpltywac tez glikokortykoidy,

zaleznie od stezenia. Fizjologiczne stezenie glikokortykoidow pobudza synteze
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receptoréw dla GHRH oraz inicjuje ekspresj¢ genu GH. Natomiast wysokie stezenie
glikokortykoidow powoduje zwigkszenie uwalniania podwzgoérzowej somatostatyny,
obnizajac tym samym wydzielanie GH (Devesa 1 wsp. 1995; Miller 1 Mayo 1997).
Innym waznym czynnikiem wptywajacym na wydzielanie GH sa hormony piciowe,
takie jak testosteron czy estrogeny, oddziatujace na poziomie podwzgorza i przysadki

(Zaphiropoulos 1 wsp. 1989).
2.3 Neuroendokrynna regulacja na poziomie moézgu

Z poziomu mozgu, kontrole neuroendokrynng nad sekrecja hormonow
w organizmie pelni podwzgorze. Podwzgorze zawiera liczne jadra, odpowiadajace za
regulacje kluczowych funkcji fizjologicznych organizmu. W aspekcie regulacji
endokrynnej cytochromu P450 najwazniejsza rol¢ odgrywaja jadra tukowate ARC (ang.
arcuate nucleus) oraz przykomorowe PVN (ang. paraventricular nucleus), ktorych
lokalizacje¢ przedstawiono na rycinie 1. W PVN wytwarzane s3: CRH, TRH oraz SRIH,
natomiast GHRH pochodzi gtownie z ARC (Lechan i Toni 2000).

-, &

ARC 3K ARC

Rycina 1. Lokalizacja jader lukowatego (ARC) i przykomorowego (PVN) w podwzgorzu, oraz
wzgledem trzeciej komory moézgu (3K) (na podstawie Tran i wsp. 2022; Makrygianni
i Chrousos 2023).

Hormony podwzgérzowe, po wydzieleniu w obszarze wyniosto$ci przysrodkowej,
docierajg do przedniego ptata przysadki mézgowej poprzez wrotny uktad naczyniowy,
wpltywajac na sekrecje hormondéw przysadkowych. Bogato unerwione podwzgorze jest

facznikiem pomiedzy ukladem nerwowym 1 hormonalnym, stanowigc tym samym
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najwyzszy poziom kontroli neuroendokrynnej enzyméw cytochromu P450 (Miiller
1989; McMahon i wsp. 2001; Wojcikowski i Daniel 2011). Literatura naukowa
dostarcza informacji na temat wptywu uktadow monoaminergicznych mozgu
dopaminergicznego (Wojcikowski 1 wsp. 2007, 2008; Wojcikowski 1 Daniel 2009),
noradrenergicznego (Kot i Daniel 2011; Bromek i wsp. 2013; Sadakierska-Chudy i wsp.
2013; Kot i wsp. 2015) i serotoninergicznego (Rysz i wsp. 2015, 2016a, 2016b) —

w aspekcie regulacji cytochromu P450 w watrobie.

Po raz pierwszy wplyw uktadu dopaminergicznego na regulacje cytochromu
P450 w watrobie przedstawiono w pracy Wojcikowski i wsp., gdzie obserwowano
wplyw uszkodzen szlakoéw dopaminergicznych: guzowo-lejkowego,
czarno-prazkowiowego i1 mezolimbicznego na poziom i aktywno$¢ enzymow CYP
w watrobie szczura (Wojcikowski 1 wsp. 2007). Badacze wykazali, ze uszkodzenie
szlaku guzowo-lejkowego zmniejszyto poziom i1 aktywnos¢ enzyméw CYP2B,
CYP2C11 i CYP3A oraz spowodowato wzrost aktywnosci i poziomu biatka CYP1A.
Podobne zmiany dla enzymoéw CYP1A oraz CYP3A obserwowano po uszkodzeniu
szlaku mezolimbicznego, natomiast uszkodzenie szlaku czarno-prazkowiowego nie
wykazalo istotnych zmian. W kolejnym badaniu Wojcikowski i wsp. zbadali wplyw
aktywacji dopaminergicznych szlakow: guzowo-lejkowego oraz mezolimbicznego na
enzymy cytochromu P450 w watrobie szczura (Wojcikowski i wsp. 2008). W celu
aktywacji szlaku guzowo-lejkowego zastosowano dootrzewnowe podania dopaminy
(agonista receptorow Di/D;), natomiast do pobudzenia szlaku mezolimbicznego
przeprowadzono lokalne iniekcje apomorfiny (nieselektywny agonista receptoréw
Di/D2) lub amfetaminy (posredni dopaminomimetyk). Aktywacja obu szlakow
doprowadzila do uzyskania odwrotnych zmian w aktywnosci i poziomach wybranych
enzymow cytochromu P450 w watrobie, w stosunku do wynikéw, ktore uzyskano po
uszkodzeniu tychze szlakéw. Jednoczesnie stwierdzono zmiany w poziomach
hormondéw: aktywacji szlaku guzowo-lejkowego towarzyszyt wzrost poziomu GH oraz
obnizenie poziomu Ts. Natomiast w przypadku aktywacji szlaku mezolimbicznego
stwierdzono wzrost poziomu kortykosteronu oraz obnizenie poziomu T3. Uwaza si¢, iz
w aspekcie zaangazowania szlakow dopaminergicznych w neuroendokrynng regulacje
cytochromu P450, gtéwna role odgrywaja receptory D> przysadki moézgowej oraz jadra
potlezacego przegrody (Wojcikowski i Daniel 2009).
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Potencjalne zaangazowanie ukladu noradrenergicznego w regulacje
watrobowych enzymoéw cytochromu P450 wykazano w pracy Kot i Daniel (Kot i Daniel
2011).  Zaobserwowano, iz  dootrzewnowe  podanie  szczurom  DSP-4
(N-(2-chloroetylo)-N-etylo-2-bromobenzylamina), neurotoksyny specyficznej dla
uktadu noradrenergicznego, ktore wywotato spadek poziomu noradrenaliny w mézgu,
spowodowato obnizenie aktywnosci enzyméow CYP2B, CYP2CI11 i CYP3A oraz
podwyzszenie aktywnosci CYPIA w watrobie. Uzyskane wyniki potwierdzono
w badaniu Sadakierska-Chudy i wsp. (Sadakierska-Chudy i wsp. 2013), w ktérym
badacze tg samg toksyne podali do komér bocznych mézgu szczura, w wyniku czego
zaobserwowano obnizenie aktywnosci enzyméw CYP2CI1 i CYP3A (lecz nie
CYP2B), a podwyzszenie aktywnosci CYPIA w watrobie. Podobne wyniki uzyskano
w poziomie biatka powyzszych enzymow cytochromu P450. Jednoczes$nie stwierdzono
zmiany w poziomach hormondéw: obnizenie poziomu GH, T4 i testosteronu, a wzrost
stezenia kortykosteronu. W badaniu przeprowadzonym przez Bromek i wsp. (Bromek
iwsp. 2013) neurotoksyn¢ DSP-4 podano lokalnie do PVN lub ARC, ktére
spowodowato selektywne obnizenie poziomu noradrenaliny w tych strukturach.
Podaniu DSP-4 do PVN towarzyszyl wzrost aktywnosci i poziomu biatka enzymow
CYP2CI11 i CYP3A w watrobie (CYP1A bez zmian) oraz wzrost stezenia GH.
Natomiast podanie DSP-4 do ARC wywolato obnizenie aktywnosci CYP2CI11 oraz
zauwazalny spadek poziomu biatka i1 stezenia GH. Podobna tendencje¢ zaobserwowano
w przypadku CYP3A. W pracy Kot 1 wsp. (Kot 1 wsp. 2015) zbadano rol¢ grzbietowego
szlaku noradrenergicznego w regulacji cytochromu P450 w watrobie poprzez lokalne
podanie neurotoksyny 6-hydroksydopaminy do miejsca sinawego, ktére spowodowato
obnizenie poziomu noradrenaliny mozgu szczura. Towarzyszyt temu wzrost aktywnos$ci
1 poziomu biatka CYP2CI11 oraz aktywnosci CYP3A w watrobie. Jednocze$nie
stwierdzono wyzszy poziom GH. Natomiast podanie noradrenaliny do komoér bocznych
mozgu wywotato odwrotne efekty niz w przypadku zastosowania 6-hydroksydopaminy.
Powyzsze badania wskazuja na zaangazowanie unerwienia noradrenergicznego
podwzgorzowych jader PVN i ARC w regulacje watrobowego cytochromu P450, gdzie
wymienione jadra dziatajg przeciwstawnie (negatywnie i pozytywnie, odpowiednio).
Grzbietowy szlak noradrenergiczny unerwiajacy PVN (stymulacja syntezy

somatostatyny) odgrywa hamujaca role w tej regulacji.
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W innym badaniu zaobserwowano potencjalny wptyw  ukladu
serotoninergicznego na regulacje enzymoéw cytochromu P450 w watrobie szczura
(Kot 1 Daniel 2011). Badacze zastosowali dootrzewnowe podania PCA
(p-chloroamfetamina) — neurotoksyny specyficznej wobec neuronéw
serotoninergicznych oraz PCPA (p-chlorofenyloalanina) — inhibitora syntezy
serotoniny. Oba zwigzki spowodowaty spadek poziomu serotoniny oraz jej metabolitu
kwasu 5-hydroksyindolooctowego w moézgu, ktérym towarzyszyto obnizenie
aktywnosci enzyméw CYP2CI1 1 CYP3A oraz podwyzszenie aktywnosci CYPIA
w watrobie. W innym badaniu Rysz i wsp. (Rysz i wsp. 2015) podano inng specyficzng
neurotoksyn¢ — 5,7-DHT (5,7-dihydroksytryptamina) do grzbietowych i §rodkowych
jader szwu mozgu szczura, co doprowadzito do obnizenia poziomu serotoniny oraz
kwasu 5-hydroksyindolooctowego w strukturach mozgu. Jednoczes$nie stwierdzono
wzrost aktywnos$ci i poziomu biatka enzymow CYP1A, CYP2CI1 i CYP3A oraz
poziomu mRNA CYPIAI, CYPIA2, CYP2CI1 i CYP3A1, ktérym towarzyszylo wyzsze
stezenie GH, kortykosteronu i testosteronu. W kolejnej pracy przedstawiono natomiast
efekty stymulacji mozgowego uktadu serotoninergicznego podaniem prekursora
serotoniny 5-hydroksytryptofanu do komoér bocznych moézgu szczura (Rysz i wsp.
2016a), ktore spowodowaly wzrost poziomu serotoniny i jej metabolitu kwasu
5-hydroksyindolooctowego w strukturach mozgu. W watrobie zaobserwowano
obnizenie aktywnosci 1 poziomu biatka enzymow CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2Cl11
1 CYP3A, jak rowniez mRNA odpowiednich genow. Zmianom tym towarzyszyto
obnizenie stezenie GH 1 podwyzszenie T4. Nastepnie zaprezentowano wyniki uzyskane
po uszkodzeniu unerwienia serotoninergicznego jader PVN lub ARC za pomoca
lokalnych podan neurotoksyny 5,7-DHT (Rysz i wsp. 2016b). Podanie 5,7-DHT do
PVN spowodowalo obnizenie aktywnosci, poziomu biatka oraz mRNA enzymu
CYP2C11, czemu towarzyszyl wzrost stezenia GH 1 testosteronu. Natomiast iniekcja
5,7-DHT do ARC skutkowata odwrotnymi efektami niz w przypadku podan do PVN.
Przedstawione badania podkreslaja wazna role moézgowego uktadu serotoninergicznego
w neuroendokrynnej regulacji cytochromu P450 w watrobie, gdzie PVN 1 ARC pelnig
przeciwstawng rolg — pozytywng i negatywng, odpowiednio.

Podsumowujac, uktady dopaminergiczny i noradrenergiczny moézgu regulujg
ekspresje watrobowych enzyméw CYP2C11 i CYP3A w sposob pozytywny, natomiast

uktad serotoninergiczny w sposdb negatywny. Jednocze$nie regulacja CYP1A zachodzi
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W sposob negatywny przez wszystkie powyzsze uktady monoaminergiczne. Wazng role
w aspekcie neuroendokrynnej regulacji pelniag podwzgoérzowe jadra ARC i1 PVN,
dziatajace w sposob przeciwstawny. Uktady monoaminergiczne mogg wptywac réwniez
na przysadke moézgowa, gdzie takze znajduja si¢ receptory dopaminergiczne Do,
noradrenergiczne o 1 ap oraz serotoninergiczne 5-HT; 1 5-HT> (Wojcikowski i Daniel
2011). Warto wspomnie¢, ze podwzgorze reguluje funkcje fizjologiczne watroby nie
tylko za pomocg hormonow, ale takze poprzez stymulowanie autonomicznego uktadu
nerwowego, wptywajac na poziom glukozy i metabolizm glikogenu, jak roéwniez na
regeneracje watroby, oddziatujac bezposrednio na samg watrobe lub posrednio poprzez
nadnercza i trzustke, stymulujac wydzielanie adrenaliny i noradrenaliny lub glukagonu

(Wojcikowski 1 Daniel 2009).
3. Uklad glutaminianergiczny

Leczenie zaburzen neuropsychiatrycznych oparte jest gldéwnie o wplyw na
uktady neuroprzekaznikow monoaminowych, chociaz literatura naukowa dostarcza
coraz wigcej dowodow, iz uklad glutaminianergiczny rowniez jest zaangazowany
w mechanizmy patofizjologiczne wielu chordb zwigzanych z ukladem nerwowym,
takich jak choroby neurodegeneracyjne czy depresja, tym samym otwierajagc nowe
obszary dla odkrywania potencjalnych lekow (Niciu 1 wsp. 2012). Receptor
N-metylo-D-asparaginianowy (NMDA) wydaje si¢ by¢ interesujacym celem
terapeutycznym o duzym potencjale, jednakze jak dotad potencjalni kandydaci na leki,
W postaci antagonistow receptora NMDA, napotkali szereg przeszkdd w postaci dziatan
niepozadanych czy trudnosci przenikania przez barier¢ krew—mozg. Receptor NMDA
jest niezbedny do fizjologicznego funkcjonowania organizmu, cho¢ w warunkach
patologicznych wymaga blokowania, dlatego allosteryczni modulatorzy lub antagonisci
z ukierunkowaniem na podjednostke GluN2B wydaja si¢ by¢ atrakcyjnym celem badan

m.in. ze wzgledu na niski profil dziatan niepozadanych (Egunlusi i Joubert 2024).

3.1 Sygnalizacja glutaminianergiczna w mozgu

W latach 80. XX wieku stwierdzono, ze glutaminian jest gltoéwnym
neuroprzekaznikiem pobudzajacym w osrodkowym ukladzie nerwowym ssakow.
Wczesniej jego wplyw na mozg byt znany, cho¢ sprowadzano go gléwnie do funkcji
metabolicznej. Egzogenny glutaminian dostarczany wraz z dietg nie przekracza bariery

krew—modzg, w mézgu produkowany jest z glukozy docierajacej do osrodkowego uktadu
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nerwowego, gdzie shuizy rowniez jako prekursor do produkcji  kwasu
y-aminomastlowego (GABA — ang. gamma-aminobutric  acid) gldéwnego
neuroprzekaznika hamujagcego, ktoéry moze by¢ wykorzystywany do ponownej syntezy
glutaminianu (Petroff 2002; Niciu i wsp. 2012; Onaolapo i Onaolapo 2020). Istniejg
jednak doniesienia sugerujace, iz glutaminian oddzialujacy w $wietle jelita moze
w pewnym stopniu wplywa¢ na rézne struktury mozgu posrednio poprzez stymulacje
aferentnego nerwu btednego (Onaolapo 1 Onaolapo 2020). Metabolizm glutaminianu
w mozgu jest zlozony 1 obejmuje neurony oraz astrocyty w cyklu
glutaminian—glutamina. W procesie glikolizy, glukoza w cytoplazmie jest
metabolizowana do pirogronianu, ktory nastepnie ulega przeksztalceniu do
acetylokoenzymu A i szczawiooctanu, a te z kolei podlegaja kondensacji do cytrynianu,
z ktorego powstaje a-ketoglutaran (aKG) w cyklu kwasu trojkarboksylowego
(TCA — ang. tricarboxylic acid cycle). Uwolniony z cyklu a-ketoglutaran stuzy dalej do
utworzenia glutaminianu (Glu) w procesie katalizowanym przez aminotransferazg
asparaginianowa (AAT — ang. aspartate aminotransferase). Dalszy metabolizm,

zachodzacy w astrocytach, prowadzi do powstania glutaminy (Gln) przez syntetazg

glutaminy (rycina 2).
NEURON ASTROCYT
TCA TCA
CI.K¢G -:LK‘G

GiIn «+— Glu

F 3

Glu «=— GIn

Glu | —»Glu »Glu

Rycina 2. Schemat przedstawiajacy powstawanie glutaminianu z a-ketoglutaranu (a-KG),

pochodzacego z cyklu kwasu trikarboksylowego (TCA), oraz dalsze przemiany w cyklu
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glutaminian—glutamina zachodzgce mig¢dzy neuronem a astrocytem. W astrocytach
a-ketoglutaran ulega przeksztalceniu do glutaminianu, a nast¢pnie do glutaminy, ktoéra jest
transportowana do neuronéw. Tam glutamina ulega deamidacji do glutaminianu, pelnigcego
funkcje neuroprzekaznika. Uwolniony glutaminian jest ponownie wychwytywany przez

astrocyty, co zamyka cykl (na podstawie Schousboe i wsp. 2014; Hertz i Chen 2017).

Glutamina uwolniona przez astrocyty jest ponownie metabolizowana w neuronach do
glutaminianu przez mitochondrialng transaminaz¢ (Schousboe i1 wsp. 2014; Hertz
1 Chen 2017). Poziom glutaminianu w przestrzeni zewnatrzkomorkowej jest Scisle
regulowany, a jego nadmiar w szczelinie synaptycznej jest usuwany poprzez
transportery aminokwasow pobudzajacych (EAATs — ang. excitatory amino acid

transporters) (Niciu 1 wsp. 2012).

Istnieje pie¢ glownych szlakow glutaminianergicznych w  osrodkowym
ukladzie nerwowym: trzy zstepujace z kory do struktur podkorowych (takich jak pien
moézgu, wzgorze, jadro potlezace i prazkowie), jeden wstepujacy ze wzgodrza do kory
mozgowej oraz szlak korowo—korowy w postaci petli stabilizujagcych aktywnos$¢ sieci

neuronalnych, co przedstawiono na rycinie 3 (Cieslik 1 Wieronska 2020).

Pa- ]

o<

¥

Rycina 3. Szlaki glutaminianergiczne w moézgu cztowieka i szczura; a — szlak korowo—pniowy,
b — szlak korowo—prazkowiowy, ¢ — szlak wzgoérzowo—korowy, d — szlak korowo—wzgoérzowy,

e — szlak korowo—korowy (na podstawie Schwartz i wsp. 2012; Cieslik 1 Wieronska 2020).

Pobudzajaca aktywno$¢ uktadu glutaminianergicznego moézgu pozostaje pod
hamujacym wplywem ukltadu GABA, co pozwala utrzyma¢ rownowage
homeostatyczng moézgu. Jednoczesnie w pracy Supiot 1 wsp. (Supiot 1 wsp. 2024)

autorzy ukazujg istnienie potaczenia pomiedzy przysrodkowa kora przedczotowsa
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(mPFC — ang. medial prefrontal cortex) a bocznym podwzgoérzem (LHA — ang. lateral
hypothalamus area), gdzie mPFC kontroluje rézne podtypy komorek w LHA, ale
szczegoOlnie silnie oddzialuje na neurony glutaminianergiczne. Badacze zauwazaja, iz
szlak mPFC-LHA pelni wazng role w regulowaniu przyjmowania pokarmu, a pod
wplywem stresu spotecznego pobudzenie szlaku mPFC-LHA prowadzi do

zwigkszonego spozycia pokarmow.

Badania immunocytochemiczne z zastosowaniem markera
glutaminianergicznego VGIuT2 (ang. vesicular glutamate transporter 2, biatko
odpowiedzialne za kumulowanie glutaminianu w pecherzykach synaptycznych)
wykazaly glutaminianergiczne unerwienie neuroendokrynnych komorek podwzgorza,
odpowiedzialnych za wydzielanie CRH, GHRH, TRH, SRIH, jak rowniez obszaru
wyniostosci przysrodkowej (Kiss 1 wsp. 2006; Hrabovszky 1 Liposits 2008).
Potwierdzono takze obecno$¢ jonotropowych receptorow glutaminianu (NMDA,
AMPA, KA) w obszarach zardwno wyniosto$ci przysrodkowej, jak i przysadki
mozgowej (Hrabovszky i Liposits 2008). Eksperymenty na preparatach tkankowych
ARC wykazaty uwalnianie glutaminianu w synapsach (Belousov i van den Pol 1997).
Uwaza si¢, ze glutaminianergiczne unerwienie ARC moze by¢ kluczowe dla regulacji
endokrynnej, poniewaz obserwowano, ze komorki glutaminergiczne w ARC kierowaty
swoje aksony do wyniostosci przysrodkowej. W badaniach na hodowlach neurondéw
pochodzacych z ARC, ktore prowadzono w obecno$ci antagonistow receptorow
glutaminianergicznych  stwierdzono, Ze usunigcie dlugotrwale stosowanych
antagonistow prowadzilo do zwigkszonej odpowiedzi na glutaminian uwolniony przez
inne neurony ARC, glownie poprzez receptory NMDA, ktérych udzial w regulacji
neuroendokrynnej byt juz badany (Belousov i van den Pol 1997). Réwniez w pracy
Aguilar 1 wsp. (Aguilar 1 wsp. 2005) przeanalizowano wptyw agonistow 1 antagonistow
roznych receptorow glutaminianergicznych na uwalnianie GH u szczuréw 1 stwierdzono
stymulacje wydzielania GH przez receptory jonotropowe (NMDA, KA 1 AMPA) oraz
marginalng role receptoréw metabotropowych w tym procesie. Analizy morfologiczne
wykazaly geste unerwienie glutaminianergiczne neurondéw CRH i TRH we wszystkich
obszarach drobnokomoérkowych PVN, sygnalizujagc zaangazowanie glutaminianu
w regulacje uwalniania CRH 1 TRH (Wittmann i wsp. 2005; Ulrich-Lai 1 wsp. 2011).
Gléwnymi zrodtami projekcji  glutaminergicznych do PVN sg istota szara

okolowodociagowa, boczne jadro przyramienne i obszar siatkowaty $rodmoézgowia
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(Ziegler 1 wsp. 2012). W pracy Kiss 1 wsp. (Kiss i wsp. 2006) potwierdzono
glutaminianergiczne unerwienie neurondéw odpowiedzialnych za wydzielania GHRH
w ARC oraz SRIH w PVN, wykorzystujac VGIuT2 1 podkreslajac, iz glutaminian
wptywa na wydzielanie GH z przysadki mézgowej poprzez bezposrednie oddziatywanie
na neurony PVN i ARC, ktére uwalniaja neurohormony do naczyn wrotnych.
Jednocze$nie badacze zauwazyli, iz cze¢$¢ neuronéw wydzielajacych GHRH tworzy
potaczenia synaptyczne na dendrytach i cialach innych neuronow syntetyzujacych

GHRH lub na dendrytach neuronoéw wydzielajagcych SRIH.

Literatura naukowa dostarcza informacji na temat roli jonotropowych
receptoréw glutaminianergicznych w regulacji wydzielania ACTH oraz GH, natomiast
receptory metabotropowe w tym kontek$cie byly mniej badane. Brann (Brann 1995)
donosi, ze regulacja wydzielania GH przez NMDA zachodzi gléwnie na poziomie
neurond6w GHRH w jadrze tukowatym, cho¢ zauwaza, iz somatostatyna moze réwniez
odgrywac¢ pewng role w tym procesie. W pracy Brann i Mahesh (Brann i Mahesh 1997)
autorzy stwierdzili, iz glutaminian jest gtlbwnym neuroprzekaznikiem kontrolujagcym o$
HPA, wptywajac na poziom CRH w PVN oraz stymulujac wydzielanie ACTH poprzez
receptory NMDA. Natomiast Evanson i wsp. oraz Evanson i Herman wykazali rolg
receptorow kainowych 1 metabotropowych grupy I w regulacji poziomu CRH w PVN
(Evanson 1 wsp. 2009; Evanson i Herman 2015). Ponadto Alfonso i wsp. oraz Arufe
1 wsp. wykazali regulacje wydzielania TSH 1 hormonéw tarczycy przez jonotropowe

receptory NMDA, AMPA 1 kainowe (Alfonso 1 wsp. 2000; Arufe 1 wsp. 2002).

Receptory NMDA  nalezg do  glutaminianergicznych  receptorow
jonotropowych (obok receptorow AMPA 1 kainowych), ktore s3a szeroko
rozpowszechnione w oS$rodkowym ukladzie nerwowym 1 wystepuja gltownie
postsynaptycznie, ale takze presynaptycznie jako autoreceptory lub heteroreceptory,
moga rowniez wystepowac pozasynaptycznie (Beaurain i wsp. 2024). W warunkach
spoczynkowych, receptor NMDA jest blokowany przez jony magnezu, natomiast do
jego aktywacji poza glutaminianem wymagana jest roéwniez obecno$¢ glicyny lub
D-seryny oraz odpowiedni potencjat blonowy, co umozliwia przeptyw gtéwnie jonow
wapnia oraz w mniejszym stopniu jonéw sodu do wnetrza komorki, a jondéw potasu na
zewnatrz. Receptor NMDA zbudowany jest z trzech typow podjednostek: GIluN1,
GluN2 (cztery podtypy GIuN2A-D) i GluN3 (dwa podtypy GluN3A-B). Klasyczny
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heterotetramer tworza dwie podjednostki GluN1 niezbedne do funkcjonowanie kanatu,
oraz najczesciej dwie podjednostki GIluN2 Iub kombinacja podjednostek GIluN2
1 GIuN3, ktore determinujg wilasciwosci farmakologiczne oraz kinetyke receptora.
Receptory triheteromeryczne wystepuja w caltym mozgu, ale najobficiej w ciele
migdatowatym, hipokampie i podwzgorzu (Ladagu 1 wsp. 2023). Sktad podjednostek
receptora zmienia si¢ wraz z wiekiem i jest zalezny od obszaru mézgu. W o$rodkowym
uktadzie nerwowym podjednostki GluN1 oraz GIuN2A wystepuja powszechnie.
Podjednostki GluN2B, GIuN2C i GIuN2D dominujg kolejno w przodomoézgowiu,
moézdzku 1 $rédmozgowiu, z czego funkcjonalne kanaty budujg gtownie podjednostki
GIluN2A i GIuN2B, stajac si¢ tym samym celem dla potencjalnych lekow (Adell 2020;
Egunlusi 1 Joubert 2024). Podjednostka GIuN2B najbardziej rozpowszechniona jest
w korze modzgowej, silng ekspresje wykazuje rowniez w hipokampie i prazkowiu,
a w znacznie mniejszym stopniu stwierdzono jej obecno$¢ w mozdzku (Fuchigami

1 wsp. 2018; Ahmed i wsp. 2019, 2022; Rischka 1 wsp. 2022; Korff i wsp. 2023).
3.2 Sygnalizacja glutaminianergiczna na obwodzie

Glutaminian wystepuje roéwniez poza osrodkowym ukladem nerwowym
wplywajac m.in. na funkcje sensoryczne i motoryczne oraz bolowe obwodowego
ukladu nerwowego, a takze uczestniczac z regulacji funkcji fizjologicznych tkanek
obwodowych, takich jak ptuca, nerki, watroba, uktad pokarmowy, serce czy uktad
odpornosciowy. Badanie roli glutaminianu na obwodzie moze mie¢ wazne znaczenie
biologiczne 1 farmakologiczne. W ptucach wykazano wazng role receptora NMDA,
ktory jest zaangazowany w rozwoj obrzeku ptuc, wildknienia 1 nowotwordw.
Jednoczes$nie potwierdzono, ze blokowanie receptora NMDA zmniejszalo ostre
uszkodzenie pluc wywotane réznymi czynnikami (Du i1 wsp. 2016). Glutaminian
wydalany jest z moczem w niewielkim stopniu, poniewaz jest wchlaniany zwrotnie
w kanalikach nerkowych. Nadmiar glutaminianu jest metabolizowany przez organizm
do réznych form zwigzkéw azotu, takich jak amoniak, ktory jest nastgpnie
przeksztalcany do mocznika i usuwany z moczem. Zbyt duze stezenie glutaminianu
w osoczu moze prowadzi¢ do uszkodzenia nerek. Wykazano, ze w nerkach sa obecne
receptory glutaminianergiczne, takie jak NMDA, a ich blokowanie po niedokrwieniu
lub toksycznym uszkodzeniu nerek prowadzi do poprawy funkcji nerek (Du 1 wsp.

2016).

32



W watrobie glutaminian bierze udzial w fizjologiczne] przemianie
aminokwaséw 1 metabolizmie energetycznym, a w cyklu glutaminian—glutamina
uczestniczy w wymianie azotu mi¢dzy tkankami oraz detoksykacji amoniaku (Treberg
1 wsp. 2014; Voss i wsp. 2021). W pracy Huang 1 wsp. (Huang 1 wsp. 2021) wykazano,
iz receptor NMDA bierze udzial w utrzymaniu homeostazy glukozy i lipidow w mysiej
watrobie, a blokowanie receptora NMDA hamuje insulinooporno$¢ i akumulacje
lipidow wywotang dieta wysokottuszczowa, podczas gdy nadmierna aktywacja NMDA
przyczynia si¢ do insulinoopornos$ci, hiperlipidemii i zmian morfologicznych watroby.
Wydaje si¢ zatem, ze receptor NMDA wydaje si¢ by¢ interesujacym celem
terapeutycznym w leczeniu zaburzen metabolicznych. Wykazano réwniez obecno$é

podjednostki GluN2B w watrobie (Huang i wsp. 2021; Rischka i wsp. 2022).

33 Sygnalizacja glutaminianergiczna w patofizjologii zaburzen

neuropsychiatrycznych

W warunkach fizjologicznych st¢zenie glutaminianu w synapsie jest Scisle
kontrolowane, a zaburzenie homeostazy prowadzi do wzrostu neurotransmisji
glutaminianergicznej 1 ekscytotoksyczno$ci. Nadmiar glutaminianu w przestrzeni
pozakomorkowej, wywotuje zbyt intensywna aktywacje receptoréw NMDA, co
skutkuje $miercig neurondéw w wyniku apoptozy lub martwicy (Egunlusi 1 Joubert
2024). Utrzymanie homeostazy w przestrzeni pozakomodrkowej zachodzi m.in. poprzez
transportery aminokwasow pobudzajacych (EAATSs), ktorych dysfunkcje powigzano
z patologia réznych chorob neurodegeneracyjnych, a obnizony poziom EAATSs
z zaburzeniami nastroju (Niciu 1 wsp. 2012). Uwaza si¢, iz synaptyczne receptory
NMDA posiadaja pewne wiasciwosci ochronne, podczas gdy aktywacja
pozasynaptycznych  receptorow =~ NMDA  powigzana zostala z  procesami
ekscytotoksycznymi 1 zaburzeniami neuropsychiatrycznymi, takimi jak choroby
neurodegeneracyjne czy depresja. Podjednostki GIuN2A receptora NMDA wystepuja
glbwnie w synapsach, natomiast GIuN2B 1 GIuN2D wystepuja réwniez
pozasynaptycznie. Dlatego sadzi si¢, iz receptory zawierajace podjednostke GIuN2A
przyczyniaja si¢ do plastycznosci synaptycznej, natomiast selektywni antagonisci
GIuN2B moga mie¢ wihasciwosci neuroprotekcyjne. Z tego powodu podjednostka
GIuN2B wydaje si¢ obiecujacym celem dla rozwoju nowych lekéw (Adell 2020;
Rischka i1 wsp. 2022). Stwierdzono dyfuzje receptora NMDA (gtownie z podjednostka
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GIluN2B) do kolcow dendrytycznych i tworzenie receptordw pozasynaptycznych, co
powigzano ze starzeniem si¢ i spadkiem funkcji poznawczych zwigzanych z wiekiem

(Egunlusi i Joubert 2024).

Badania wykazaty, iz ekscytotoksyczno$¢ jest waznym czynnikiem
w patogenezie chorob neurodegeneracyjnych. Opracowano 1 zbadano wiele
antagonistow receptora NMDA, jednak na chwile obecng zastosowanie kliniczne
znalazto tylko kilka zwigzkéw, takich jak amantadyna w chorobie Parkinsona,
memantyna w chorobie Alzheimera czy riluzol w leczeniu stwardnienia zanikowego
bocznego (Egunlusi i Joubert 2024). Ze wzgledu na skutki uboczne, wiele zwigzkow
bedacych kompetecyjnymi antagonistami musiato zosta¢ wycofanych z badan, réwniez
na etapie badan klinicznych. Do innych probleméw nalezata staba przenikalno$é przez
barier¢ krew—modzg. Aktualne podejscie badawcze stawia na selektywne blokowanie
podjednostki GIuN2B, ktére miatoby zapobiega¢ ekscytotoksycznosci, a jednocze$nie
ogranicza¢ wptyw na fizjologiczne funkcjonowanie synaptycznych receptorow NMDA,
niezbednych dla zachowania prawidlowego neuroprzekaznictwa, ograniczajac tym

samym skutki uboczne.

Zainteresowanie potencjalem terapeutycznym receptoréw NMDA w aspekcie
dzialania przeciwdepresyjnego wzbudzita ketamina, bedaca antagonista receptora
NMDA oraz pojawiajace si¢ selektywne zwiazki podjednostek GIuN2A-D, ktore
umozliwily prowadzenie badan funkcji moézgu 1 standow patologicznych poprzez
zaangazowanie konkretnych podjednostek. Juz krotka ekspozycja na ketaming, ktora
blokuje kanal jonowy niezaleznie od sktadu podjednostek, wywolywata u pacjentow
dhugotrwale (kilka dni do kilku tygodni) utrzymujace si¢ dziatanie przeciwdepresyjne.
Szybkie dziatanie przeciwdepresyjne wykazatly rowniez negatywne modulatory
allosteryczne (NAMs — ang. negative allosteric modulators) podjednostki GluN2B,
wigzgce si¢ poza kanalem w obrgbie styku podjednostek GIuN1 i GIuN2B, stabilizujac
nieaktywng konformacje receptora (Hanson i wsp. 2024). Pierwszym prototypowym
zwigzkiem selektywnie blokujacym podjednostk¢ GIluN2B byt ifenprodil, na podstawie
ktérego opracowano kolejnych selektywnych antagonistoéw (modulatoréw) podjednostki
GIuN2B, takich jak CP-101,606 czy Ro 25-6981, ktérzy stali si¢ szeroko
wykorzystywanymi narzedziami farmakologicznymi, stosowanymi w badaniach nad

funkcja receptoréw NMDA zawierajacych podjednostke GIluN2B (Perin-Dureau i wsp.
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2002; Borza i Domany 2006; Gogas 2006; Schreiber 1 wsp. 2019). Zwigzek CP-101,606
(traxoprodil) zostat oceniony w fazie I i II badan klinicznych, w ktérych wykazat
szybkie dziatanie przeciwdepresyjne u pacjentow z depresja lekooporng, jednak
z dalszych badan wykluczyly go problemy w zakresie bezpieczenstwa
kardiologicznego. Ponadto wykazano, iz powodowal efekty dysocjacyjne i zaburzenia
poznawcze w badaniach dotyczacych zastosowania w leczeniu choréb
neurodegeneracyjnych (Hanson i wsp. 2024). W badaniu przeprowadzonym przez
Poleszak 1 wsp. (Poleszak i wsp. 2016) zbadano wplyw CP-101,606 w dawce
subterapeutycznej w potaczeniu z obecnie stosowanymi lekami przeciwdepresyjnymi,
takimi jak imipramina, escitalopram, fluoksetyna czy reboksetyna, réwniez w dawkach
nieskutecznych, na zachowanie myszy w tescie wymuszonego ptywania. Wykazano, iz
traxoprodil nasilal dziatania escitalopramu 1 fluoksetyny, lekéw z grupy selektywnych
inhibitorow wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI — ang. selective serotonin reuptake
inhibitors), ale nie mial podobnego wplywu w przypadku reboksetyny, selektywnego
inhibitora wychwytu zwrotnego noradrenaliny (SNRI — ang. serofonin norepinephrine
reuptake inhibitor). Badacze podkreslaja, iz taczne zastosowanie nizszych dawek lekow
przeciwdepresyjnych ze zwigzkiem CP-101,606 moze pozwoli¢ na skuteczniejsza
i bezpieczniejsza terapi¢, jednak potrzebne sg dalsze badania farmakokinetyczne
1 farmakodynamiczne. Do aktualnie badanych zwigzkéw oddziatlujacych selektywnie na

podjednostke GluN2B receptora NMDA naleza migdzy innymi:

e radiprodil — ktéry aktualnie znajduje si¢ w fazie badan klinicznych,
z planowang faza III, w aspekcie schorzen neurologicznych, w tym neurorozwojowych

oraz lekoopornej padaczki (Auvin 1 wsp. 2020; Bertocchi 1 wsp. 2024)

e  CERC-301 (inne nazwy: MK-0657, rislenemdaz), ktory osiagnat II faz¢ badan
klinicznych w leczeniu zaburzen depresyjnych, jednak nie wykazal dostatecznej
skutecznos$ci; dlatego badania kliniczne w tym zakresie zostaly przerwane, natomiast
stwierdzono pewien potencjal terapeutyczny tego zwigzku w leczeniu objawowym
niedocis$nienia ortostatycznego (Garner i wsp. 2015; Lener i wsp. 2017; Henter i wsp.

2018)

e NBI-1070770 — obecnie w II fazie badan klinicznych, w aspekcie zastosowania

jako lek przeciwdepresyjny (Freudenberg i wsp. 2024)
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e BMS-986163 — we wczesnej fazie badan przedklinicznych, rozwijany jako
kandydat na prolek w terapii przeciwdepresyjnej (Bristow i wsp. 2017; Marcin 1 wsp.

2018).

36



II. CEL 1 ZAKRES PRACY

Receptor NMDA z ukierunkowaniem na podjednostke GIuN2B staje si¢
atrakcyjnym celem dla poszukiwania nowych kandydatow na leki w zakresie chorob
neurodegeneracyjnych czy depresji. Jednoczesnie w ciggu ostatnich dwoch dekad
wykazano, iz leki oddziatujagce na poziomie OUN poprzez neuroprzekaznikowe uktady
monoaminergiczne — dopaminergiczny, noradrenergiczny 1 serotoninergiczny —
wptywaja na neuroendokrynng regulacje enzymow cytochromu P450 w watrobie, ktére
pelnig kluczowa role w I fazie metabolizmu lekéw. Natomiast znaczenie uktadu
glutaminianergicznego mézgu w neuroendokrynnej regulacji watrobowego cytochromu
P450 nie zostalo jak dotad =zbadane, chociaz obecno$¢ unerwienia
glutaminianergicznego w podwzgorzu i jego wptyw na czynnosci hormonalne zostat juz
wczesniej dostrzezony. W zwiazku z powyzszym, w niniejszej pracy podjeto temat
zaangazowania  unerwienia glutaminergicznego 1 receptorow ~ NMDA

w neuroendokrynnej regulacji cytochromu P450 w watrobie.

Jak dotad, potencjalni kandydaci na leki oddziatujace poprzez receptor NMDA
napotkali licznie trudnos$ci, takie jak problemy z przenikaniem przez barier¢ krew—mozg
oraz skutki uboczne. Jednakze ze wzgledu na ich potencjat terapeutyczny, rozwijane sa
nowe zwiazki lub prowadzi si¢ badania z wykorzystaniem dawek subterapeutycznych
w polaczeniu ze zwigzkami oddzialujacymi na inne typy receptorow. Zwigzek
CP-101,606, selektywny antagonista podjednostki GIluN2B receptora NMDA, ktorego
struktur¢ przedstawiono na rycinie 4, nie przeszedt badan klinicznych ze wzgledu
na skutki  uboczne, jednak pozostaje dobrze przebadanym 1 do dnia
dzisiejszego wykorzystywanym narzedziem farmakologicznym o wlasciwosciach

przeciwdepresyjnych.

OH

HO OH

Rycina 4. Struktura CP-101,606 — selektywnego antagonisty podjednostki GIluN2B receptora
NMDA.
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W  badaniach wstepnych, w ktorych bratam udzial, oceniono wptyw
wielokrotnych, dootrzewnowych podan zwigzku CP-101,606 samcom szczuréw rasy
Wistar Han (20 mg/kg, 5 dni), na enzymy cytochromu P450 biorgce udziat
w metabolizmie oksydacyjnym lekow w watrobie (Bromek i wsp. 2021). Wyniki badan
wykazaty spadek poziomu ekspresji i aktywnosci watrobowych enzyméw CYPIA,
CYP2Cl11 oraz CYP3A, jak rowniez obnizenie aktywnos$ci enzymow CYP2A i CYP2B
bez zmian w poziomie biatka i mRNA. Jednoczes$nie obserwowano takze obnizenie
poziomu GHRH w przysadce mézgowej oraz GH 1 kortykosteronu w surowicy krwi.
W kolejnej pracy z moim udziatem przedstawiono wyniki dla watrobowego CYP2D,
gdzie stwierdzono zmiany poziomu aktywnosci bez zmian poziomu ekspresji enzymu
(Haduch 1 wsp. 2022). Jednakze po podaniu dootrzewnowym, poza wplywem
neuroendokrynnym, nalezy takze uwzgledni¢ wpltyw zwigzku na regulacje cytochromu
P450 na poziomie watroby oraz bezposredni wplyw na biatko enzymu. Zatem efekty
obserwowane po podaniu obwodowym moga by¢ konsekwencja réznych bezposrednich
1 posrednich interakcji pomiedzy zwigzkiem a enzymem, dlatego trudno jednoznacznie

stwierdzié, czy mechanizm neuroendokrynny jest w nim dominujacy.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu zwiazku CP-101,606 na centralng
neuroendokrynng regulacje¢ cytochromu P450 w watrobie, a w szczegdlnosci
identyfikacj¢ struktur moézgowych i hormondéw posredniczacych w tym procesie.
Przyjeto hipoteze, iz selektywny antagonista podjednostki GIuN2B receptora NMDA,
zwigzek CP-101,606, spowoduje istotne zmiany w funkcjonowaniu osi
podwzgorzowo—przysadkowej, co z kolei doprowadzi do zmian w ekspresji
1 aktywno$ci enzymow cytochromu P450 w watrobie zaleznych od hormonow.
Mechanizm wydzielania hormondw przez jadra podwzgorza oraz hormonalna regulacja
cytochromu P450 sa bardzo zlozone, stad ocena wplywu zwigzku CP-101,606 na
poszczegdlne enzymy cytochromu P450 wymagala szczegoétowego rozwigzania

eksperymentalnego, ktore objeto:

e wielokrotne obustronne podania zwigzku CP-101,606 do komor bocznych
moézgu szczura, w trzech réznych dawkach, aby oceni¢ wptyw centralnego
dziatania leku na mechanizmy neuroendokrynne regulujace ekspresje

cytochromu P450
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e wielokrotne lokalne podania zwigzku CP-101,606, obustronnie do jader
podwzgorza mozgu: jader przykomorowych (PVN) lub jader tukowatych
(ARC), w celu zbadania zaangazowania receptorow NMDA obecnych
w wymienionych strukturach moézgu w regulacji ekspresji 1 aktywnosci

enzymow cytochromu P450 w watrobie.
W kolejnych etapach badan, przedstawionych na rycinie 5, przeprowadzono pomiary:

e aktywnosci enzymdéw cytochromu P450, w tym CYP1A, CYP2A, CYP2B,
CYP2C, CYP2D oraz CYP3A, w mikrosomalnej frakcji watroby po

zastosowaniu roznych drég podania domozgowego zwigzku CP-101,606

e poziomu biatka oraz mRNA wybranych enzymoéw cytochromu P450, dla
ktoérych wezedniej zaobserwowano zmiany w aktywnos$ci enzymatycznej, w celu

oceny wptywu leku na ich ekspresje

e stezenia hormondéw w surowicy krwi, takich jak hormon wzrostu, kortykosteron
trojjodotyronina, tyroksyna, a takze hormonow uwalniajacych lub hamujacych,
takich jak GHRH i somatostatyna w przysadce moézgowej oraz w jadrach

podwzgorza

e dodatkowo zbadano bezposredni wpltyw zwiazku CP-101,606 na aktywnos$¢
wybranych enzymow cytochromu P450 w szczurzych mikrosomach

watrobowych.
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Rycina 5. Schemat procedur eksperymentalnych przeprowadzonych w kolejnych etapach
badan.

Analiza poréwnawcza wynikéw badan przeprowadzonych w ro6znych modelach
doswiadczalnych in vitro oraz in vivo, uzyskanych po rdéznych drogach podania
(dootrzewnowym, dokomorowym oraz lokalnym do jader podwzgorza), pozwolila na
oceng, w jakim stopniu wptyw zwigzku CP-101,606 na watrobowy cytochrom P450 jest
wynikiem dzialania centralnego lub obwodowego oraz poznanie zaangazowania
mechanizméw neuroendokrynnych w t¢ regulacj¢. Glownym zatoZzeniem niniejszej
pracy bylo poszerzenie wiedzy na temat znaczenia uktadu glutaminianergicznego
mozgu w regulacji neuroendokrynnej cytochromu P450 w watrobie, celem lepszego
zrozumieniu mechanizmow fizjologicznych/farmakologicznych wptywajacych na
metabolizm watrobowy lekow. Istotne byto réwniez znalezienie odpowiedzi na pytanie,

czy nowe leki begdace antagonistami podjednostki GIuN2B receptora NMDA beda
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mogly wywiera¢ wpltyw na watrobowy cytochrom P450 poprzez mechanizm ich

dziatania farmakologicznego na system neuroendokrynny.
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1. MATERIALY I METODY

1. Material biologiczny

1.1 Zwierzeta

Do badan wykorzystano samce szczuréw rasy Wistar Han zakupione w Charles
River Laboratories (Sulzfeld, Niemcy) o masie 280-300 g, ktore przetrzymywano
w typowych warunkach laboratoryjnych (22 + 2°C, 55 £ 5% wilgotno$ci wzglednej)
z nieograniczonym dostepem do wody pitnej oraz karmy granulowanej. Na 18 godzin
przed zakonczeniem doswiadczen zwierzeta byly poddawane restrykcji pokarmowej,

pozostawiajac wolny dostep do wody pitne;.
1.2 Szczurze mikrosomy watrobowe

Szczurze mikrosomy watrobowe pozyskano metoda wirowania réznicowego
Z watrdb samcow szczurow rasy Wistar Han o masie 280-300 g zakupionych w Charles

River Laboratories (Sulzfeld, Niemcy).
2. Zwiazki i materialy uzyte do badan
2.1 Substancje anestetyczne
Do anestezji zwierzat laboratoryjnych uzyto:

e chlorowodorek ketaminy (Biowet, Putawy) — 65 mg/kg masy ciata

e chlorowodorek ksylazyny (Biowet, Putawy) — 5 mg/kg masy ciata.
2.2 Materialy do operacji stereotaktycznych i iniekcji domézgowych
Do zamontowania kaniul stereotaktycznych zastosowano:

e kaniule stereotaktyczne, $rubki mocujace, sterylny wosk do neurochirurgii
(Agntho's AB, Lidingd, Sweden), samoutwardzalng dentystyczng zywice

dwusktadnikowa Dentalon plus (Kulzer, Hanau, Niemcy).

Celem wykonania iniekcji domozgowych uzyto:
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e kaniule iniekcyjne, precyzyjne strzykawki Hamilton (Agntho's AB, Lidingg,
Szwecja), rurki FEP, konektory, adaptery (Microbiotech/se AB, Sztokholm,

Szwecja).
2.3 Narzedzia farmakologiczne

W przeprowadzonych eksperymentach wykorzystano zwigzek CP-101,606
w postaci soli mesylanowej, ktory jest selektywnym antagonista podjednostki GluN2B
receptora NMDA, zakupiony w Axon Medchem (Groningen, Holandia). Zwierzetom
podawano zwigzek rozpuszczony w 0,9% NaCl, w zalezno$ci od drogi podania

w nastgpujacych stezeniach:

e do komor bocznych mézgu szczura — 6 pg, 15 pg, 30 pg/mozg
e do jader przykomorowych lub lukowatych podwzgorza — 3 ng/moézg.

W badaniach in vitro z wykorzystaniem szczurzych mikrosomow watrobowych

zastosowano 3 stezenia zwigzku CP-101,606: 10 uM, 50 uM, 100 puM.
2.4 Odczynniki do przygotowania mikrosomow watrobowych

Do przygotowania mikrosomow watrobowych wykorzystano nastepujace

odczynniki:

e chlorek potasu, kwas chlorowodorowy, sacharoze (Sigma Aldrich, ST. Louis,
MO, USA)
e tris(hydroksymetyl)aminometan (Tris) (BioShop, Ontario, Canada).

2.5 Specyficzne substraty i ich metabolity, kofaktory oraz pozostale odczynniki do

reakcji metabolicznych
W badaniach aktywnosci enzymow cytochromu P450 zastosowano:

e specyficzne substraty oraz ich metabolity — bufuralol i 1’-hydroksybufuralol,
kofeina oraz kwas 1,3,7-trimetylomoczowy, paraksantyna, teobromina, teofilina
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), testosteron oraz 2a-, 2B-, 6B-, 7a-,
160- 1 16B-hydroksytestosteron (Steraloids, Newport, KY, USA), warfaryna
(Merck, Darmstadt, Niemcy) i 7-hydroksywarfaryna (zsyntetyzowana w Instytucie
Farmakologii im. Jerzego Maja PAN)
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kofaktory — chlorek magnezu, dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa,
glukozo-6-fosforan, NADP, NADPH, (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

pozostate odczynniki — diwodorofosforan potasu, diwodorofosforan sodu, kwas
chlorowodorowy, kwas etylenodiaminotetraoctowy, kwas nadchlorowy, siarczan

cynku, wodorofosforan potasu, wodorofosforan sodu, wodorotlenek sodu.

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).

2.6 Odczynniki do ekstrakcji oraz chromatografii cieczowej

W przygotowaniu probek i analizie metoda chromatografii cieczowej uzyto:

do ekstrakcji — dichlorometan, izopropanol, octan etylu (Merck, Darmstadt,
Niemcy)

do chromatografii cieczowej — acetonitryl, kwas ortofosforowy, metanol (Merck,
Darmstadt, Niemcy), kwas nadchlorowy, octan sodu, trietyloamina (Sigma

Aldrich, St. Louis, MO, USA).

2.7 Odczynniki do oznaczania bialka catlkowitego

Do oznaczenia stezenia biatka calkowitego w mikrosomach watrobowych

wykorzystano zestaw Pierce™ BCA Protein Assay Kit, z albuming surowicy bydlece;j

jako standardem.

2.8 Odczynniki i przeciwciala do analizy Western blotting

W analizie Western blotting zastosowano:

odczynniki do przygotowania zeli poliakrylamidowych — akrylamid /
bis-akrylamid, dodecylosiarczan sodu (SDS), tris(hydroksymetyl)aminometan
(BioShop, Ontario, Canada), kwas chlorowodorowy, nadsiarczan amonu (APS)
(Sigma Aldrich, ST. Louis, MO, USA), n,n,n’,n’-tetrametyloetylenodiamina
(TEMED) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

odczynniki do przygotowania buforéw do elektroforezy 1 transferu bialek oraz
do ptukania, blokowania i odzyskiwania membran — kwas chlorowodorowy,
monolaurynian polioksyetylenosorbitolu (Tween 20) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), chlorek sodu, tris(hydroksymetyl)aminometan (Tris) (BioShop,

Ontario, Canada), glicyna (Lab Empire, Rzeszéw, Polska), membrana

44



nitrocelulozowa (Cytiva, Marlborough, MA, USA), metanol (Merck, Darmstadt,
Niemcy), mleko w proszku odtluszczone granulowane (OSM Gostyn, Gostyn,
Polska), papier filtracyjny (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
odczynniki do przygotowania probek do natozenia na Zel poliakrylamidowy —
2-merkaptoetanol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), Laemmli sample
buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

szczurze supersomy enzymow CYP1Al, CYP1A2, CYP2A1, CYP2BI,
CYP2C6, CYP2CI11, CYP3A1l, CYP3A2 oraz ludzkie supersomy enzymow
CYP2A6, CYP2D6 wykorzystane jako standardy (Gentest Corp., Woburn, MA,
USA)

odczynniki do przygotowywania roztworow przeciwcial I- i Il-rzgdowych —
SignalBoost™ Immunoreaction Enhancer Kit (Thermo Fisher Scientific,
Walthman, MA, USA)

I-rzgdowe przeciwciala — monoklonalne mysie skierowane przeciwko
szczurzym CYP1A1/1A2, CYP2B1/2B2 lub CYP2C6 (Santa Cruz, Dallas, TX,
USA), poliklonalne krélicze skierowane przeciwko szczurzym CYPIA1/1A2
(Millipore, Temecula, CA, USA), poliklonalne krolicze skierowane przeciwko
szczurzemu CYP2A oraz przeciwko ludzkim CYP2D6 i CYP3A4 (Fine Test,
Wuhan, Hubei, China), poliklonalne krélicze skierowane przeciwko szczurzemu
CYP2CI11 (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, USA), monoklonalne
mysie skierowane przeciwko szczurzej B-aktynie (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

II-rzedowe przeciwciata sprz¢zone z peroksydazg chrzanowa (HRP) — krolicze
skierowane przeciwko mysim (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,
USA) oraz kozie skierowane przeciwko kréliczym (Vector Laboratories
Burlingame, CA, USA)

zestaw odczynnikéw do immunodetekcji — SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate kit (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA,
USA).
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2.9 Odczynniki i testy TagMan do analizy RT-PCR

W analizie RT-PCR wykorzystano:

zestaw odczynnikdw do izolacji mRNA — Total RNA Mini kit (A&A
Biotechnology, Gdynia, Poland)

zestaw odczynnikoéw do odwrotnej transkrypcji — High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

testy TagMan Gene expression assay dla wybranych genéw CYP i ACTB —
CYPIAI  (Rn00487218 ml), CYPIA2  (Rnl422531 ml), CYP241
(Rn00562200 m1), CYP242 (Rn00562207 ml), CYP2BI (Rn01457875 ml),
CYP2B2 (Rn02786833 ml), CYP2C6 (Rn03417171 gH), CYP2CIil
(Rn01502203 m1), CYP341 (Rn01412959 gl), CYP342 (Rn01412889 mH),
ACTB (Rn00667869 ml) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

TagMan Gene Expression Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

2.10 Zestawy odczynnikow ELISA do pomiaru poziomu hormonéw

Zestawy ELISA uzyto do pomiaru poziomu wybranych hormonow:

hormonu wzrostu (GH), kortykosteronu (CRT), trojjodotyroniny (T3), tyroksyny
(T4), somatostatyny (SRIH) (Bioassay Technology Laboratory, Szanghaj, Chiny
oraz Fine Test, Wuhan, Hubei, Chiny)

hormonu uwalniajacego hormon wzrostu (GHRH) (Elabscience Biotechnology,

Bethesda, MD, USA oraz Fine Test, Wuhan, Hubei, Chiny).

3. Aparatura

W niniejszej pracy zastosowano nastepujacg aparature:

aparat stereotaktyczny Kopfa (Tujunga, CA, USA)

pompe do mikroiniekcji U-864 Syringe Pump (Agntho's AB, Lidingd, Szwecja)
wysokoobrotowy homogenizator FastPrep-24 5G (MP Biomedicals, Irvine, CA,
USA)

ultrawirowke Optima L-100XP (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
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chromatograf cieczowy LaChrom Elite z detekcja UV-Vis i fluorescencyjna,
z oprogramowaniem Hitachi D-7000 HPLC System Manager (Merck Hitachi,
Schaumburg, IL, USA)

chromatograf cieczowy Vanquish Core z detekcjag UV-Vis i1 fluorescencyjna,
z oprogramowaniem Chromeleon 7 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)

kolumne¢ chromatograficzng 5 pum, 250 mm X 4,6 mm, Econosphere™ C18
(Alltech, Deerfield, IL, USA)

kolumne¢ chromatograficzng 5 pum, 150 mm X 4,6 mm, Supelcosil™ LC-18
(Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA)

czytnik mikroptytek Synergy HTX Multi-Mode Microplate Reader (BioTek
Instruments, Santa Clara, CA, USA)

wysokoczuly analizator obrazéw luminescencyjnych LAS-1000 plus,
z systemem obrazujacym Image Reader LAS-1000 1 wspdtpracujacym
oprogramowaniem Image Gauge 3.11 (Fuji Film, Tokyo, Japan)

System do reakcji PCR w czasie rzeczywistym QuantStudio 12K Flex (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Ponadto uzyto:

pipety Eppendorf Research plus (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

wage analityczng Medicat Ltd 160M — doktadnos¢ 0,001 g (Medicat Limited,
Swansea, Wielka Brytania)

wage mikroanalityczng Sartorius — doktadnos¢ 0,00001 g (Sartorius Polska,
Kostrzyn, Polska)

system do demineralizacji wody Millipore Direct-Q UV3 (Merck Millipore,
Darmstadt, Niemcy)

wytwornice lodu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

wirowke Sorvall ST 16 / ST 16R Centrifuge Series (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA)

mikrowirowke Sigma 1-15 PK (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am
Harz, Niemcy)

taznie wodng z wytrzgsaniem (Medingen, Dresden, Niemcy)
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e cwaporator RapidVap Vertex™ Dry Evaporator (Labconco Corporation, Kansas
City, MO, USA)

e minikomore do elektroforezy Mini-PROTEAN Vertical Tetra Cell oraz zasilacz
do elektroforezy PowerPac™ Basic (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

e gsystem do transferu biatek Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA)

e blok grzewczy Digital Dry Baths/Block Heaters (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA)

e termocykler MiniAmp Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA).

4. Podania doméozgowe zwigzku CP-101,606

Celem podan domézgowych badanego zwiazku, przeprowadzono operacje
stereotaktyczne na samcach szczuréw rasy Wistar Han o masie 280-300 g. W tym celu
zwierzeta wprowadzano w stan znieczulenia ogodlnego poprzez domig$niowe podanie
chlorowodorku ketaminy w dawce 65 mg/kg masy ciata oraz chlorowodorku ksylazyny
w dawce 10 mg/kg masy cata. Nastgpnie zwierzgta umieszczano w  stoliku
stereotaktycznym 1 implantowano kaniule, zgodnie z koordynatami wedlug atlasu
moézgu szczura (Paxinos i Watson 2007). Podania zwigzku CP-101,606 przeprowadzano

tydzien po operacji.
4.1 Podania do komér bocznych mézgu
Zwierzetom z zaimplantowanymi kaniulami wedtug wspétrzednych:

e AP (w tyl od punktu bregma): — 0,8 mm
e L (bocznie od linii szwu): = 1,5 mm

e V (brzusznie od powierzchni opony twardej): — 4,0 mm

przez 5 kolejnych dni podawano zwigzek CP-101,606 rozpuszczony w 0,9% NaCl,
w 3 dawkach: 6 pg, 15 pg lub 30 pg/mozg (3 ug, 7,5 ug lub 15 pg do jednej komory).
Grupe kontrolng stanowily zwierzeta, ktérym podawano 0,9% NaCl. Zwiazek albo
rozpuszczalnik wprowadzano przez kaniulg iniekcyjng w objetosci 5 puL, z szybkoscia
I uL/min do obu komér bocznych, przy uzyciu pompy do mikroiniekcji. Nastepnie

kaniule iniekcyjng pozostawiano w miejscu podania przez 5 kolejnych minut, a pdzniej
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powoli wyciggano. Zwierzeta dekapitowano 2 godziny po ostatnim podaniu, a nast¢pnie
pobierano krew, watrob¢ oraz przysadke mozgowa. Potozenie kaniuli iniekcyjnej

zweryfikowano histologicznie.
4.2 Podania do jader przykomorowych podwzgorza
Zwierzetom z zaimplantowanymi kaniulami wedtug wspétrzednych:

e AP (w tyl od punktu bregma): — 1,6 mm
e L (bocznie od linii szwu): &+ 0,3 mm

e 'V (brzusznie od powierzchni opony twardej): — 7,2 mm

przez 5 kolejnych dni podawano zwigzek CP-101,606 rozpuszczony w 0,9% NaCl,
w dawce 3 pg/moézg (1,5 pg do kazdego jadra). Grupe kontrolng stanowity zwierzeta,
ktérym podawano 0,9% NaCl. Zwigzek albo rozpuszczalnik wprowadzano obustronnie
przez kaniule iniekcyjng w objetosci 1 pL, z szybkoscia 1 pL/min, przy uzyciu pompy
do mikroiniekcji. Nastepnie kaniule iniekcyjng pozostawiano w miejscu podania przez
5 kolejnych minut, a pézniej powoli wyciggano. Zwierzgta dekapitowano 2 godziny po
ostatnim podaniu, a nast¢pnie pobierano krew, watrobe, przysadke i obszar podwzgorza

zawierajacy PVN. Potozenie kaniuli iniekcyjnej zweryfikowano histologicznie.
4.3 Podania do jader lukowatych podwzgorza
Zwierzetom z zaimplantowanymi kaniulami wedtug wspoétrzednych:

e AP (w tyl od punktu bregma): — 1,6 mm
e L (bocznie od linii szwu): = 0,3 mm

e 'V (brzusznie od powierzchni opony twardej): — 9,4 mm

przez 5 kolejnych dni podawano zwigzek CP-101,606 rozpuszczony w 0,9% NacCl,
w dawce 3 pg/mozg (1,5 pg do kazdego jadra). Grupe kontrolng stanowity zwierzeta,
ktorym podawano 0,9% NaCl. Zwigzek albo rozpuszczalnik wprowadzano obustronnie
przez kaniule¢ iniekcyjng w objetosci 1 pL, z szybkoscig 1 uL/min, przy uzyciu pompy
do mikroiniekcji. Nastgpnie kaniule iniekcyjng pozostawiano w miejscu podania przez
5 kolejnych minut, a p6zniej powoli wyciggano. Zwierzeta dekapitowano 2 godziny po
ostatnim podaniu, a nast¢pnie pobierano krew, watrobe, przysadke 1 obszar podwzgorza

zawierajacy ARC. Potozenie kaniuli iniekcyjnej zweryfikowano histologicznie.

49



5. Przygotowanie materialu biologicznego

5.1 Przygotowanie surowicy

Po dekapitacji zwierzat, krew zbierano i1 pozostawiano na okres 2 h do
skrzepnigcia. Po odwirowaniu (1500 x g, 20 min, 4 °C) uzyskang surowic¢ zbierano

znad osadu i przechowywano w —80 °C.
5.2 Przygotowanie mikrosomow watrobowych

Watroby pobrane od zwierzat zhomogenizowano w 20 mM buforze Tris/KCl,
pH 7,4, a nastgpnie odwirowano przez 20 min, przy przyspieszeniu odsrodkowym
12 000 x g, w temperaturze 4 °C. Uzyskany supernatant odwirowano w ultrawirowce,
przy przyspieszeniu odsrodkowym 100000 x g, w temperaturze 4 °C przez 1 h.
Pozyskang frakcj¢ mikrosomalng przemyto 0,15 M KCI, a nastgpnie ponownie
odwirowano w ultrawirdwce przy takich samych parametrach. Pelete z mikrosomami
watrobowymi, pozyskang metoda wirowania réznicowego (Netter 1960; Legrum i wsp.
1979), zawieszono w 20 mM buforze Tris/HCI (pH 7,4) zawierajacym 8,5% sacharozy.
Otrzymang zawiesing mikrosomalng przechowywano w temperaturze —80 °C do

dalszych badan.

6. Badanie aktywnosci wybranych enzymow cytochromu P450
z wykorzystaniem specyficznych substratow, metoda wysokosprawnej

chromatografii cieczowej (HPLC)

W  badaniach aktywnos$ci enzymow cytochromu P450 wykorzystano
metabolizm specyficznych substratow (bufuralolu, kofeiny, testosteronu, warfaryny).
Miarg aktywnos$ci konkretnych enzyméw cytochromu P450 byta ilo$¢ powstajacego

w czasie inkubacji metabolitu:

e [’-hydroksybufuralolu (CYP2D)

e 20- i 160-hydroksytestosteronu (CYP2C11)
e 2B-16B-hydroksytestosteronu (CYP3A)

e 7a-hydroksytestosteronu (CYP2A)

e 16pB-hydroksytestosteronu (CYP2B)

e 7-hydroksywarfaryny (CYP2C6)
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e kwasu 1,3,7-trimetylomoczowego, paraksantyny, teobrominy (CYP1A).
6.1 Metabolizm bufuralolu (CYP2D)

Do pomiaru aktywnosci watrobowych enzyméw z podrodziny CYP2D
wykorzystywano specyficzna reakcje 1’-hydroksylacji bufuralolu (Hiroi i wsp. 2001;
ykorzystyw pecy 9 A y ylacj Y

Haduch 1 wsp. 2022). Mieszanina inkubacyjna przygotowywana na lodzie zawierata:

e 2 mM bufor fosforanowy (pH 7,4)

e 4 mM MgCh

e 1,6 mM NADP

¢ 5 mM glukozo-6-fosforan

e 2.5 U/probke dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu

¢ 0,5 mg biatka mikrosomalnego/mL mieszaniny inkubacyjnej

e 5 uM bufuralol (specyficzny substrat).

Reakcje¢ rozpoczynano wprowadzeniem do mieszaniny inkubacyjnej bufuralolu,
a nastepnie probki o koncowej objetosci 0,4 mL inkubowano przez 10 min w lazni
wodnej o temperaturze 37 °C, z wytrzasaniem. Reakcje zatrzymywano poprzez
stracenie biatka, dodaniem 30 pL 70% HCIO4, a probke umieszczano w lodzie.
Nastepnie probki odwirowywano (10 000 x g, 10 min, 4 °C), a otrzymany supernatant
przenoszono do nowej probowki Eppendorfa i przechowywano do czasu oznaczenia
w —20 °C. Stezenie bufuralolu 1 1’-hydroksybufuralolu oznaczano z wykorzystaniem
wysokosprawnego chromatografu cieczowego z detekcja fluorymetryczng, przy

zachowaniu zastgpujacych parametrow:

e faza stacjonarna — kolumna Econosphere C18 (5 pm, 250 mm x 4,6 mm)

e faza ruchoma — 40% acetonitryl z dodatkiem 0,75 mL trietyloaminy (pH 3,0)

e temperatura termostatu — 50 °C

e fala wzbudzenia i emisji — 252 nm, 302 nm

e przeptyw — 1,0 mL/min w czasie 0—6 min, 1,8 mL/min w czasie 6,1-11 min,
1,0 mL/min w czasie 11,1-12 min

e czasy retencji — 1’-hydroksybufuralol 4,5 min oraz bufuralol 7,9 min.

Stezenie badanych analitow wyznaczano na podstawie standardow zewnetrznych.
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6.2 Metabolizm kofeiny (CYP1A)

Do pomiaru aktywnosci enzymdéw z podrodziny CYPIA zastosowano
metabolizm kofeiny, ze szczegdlnym uwzglednieniem procesu 8-hydroksylacji jako
specyficznej reakcji dla enzymu CYPIA u szczura (Kot 1 Daniel 2008). Mieszanina

inkubacyjna przygotowywana na lodzie zawierata:

e 0,15 mM bufor fosforanowy (pH 7,4)

¢ 1 mg biatka mikrosomalnego/mL mieszaniny inkubacyjnej
e 100 uM kofeing (specyficzny substrat)

e 1,5mM NADPH.

Reakcje rozpoczynano wprowadzeniem do mieszaniny inkubacyjnej NADPH,
a nastepnie probki o koncowej objetosci 1 mL inkubowano przez 50 min w tazni
wodnej o temperaturze 37 °C, z wytrzgsaniem. Reakcje zatrzymywano poprzez dodanie
700 pL 2% ZnSO4 1 50 uL 2M HCI, a probke umieszczano w lodzie. Nastgpnie probki
odwirowywano (2 500 x g, 10 min, 4 °C), a z otrzymanego supernatantu ekstrahowano
kofeine 1 jej metabolity przy uzyciu 6 mL mieszaniny octanu etylu i izopropanolu
w stosunku objetosciowym 8:1 (v/v). Oddzielong warstwe organiczng po ekstrakcji
odparowywano w strumieniu azotu, a uzyskany suchy osad rozpuszczano w 100 puL
mobilnej fazy chromatograficznej. Stezenie kofeiny 1 jej metabolitow (kwas
1,3,7-trimetylomoczowy, paraksantyna, teobromina, teofilina) 0znaczano
z wykorzystaniem wysokosprawnego chromatografu cieczowego z detekcja UV, przy

zachowaniu zastepujacych parametrow:

e faza stacjonarna — kolumna Supelcosil LC-18 (5 um, 150 mm x 4,6 mm)

e faza ruchoma — 0,01 M bufor octanowy (pH 5,0) zmieszany z metanolem
w stosunku objetosciowym 91:9 (v/v)

e temperatura termostatu — 30 °C

o dhugosc¢ fali — 270 nm

o przeptyw — 1,2 mL/min w czasie 0—12 min, 1,0 mL/min w czasie 12,1-17 min,
3,0 mL/min w czasie 17,1-27 min, 1,2 mL/min w czasie 27,1-28 min

e czasy retencji — teobromina 8,5 min, paraksantyna 14,0 min, teofilina 15,1 min,

kwas 1,3,7-trimetylomoczowy 18,9 min, kofeina 25 min.
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Stezenie badanych analitow wyznaczano na podstawie standardow zewnetrznych.
Oznaczony poziom teofiliny nie zostat uwzgledniony w dalszych analizach, poniewaz
w jej powstawaniu z kofeiny kluczowa role odgrywajg enzymy podrodziny CYP2C
(Kot i Daniel 2008).

6.3 Metabolizm testosteronu (CYP2A, CYP2B, CYP2C11, CYP3A) — ex vivo

Do pomiaru aktywnosci enzyméw CYP2A, CYP2B, CYP2Cl11, CYP3A
w mikrosomach watrobowych zwierzat traktowanych wielokrotnie CP-101,606 lub solg
fizjologiczng wykorzystano metabolizm testosteronu (Haduch 1 wsp. 2006, 2008;
Wojcikowski i wsp. 2013). Mieszanina inkubacyjna przygotowywana na lodzie

zawierala;

e 50 mM bufor fosforanowy (pH 7,4)

e 3 mM MgCl,
e | mM NADP
e | mMEDTA

e 5 mM glukozo-6-fosforan
e 1,55 U/probke dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu
¢ 1 mg biatka mikrosomalnego/mL mieszaniny inkubacyjnej

e 100 pM testosteron (specyficzny substrat).

Reakcje rozpoczynano wprowadzeniem do mieszaniny inkubacyjnej testosteronu,
a nastgpnie probki o koncowej objetosci 1 mL inkubowano przez 15 min w tazni
wodnej o temperaturze 37 °C, z wytrzasaniem. Reakcje zatrzymywano poprzez dodanie
200 pL metanolu, a probke umieszczano w lodzie. Nastepnie testosteron i jego
metabolity ekstrahowano przy uzyciu 6 mL dichlorometanu. Oddzielong warstwe
organiczng po ekstrakcji odparowywano w strumieniu azotu, a uzyskany suchy osad
rozpuszczano w 100 uL 50% metanolu. Ste¢zenie testosteronu i jego metabolitow
(2a-, 2B-, 6B-, 7a-, 16a-, 16B-hydroksytestosteron) oznaczano z wykorzystaniem
wysokosprawnego chromatografu cieczowego z detekcja UV, przy zachowaniu

zastepujacych parametrow:

e faza stacjonarna — kolumna Supelcosil LC-18 (5 um, 150 mm x 4,6 mm)
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e faza ruchoma — faza A: metanol/woda/acetonitryl (39:60:1, v/v/v), faza B:
metanol/woda/acetonitryl (80:18:2, v/v/v)

e temperatura termostatu — 40 °C

e dlugosc fali — 254 nm

e przeplyw i gradient — 1,5 mL/min, sktad fazy ruchomej zmieniat si¢ w czasie,
zawarto$¢ fazy B wzrastata liniowo do 70% w 22 min, pdzniej do 24 min sktad
fazy wracat do warunkow poczatkowych

e czasy retencji — 6B-OH-testosteron 6,5 min, 7a-OH-testosteron 7,1 min,
16a-OH-testosteron 8,5 min, 16B3-OH-testosteron 9,3 min, 2a-OH-testosteron

11,0 min, 23-OH-testosteron 11,6 min, testosteron 15,7 min.
Stezenie badanych analitow wyznaczano na podstawie standardow zewngtrznych.
6.4 Metabolizm testosteronu (CYP2A, CYP2B, CYP2C11, CYP3A) —in vitro

Metabolizm testosteronu in vitro przeprowadzono analogicznie jak
w podrozdziale 6.3, z tym, ze mikrosomy watrobowe pochodzity od zwierzat nie
traktowanych in vivo zwigzkiem CP-101,606. Natomiast zwigzek ten wprowadzono do
srodowiska reakcji w trzech wybranych st¢zeniach: 10 uM, 50 uM, 100 uM. Grupa
kontrolna zawierata rozpuszczalnik w postaci 0,9% NaCl. Po preinkubacji przez okres
0, 15 lub 30 minut, rozpoczeto standardowa 15 minutowg inkubacje¢ poprzez dodanie do
mieszaniny inkubacyjnej testosteronu. Pozostale parametry przygotowania probek oraz

analizy iloSciowej pozostaty jak wyzej.
6.5 Metabolizm warfaryny (CYP2C6)

Do pomiaru aktywnosci enzymu CYP2C6 wykorzystywano reakcje
7-hydroksylacji  warfaryny (Daniel 1 wsp. 2006). Mieszanina inkubacyjna

przygotowywana na lodzie zawierata:

e 20 mM bufor Tris/KCl (pH 7.4)

e 2.5mM MgCl;

e 0,33 mM NADP

o 7,85 mM glukozo-6-fosforan

e 5,6 U/probke dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu

e 1 mg biatka mikrosomalnego/mL mieszaniny inkubacyjnej
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e 60 uM warfaryny (specyficzny substrat).

Reakcje rozpoczynano wprowadzeniem do mieszaniny inkubacyjnej warfaryny,
a nastepnie probki o koncowej objetosci 0,5 mL inkubowano przez 15 min w lazni
wodnej o temperaturze 37 °C, z wytrzasaniem. Reakcje zatrzymywano poprzez
stracenie biatka, dodaniem 10 pL 70% HCIO4, a probke umieszczano w lodzie.
Nastepnie probki odwirowywano (10 000 x g, 10 min, 4 °C), a otrzymany supernatant
przenoszono do nowej probowki Eppendorfa i przechowywano do czasu oznaczenia
w —20 °C. Stezenie warfaryny i 7-hydroksywarfaryny oznaczano z wykorzystaniem
wysokosprawnego chromatografu cieczowego z detekcjag fluorymetryczng, przy

zachowaniu zastepujacych parametrow:

e faza stacjonarna — kolumna Supelcosil LC-18 (5 pum, 150 mm x 4,6 mm)

e faza ruchoma — 0,25% H3POs zmieszany z acetonitrylem w stosunku
objetosciowym 62:38 (v/v)

e temperatura termostatu — 40 °C

e fala wzbudzenia i emisji — 320 nm, 415 nm

e przeplyw — 2,0 mL/min w czasie 0—8 min

e czasy retencji — 7-hydroksywarfaryny 3 min oraz warfaryny 5,7 min.

Stezenie badanych analitow wyznaczano na podstawie standardow zewnetrznych.

7. Pomiar stezenia bialka calkowitego w mikrosomach watrobowych

metoda BCA

Do oznaczenia og6lnego poziomu biatka w mikrosomach watrobowych
wykorzystano zestaw Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Oznaczenie wykonano zgodnie
z zaleceniami producenta, stosujac jako standard albuming surowicy bydlecej. Pomiar

absorbancji przeprowadzono w czytniku mikroptytek przy dtugosci fali 562 nm.

8. Oznaczenie poziomu bialka wybranych enzymow cytochromu P450

w mikrosomach watroby technika Western blotting

Oznaczanie poziomu bialka enzymow cytochromu P450 wykonywano stosujac
technike Western blotting. W tym celu przygotowano probki poprzez zmieszanie 5 ug

(CYPIA, 2B, 2C6, 2CI11, 2D, 3A) lub 10 pg (CYP2A) biatka mikrosomalnego
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z buforem Laemmli, w stosunku objetosciowym 1:1 (v/v), ktory umozliwia denaturacje
1 przygotowanie biatek do elektroforezy na zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).
Przygotowane w ten sposob probki zostaty poddane denaturacji w temperaturze 100 °C
przez 5 min. Probki oraz standardy w postaci szczurzych (CYP1A1 — 1 pg,
CYPIA2 - 3 pg, CYP2A1 - 20 pg, CYP2BI — 5 pg, CYP2C6 — 0,5 pg,
CYP2CI1 — 5 pg, CYP3A1l — 2 pg, CYP3A2 — 5 pg) i ludzkich supersomow
(CYP2A6 — 2,5 pg, CYP2D6 — 1 pg) naniesiono na przygotowany wczesniej zel
SDS-PAGE, sktadajacy si¢ z 4% zelu zageszczajacego (4% akrylamid, 0,25 M Tris-HCl
o pH 6,8, 0,2% SDS, 0,1% APS i 0,1% TEMED) oraz 12% zelu rozdzielajacego (12%
akrylamid, 0,75 M Tris-HCI o pH 8,8, 0,2% SDS, 0,1% APS i 0,1% TEMED),
w komorze do elektroforezy. Elektroforez¢ prowadzono w buforze elektroforetycznym
(25 mM Tris, 192 mM glicyna, 0,1% SDS) przez 15 minut przy napieciu 90 V,
a pozniej przez kolejne 75 min przy napigciu 130 V. Po rozdziale biatka przenoszono na
membrang nitrocelulozowa z wykorzystaniem sprzetu do transferu potsuchego przez 10
minut, przy ustawieniach: natezenie 2,5 A, napigcie 25 V, w trybie dla bialek
o wysokiej masie czasteczkowej, oraz buforu transferowego (25 mM Tris, 192 mM
glicyna, 20% metanol). Membrany z przeniesionymi biatkami blokowano przez 15 h
w 5% roztworze mleka odtluszczonego w buforze ptuczacym (20 mM Tris, 150 mM
NaCl, 0,1% Tween 20, pH 7,6). Po intensywnym odplukaniu membrany inkubowano
z odpowiednimi przeciwcialami I-rzgdowymi przez okoto 1 h, a pdzniej II-rzgdowymi
przez okoto 1h, po kazdym etapie odplukujagc membrany w buforze phluczacym.

Wykorzystane stezenia przeciwcial podano w tabeli 3.

Do immunodetekcji wykorzystywano komercyjny zestaw do detekcji bialek
zgodnie z zaleceniami producenta oraz wysokoczuly analizator obrazéw
chemiluminescencyjnych 1 luminescencyjnych. Po przeprowadzeniu analizy dla
enzymoOw cytochromu P450, membrany odptukiwano w buforze do odzyskiwania
membran (0,2 M glicyna, 0,0035 M SDS, 1% Tween 20, pH 2,2) oraz buforze
pluczacym 1 blokujacym, a nastgpnie przeprowadzano analogicznie jak wcze$niej

immunodetekcj¢ B-aktyny, uzytej jako biatko referencyjne.
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Tabela 3. Przeciwciata I- i II-rzedowe oraz ich st¢zenia wykorzystane do immunodetekcji

poziomow biatka enzymow CYP oraz B-aktyny.

I-rzedowe przeciwciala II-rzedowe przeciwciala
CYp

typ stezenie typ stezenie

krolicze anty-mysie
monoklonalne mysie / )
1A1/1A2 . . 1:1000 (HRP) / kozie anty- 1:2000
poliklonalne krdlicze

krolicze (HRP)
kozie anty-krolicze
2A poliklonalne krolicze 1:1000 1:4000
(HRP)
krodlicze anty-mysie
2B1/2B2 monoklonalne mysie 1:2000 1:2000
(HRP)
krodlicze anty-mysie
2C6 monoklonalne mysie 1:2000 1:2000
(HRP)
kozie anty-krolicze
2C11 poliklonalne krolicze 1:4000 1:4000
(HRP)
kozie anty-krolicze
2D6 poliklonalne krdlicze 1:4000 1:2000
(HRP)
kozie anty-krolicze
3A4 poliklonalne krdlicze 1:2000 1:2000
(HRP)
krélicze anty-mysie
B-aktyna monoklonalne mysie 1:10 000 1:2000
(HRP)

9. Oznaczenie poziomu mRNA wybranych genow CYP w watrobie

technika RT-PCR

Celem oznaczenia poziomu mRNA wybranych genéow CYP przeprowadzano
1zolacje catkowitego RNA z 25-30 mg zamrozonej watroby przy uzyciu komercyjnego
zestawu Total RNA Mini zgodnie z zaleceniami producenta. Nastgpnie sprawdzano
jako$¢ (stosunek absorbancji A260/A280 oraz A260/A230) i stezenie otrzymanego
RNA przy uzyciu spektrofotometrycznego czytnika mikroptytek. W kolejnym etapie
przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypcji, stosujgc komercyjny zestaw
High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit w koncowej objetosci 20 uL,

zawierajace] 2 pug RNA. Reakcje prowadzono kolejno w temperaturach: 25 °C przez
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10 min (denaturacja RNA), 37 °C przez 120 min (synteza cDNA), 85 °C przez 5 min
(inaktywacja enzymu). Uzyskane cDNA przechowywano w —20 °C do dalszej analizy.

Do przeprowadzenia reakcji PCR wykorzystywano komercyjnie dostepna
mieszaning reakcyjng TagMan Gene Expression MasterMix oraz testy TagMan Gene
expression assay dla wybranych gendw CYP oraz ACTB jako genu referencyjnego.
Reakcja PCR byla prowadzona w probce o koncowej objetosci 10 puL,
z wykorzystaniem systemu do reakcji PCR w czasie rzeczywistym, wedtug
standardowego protokotu termicznego: inkubacja wstepna celem aktywacji enzymu —
95 °C przez 10 minut, 40 cykli sktadajacych si¢ z etapu denaturacji (15 s, 95 °C) oraz
hybrydyzacji starterow i elongacji (60 s, 60 °C).

10. Oznaczenie poziomu wybranych hormonow

Pomiar stezenia wybranych hormonow (SRIH, GHRH, GH, CRT, Ts, Ts)
w surowicy krwi oraz w przysadce mozgowej i w obszarach podwzgorza zwierajacych
PVN Iub ARC przeprowadzono przy uzyciu gotowych zastawéw ELISA (ang.
enzyme-linked immunosorbent assay), stosujac si¢ do zalecen producenta. Pomiar

absorbancji przeprowadzono w czytniku mikroptytek przy dtugosci fali 450 nm.
11. Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczng uzyskanych wynikow oraz opracowanie graficzne
przeprowadzono z wykorzystaniem programu GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA). W celu oceny istotnosci réznic pomig¢dzy grupami
zastosowano: test t-Studenta w przypadku pordwnywania dwoch grup, a w przypadku
wiekszej liczby grup przeprowadzono analize wariancji (ANOVA) z odpowiednimi

testami post hoc (test Dunnetta lub Tukeya).
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V. WYNIKI

1. Wplyw wielokrotnego podawania zwigzku CP-101,606 do komor
bocznych moézgu na aktywnos$¢ i ekspresje cytochromu P450

w watrobie

Zwiagzek CP-101,606 podawano do komodr bocznych mézgu szczura przez
5 dni, w 3 dawkach: 6 pg, 15 pg lub 30 pg/moézg (grupe kontrolng stanowily zwierzeta,
ktérym podawano 0,9% NaCl). Zbadano aktywno$¢ wybranych enzymow cytochromu
P450 bioracych udziat w metabolizmie lekow w mikrosomach watrobowych,
z wykorzystaniem  specyficznych reakcji  metabolicznych. Ilos§¢  powstatych
metabolitow, zmierzonych za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
z detekcja UV lub fluorymetryczng, przeliczono na mg biatka mikrosomalnego na

minute czasu inkubacji.

Na podstawie uzyskanych wynikow aktywnosci enzyméw cytochromu P450,
w kolejnych etapach zbadano wptyw zwigzku CP-101,606, podanego dokomorowo
w dawkach 6 pg lub 30 pg/moézg, na poziom biatka enzyméw cytochromu P450
w mikrosomach watrobowych. Poziom biatka uzyskany technika Western blotting
znormalizowano w odniesieniu do B-aktyny, a wyniki zaprezentowano jako procent

kontroli.

W oparciu o zmiany uzyskane w aktywnosci 1 poziomie biatka enzymow CYP,
do dalszego etapu badan wybrano geny CYP, dla ktérych zmierzono poziomy mRNA
w tkance watrobowej metoda RT-PCR. Do oceny zmian w poziomie ekspres;ji
wykorzystano poréwnawczg metode AACt (2°-AACt) (Livak and Schmittgen 2001),
a wyniki zaprezentowano jako wzgledng krotno$¢ zmiany ekspresji w odniesieniu do

genu referencyjnego B-aktyny (ACTB).

1.1 Wplyw podawania CP-101,606 do komor bocznych na aktywnos$¢ i ekspresje
CYP1A

Aktywno$¢ podrodziny CYP1A zmierzono na podstawie szybkosSci
metabolizmu kofeiny (Kot i Daniel 2008): szybkos$ci reakcji 8-hydroksylacji (72%
udziatlu CYP1A), a takze 3-N-demetylacji (47% udzialu CYP1A) i 1-N-demetylacji
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(38% udzialu CYP1A), dla ktorych nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian

(rycina 6).
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Rycina 6. Wplyw S5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 (6, 15 lub 30 ug/mézg —

aktywnos¢, 6 lub 30 ug/mézg — poziom biatka i mRNA) do komér bocznych moézgu szczura na
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aktywnos$¢ enzymu CYP1A1/2 oraz poziom biatka i mRNA. Aktywnos¢ CYP1A1/2 mierzono
na podstawie szybkosci 1-N-demetylacji, 3-N-demetylacji i 8-hydroksylacji kofeiny. Wartosci
przedstawiono jako s$rednia + SEM (n = 8-10). Analize¢ statystyczna przeprowadzono za
pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya. Istotnosé¢

statystyczna zostata oznaczona nastepujaco: * p <0,05; **** p <0,0001. CP — CP-101,606.

STD: CP-101,606 STD:
CYP1A1__ kontrola 6 g 30pg CYP1A2
biatko CYP1A —» @ o v e 0 S o S o
CP-101,606
CYP2A6 kontrola 6 ug 30 ug
DIAlKO Y P2 A 5 i s s — —"————
CP-101,606
CYP2BE1 kontrola 6 g 30 ug
CP-101,606
CYP2C6 kontrola 6 ug 30 ug
bialko CYP2CE6 —5 =55 s s sus sus S su S S S s s s
CP-101,606
CYP2C11 kontrola 6 ug 30 g
Diatko CYP2CAT—> " o o e e s s s e e e
CP-101,606
CYP2D6 kontrola 6 ug 30 g
DISTKO CYP2D | o e e e s S — — —— ———
CP-101,606
CYP3A1 __ kontrola 6 ug 30ug  CYP3A2
CP-101,606
_kontrola 6 ug 30 ug

B-aktyna -—_———_--—--

Rycina 7. Wpltyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do komor bocznych moézgu
(6 lub 30 pg/modzg) na intensywnos¢ prazkoéw biatek cytochromu P450 (CYPIA, CYP2A,
CYP2B, CYP2C6, CYP2C11, CYP2D, CYP3A) w mikrosomach watrobowych, uzyskanych
technika Western blotting. Na rycinie przedstawiono reprezentatywne prazki biatek CYP; jako
standardy wykorzystano szczurze lub ludzkie (CYP2A6, CYP2D6) supersomy. Srednie
warto$ci poziomow poszczegdlnych bialek CYP + SEM (n = 8 szczurdéw) zaprezentowano na

rycinach 6 oraz 8—13. STD — standard.
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W przypadku najwyzej dawki antagonisty podjednostki GluN2B receptora NMDA
obserwowano istotny wzrost poziomu biatka wzgledem grupy kontrolnej (180%);
reprezentatywne prazki przedstawiono na rycinie 7. Jednoczesnie, zarowno dawka 6 pg
jak 1 30 pg antagonisty doprowadzita do statystycznie istotnego wzrostu poziomu
mRNA CYPIAI — kolejno 148% 1 209% oraz CYPIA2 — kolejno 175% 1 175%,
w poréwnaniu z grupa kontrolng (rycina 6). Wzrost poziomu mRNA CYPIAI
obserwowany po dawce 6 ug antagonisty byl wyraznie nizszy niz obserwowany po
dawce 30 pg. Jednakze w przeciwienstwie do CYPIAI, nie zaobserwowano istotnej
r6znicy w poziomach mRNA CYPIA2 migdzy grupami, w ktérych zastosowano rozne

dawki antagonisty.

1.2 Wplyw podawania CP-101,606 do komor bocznych na aktywnos$¢ i ekspresje
CYP2A

Aktywnos¢  CYP2A, mierzona na podstawie szybkosci reakcji
7o-hydroksylacji testosteronu, byla podwyzszona po najnizszej dawce antagonisty,
wzgledem dawki najwyzszej (wartos¢ procentowa wzgledem grupy kontrolnej: 6 pg —
116%, 15 pg — 89%, 30 pg — 80%). Poniewaz nie obserwowano istotnych zmian
w poziomie biatka enzymu (ryciny 7 i 8), nie przeprowadzono dalszej analizy

molekularnej w kierunku pomiaru mRNA.

7a-hydroksylacja testosteronu Biatko CYP2A
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Rycina 8. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 (6, 15 lub 30 pg/mozg —
aktywnos¢, 6 lub 30 pg/mozg — poziom biatka i mRNA) do komor bocznych mozgu szczura na
aktywno$¢ enzymu CYP2A oraz poziom biatka. Aktywno$s¢ CYP2A mierzono na podstawie

szybkosci 7o-hydroksylacji testosteronu. Wartosci przedstawiono jako s$rednia = SEM
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(n = 8-10). Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya. Istotno$¢ statystyczna zostata oznaczona

nastepujaco: * p < 0,05. CP — CP-101,606.

1.3 Wplyw podawania CP-101,606 do komér bocznych na aktywnos$¢ i ekspresje
CYP2B

Aktywnos¢ CYP2B  zmierzono na podstawie szybkosci  reakcji
16B-hydroksylacji testosteronu 1 nie stwierdzono istotnie statystycznych zmian.
Wartosci procentowe wzgledem grupy kontrolnej wyniosty kolejno: 6 ug — 164%,
15 pg —120%, 30 png — 99% (rycina 9).

16B-hydroksylacja testosteronu Biatko CYP2B
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Rycina 9. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 (6, 15 lub 30 ug/mézg —
aktywnos¢, 6 lub 30 ug/mézg — poziom biatka i mRNA) do komoér bocznych mozgu szczura na
aktywno$¢ enzymu CYP2B oraz poziom bialka i mRNA. Aktywno$¢ CYP2B mierzono na

podstawie szybkosci 16B-hydroksylacji testosteronu. Wartosci przedstawiono jako S$rednig
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+ SEM (n = 8-10). Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya. Istotno$¢ statystyczna zostata oznaczona

nastepujaco: * p < 0,05; *** p <0,001; **** p <0,0001. CP — CP-101,606.

Poziom biatka CYP2B byt podwyzszony po najnizszej dawce CP-101,606, wzgledem
dawki najwyzszej, warto§¢ procentowa wzgledem grupy kontrolnej wyniosta kolejno:
6 ug — 147%, 30 pg — 82% (ryciny 7 1 9). Dawka 6 pg antagonisty spowodowala
wyrazny wzrost poziomu mRNA CYP2BI — 223% i CYP2B2 — 200% wzgledem
kontroli. Natomiast po dawce 30 pg obserwowano istotnie nizszy poziom mRNA,
zarowno CYP2B1 jak 1 CYP2B2, wzgledem dawki 6 pg (warto$¢ procentowa po dawce
30 pg wzgledem kontroli kolejno — 125% 1 128%). Jednocze$nie poziom mRNA
CYP2BI po najwyzszej dawce antagonisty byl istotnie wyzszy wzgledem kontroli
(rycina 9).

1.4 Wplyw podawania CP-101,606 do komér bocznych na aktywnos¢ i ekspresje
CYP2C6

Aktywnos¢ CYP2C6 zmierzono na podstawie szybkosci reakcji
7-hydroksylacji warfaryny 1 zaobserwowano, ze najnizsza dawka antagonisty
spowodowata wyzszg aktywno$¢ CYP2C6 w stosunku do dawek 15 pg 1 30 pg.
Warto$ci procentowe wzgledem grupy kontrolnej wyniosty kolejno: 6 pg — 122%,
15 ng — 93%, 30 pg — 85% (rycina 10). Nie stwierdzono zmian w poziomie biatka

(rycina 7 1 10), wobec czego nie przeprowadzono dalszej analizy mRNA.

7-hydroksylacja warfaryny Biatko CYP2C6
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Rycina 10. Wptyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 (6, 15 lub 30 pug/mozg —
aktywnos¢, 6 lub 30 pg/mézg — poziom biatka i mRNA) do komoér bocznych mozgu szczura na
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aktywno$¢ enzymu CYP2C6 oraz poziom biatka. Aktywnos¢ CYP2C6 mierzono na podstawie
szybkosci 7-hydroksylacji  warfaryny. Warto$ci przedstawiono jako $rednia = SEM
(n = 8-10). Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya. Istotno$¢ statystyczna zostata oznaczona

nastepujaco: * p < 0,05; ** <0,01. CP — CP-101,606.

1.5 Wplyw podawania CP-101,606 do komér bocznych na aktywnos$¢ i ekspresje
CYP2C11

Aktywno$s¢ CYP2CI11 zmierzono na podstawie szybkosci reakcji 2a- oraz

16a-hydroksylacji testosteronu (rycina 11).
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Rycina 11. Wptyw S-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 (6, 15 lub 30 pug/mozg —
aktywnos¢, 6 lub 30 ug/mézg — poziom biatka i mRNA) do komoér bocznych mozgu szczura na
aktywno$¢ enzymu CYP2C11 oraz poziom biatka i mRNA. Aktywno$¢ CYP2C11 mierzono na

podstawie szybkosci 2a- oraz 16a-hydroksylacji testosteronu. Wartosci przedstawiono jako
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srednig = SEM (n = 8-10). Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya. Istotnos¢ statystyczna zostata oznaczona

nastepujaco: * p < 0,05; ** <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001. CP — CP-101,606.

Stwierdzono, ze zwigzek CP-101,606 w najnizszej dawce zwickszyl aktywnos¢
CYP2C11 w poréwnaniu z kontrolg, jak rowniez z wyzszymi dawkami antagonisty.
Wartosci procentowe wzgledem grupy kontrolnej wyniosty kolejno: 6 pg — 208%,
15 ng — 131%, 30 pg — 105% dla reakcji 2a-hydroksylacji testosteronu, oraz kolejno:
6 ug — 266%, 15 pg — 209%, 30 pg — 92% dla 16a-hydroksylacji testosteronu.
Analogiczne zmiany obserwowano w poziomie biatka oraz mRNA — wyzszy poziom po
najnizszej dawce antagonisty wzgledem kontroli oraz najwyzszej dawki CP-101,606.
Jednoczesnie, poziom mRNA CYP2CII po obu dawkach CP-101,606 byt istotnie
statystycznie wyzszy w stosunku do kontroli (rycina 7 i 11). Warto$ci procentowe
wzgledem grupy kontrolnej wyniosty kolejno: 6 pg —230%, 30 pg — 134% dla poziomu
bialka, oraz kolejno: 6 pg —199%, 30 ug — 169% dla mRNA.

1.6 Wplyw podawania CP-101,606 do komér bocznych na aktywnos¢ i ekspresje
CYP2D

Aktywno$¢ CYP2D zmierzono na podstawie reakcji 1’-hydroksylacji
bufuralolu (rycina 12).
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Rycina 12. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 (6, 15 Iub 30 pg/moézg —
aktywnos¢, 6 lub 30 ug/mézg — poziom biatka i mRNA) do komoér bocznych mozgu szczura na
aktywno$¢ enzymu CYP2D oraz poziom biatka. Aktywnos¢ CYP2D mierzono na podstawie
szybkosci 1°-hydroksylacji bufuralolu. Warto$ci przedstawiono jako $rednig £ SEM (n = 8-10).

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocag jednoczynnikowej analizy wariancji
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(ANOVA) z testem post hoc Tukeya. Istotnos¢ statystyczna zostala oznaczona nastepujaco:

*p <0,05. CP — CP-101,606.

Stwierdzono wyzszy poziom aktywnosci CYP2D po dawce 6 pg w stosunku do dawki
30 pg. Wartosci procentowe wzgledem grupy kontrolnej wyniosty kolejno: 6 ug —
122%, 15 pg — 93%, 30 pg — 85%. Poniewaz nie stwierdzono zmian w poziomie biatka

(rycina 7 i 12), nie przeprowadzono dalszej analizy mRNA.

1.7 Wplyw podawania CP-101,606 do komér bocznych na aktywnos$¢ i ekspresje
CYP3A

Na podstawie reakcji 2B- oraz 6B-hydroksylacji testosteronu oceniono
aktywnos$¢ podrodziny CYP3A, nie stwierdzajac istotnych zmian pod wpltywem
badanego zwigzku (rycina 13). Nie obserwowano réwniez istotnych zmian w poziomie

biatka enzymu (rycina 7 i 13).
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Rycina 13. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 (6, 15 lub 30 pg/mézg —

aktywnos¢, 6 lub 30 ug/mézg — poziom biatka i mRNA) do komoér bocznych mozgu szczura na
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aktywno$¢ enzymu CYP3A oraz poziom biatka. Aktywnos¢ CYP3A mierzono na podstawie
szybkosci 2[3- oraz 6B-hydroksylacji testosteronu. Warto$ci przedstawiono jako $rednig £ SEM
(n = 8-10). Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca jednoczynnikowej analizy

wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya. CP — CP-101,606.

1.8 Wplyw podawania CP-101,606 do komodr bocznych na poziom hormonow

Zmiany w poziomie hormonéw po 5-dniowym podawaniu zwigzku
CP-101,606 do komodr bocznych mézgu szczura przedstawiono na rycinie 14. Poziom
somatostatyny oraz GHRH zmierzono w przysadce mozgowej. Zaobserwowano, iz
dawka 6 pg antagonisty powodowala istotne statystycznie obnizenie poziomu
somatostatyny wzgledem dawki 30 pg, a wzgledem kontroli nieistotng statystycznie
tendencje spadkowa. Wartosci procentowe wzgledem grupy kontrolnej wyniosty
kolejno: 6 pug — 80%, 30 pg — 118%. Nie stwierdzono istotnych zmian w poziomie

GHRH.

W surowicy krwi zbadano poziom hormonu wzrostu, kortykosteronu oraz
hormonéw tarczycy. W przypadku hormonu wzrostu zauwazono istotnie wyzszy
poziom GH po najnizszej dawce antagonisty wzgledem dawki najwyzszej, oraz
tendencj¢ wzrostowa wzgledem grupy kontrolnej. Wartosci procentowe wzgledem
grupy kontrolnej wyniosty kolejno: 6 pg — 127%, 30 ng — 78%. Zmiany te byly
odwrotne do tych, obserwowanych w przypadku somatostatyny, ktdéra negatywnie
reguluje wydzielanie GH. Poziom kortykosteronu w surowicy krwi byt obnizony po obu
dawkach CP-101,606 wzgledem kontroli, kolejno 6 ung — 84%, 30 pg — 77%,

jednoczes$nie nie stwierdzono zmian poziomu hormonow T3 i Ta.
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Poziom hormonu uwalniajagcego

Poziom somatostatyny (SRIH)
hormon wzrostu (GHRH)
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Rycina 14. Wplyw 5-dniowego, dokomorowego podawania zwigzku CP-101,606, w dwoch
wybranych dawkach (6 Iub 30 ug/mézg) na poziomy hormonow przysadkowych (Pit): SRIH
1 GHRH, oraz hormonow w surowicy krwi: GH, CRT, T3, T4. Dane przedstawiono jako $rednig
+ SEM (n = 8-10). Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukeya. Istotno$¢ statystyczng oznaczono nastepujgco:

*p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001. Bezwzgledne wartosci kontrolne wynosity odpowiednio:
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1,8 + 0,1 ng/g (SRIH — Pit), 15,0 + 0,9 ng/g (GHRH — Pit), 214,7 + 13,3 pg/mL (GH),
460 + 29 ng/mL (CRT), 0,74 = 0,06 ng/mL (T3), 63,2 + 4,6 ng/mL (T4). CP — CP-101,606.

2. Wplyw wielokrotnego podawania zwiazku CP-101,606 do jader
przykomorowych podwzgorza na aktywnos¢ i ekspresje

cytochromu P450 w watrobie

Po 5-dniowym podawaniu zwigzku CP-101,606 do jader przykomorowych
podwzgorza w dawce 3 pg/moézg, podobnie jak w przypadku podan do komor bocznych
mozgu szczura, zbadano aktywno$¢ oraz poziom biatka wybranych enzymow
cytochromu P450 w szczurzych mikrosomach watrobowych. W oparciu o zmiany
uzyskane w aktywnosci 1 poziomie biatka enzymoéw CYP, do dalszego etapu badan

wybrano geny CYP, dla ktorych zmierzono poziomy mRNA.

2.1 Wplyw podawania CP-101,606 do jader przykomorowych na aktywnos$¢
i ekspresje CYP1A

5-dniowe podawanie zwigzku CP-101,606 w dawce 3 pg do jader
przykomorowych podwzgoérza spowodowato istotne statystycznie obnizenie poziomu
aktywnosci CYP1A, mierzonej szybkoscia reakcji 8-hydroksylacji (81% kontroli)
13-N-demetylacji (77% kontroli), bez istotnych zmian w przypadku reakcji
I-N-demetylacji kofeiny (87%), co przedstawiono na rycinie 15. Jednocze$nie
zaobserwowano istotne obnizenie poziomu biatka (81%) i mRNA CYPIA41 (60%) oraz
CYPI1A2 (75%) wzgledem grupy kontrolnej (rycina 15 1 16).
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Rycina 15. Wptyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader przykomorowych
podwzgorza na aktywno$¢ enzymu CYP1A1/2 oraz poziom biatka i mRNA. Aktywnosc¢
CYPIA1/2 mierzono na podstawie szybkosci 1-N-demetylacji, 3-N-demetylacji
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i 8-hydroksylacji kofeiny. Wartosci przedstawiono jako $rednig £+ SEM (n = 9-12). Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta. Istotno$¢ statystyczna zostata

oznaczona nastgpujaco: * p < 0,05; ** p <0,01.

STD: STD:
CYP1A1 kontrola CP-101,606 CYP1A2
biatko CYPIA — O e e e e e e e e O
CYP2A1 kontrola CP-101,606 CYP2A6
- (R e i ®
biatko CYP2A —» - et e e
CYP2B1 kontrola CP-101,606
biatko CYP2B —» @ — = — —
CYP2C6 kontrola CP-101.606

CYP2C11 kontrola CP-101.606

biatko CYP2C11 —» MBS b o T in TS s o vy =
CYP2D6 kontrola CP-101,606

Diatho CYP2D  —b s o s s i i s s s e e e
CYP3A1 kontrola CP-101.606 CYP3A2

kontrola CP-101.606

BrakiyNa e e c——————— ———

Rycina 16. Wplyw 5-dniowego podawania zwiazku CP-101,606 do jader przykomorowych
podwzgorza na intensywnos$¢ prazkow biatek cytochromu P450 (CYP1A, CYP2A, CYP2B,
CYP2C6, CYP2C11, CYP2D, CYP3A) w mikrosomach watrobowych, uzyskanych technika
Western blotting. Na rycinie przedstawiono reprezentatywne prazki bialek CYP; jako standardy
wykorzystano szczurze lub ludzkie (CYP2A6, CYP2D6) supersomy. Srednie wartoéci
poziomow poszczegolnych biatek CYP £ SEM (n = 9-12) zaprezentowano na rycinach 15 oraz

17-22. STD — standard.

2.2 Wplyw podawania CP-101,606 do jader przykomorowych na aktywnosé
i ekspresje CYP2A

5-dniowe podawanie zwigzku CP-101,606 w dawce 3 pg do jader
przykomorowych podwzgérza doprowadzilo do obnizenia aktywnosci CYP2A (81%

kontroli), ktérg zmierzono reakcja 7a-hydroksylacji testosteronu (rycina 17).
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7Ta-hydroksylacja testosteronu Biatko CYP2A
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Rycina 17. Wptyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader przykomorowych
podwzgorza na aktywnos¢ enzymu CYP2A oraz poziom biatka i mRNA. Aktywnos¢ CYP2A
mierzono na podstawie szybkosci 7a-hydroksylacji testosteronu. Wartosci przedstawiono jako
srednig + SEM (n = 9-12). Analize statystyczna przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta.

Istotnos¢ statystyczna zostata oznaczona nastepujaco: * p < 0,05.

Jednoczesnie obserwowano tendencje spadkowa w poziomie biatka (71%) oraz istotne
statystycznie obnizenie poziomu mRNA CYP2A1 (37%) i CYP2A42 (50%) wzgledem
grupy kontrolnej (rycina 16 1 17).
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2.3 Wplyw podawania CP-101,606 do jader przykomorowych na aktywnos¢
i ekspresje CYP2B

Podobnie jak w przypadku CYP2A, rowniez dla CYP2B stwierdzono
obnizenie aktywnosci (46% kontroli) mierzonej reakcja 16B-hydroksylacji testosteronu

po zastosowaniu antagonisty podjednostki GIuN2B receptora NMDA (rycina 18).

16B-hydroksylacja testosteronu Biatko CYP2B
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Rycina 18. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader przykomorowych
podwzgorza na aktywnos$¢ enzymu CYP2B oraz poziom biatka i mRNA. Aktywnos¢ CYP2B
mierzono na podstawie szybko$ci 16B-hydroksylacji testosteronu. Wartosci przedstawiono jako
srednig £ SEM (n = 9-12). Analize¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta.

Istotnos$¢ statystyczna zostala oznaczona nastepujaco: * p < 0,05; ** p <0,01.

Nie zaobserwowano istotnej zmiany w poziomie biatka (91% kontroli), jednakze

poziom mRNA CYP2B1 (40%) oraz CYP2B2 (45%) w grupie otrzymujacej CP-101,606
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do jader przykomorowych podwzgodrza byl istotnie statystycznie obnizony wzgledem

grupy kontrolnej (rycina 16 1 18).

2.4 Wplyw podawania CP-101,606 do jader przykomorowych na aktywnosé¢
i ekspresje CYP2C6

Po podaniach CP-101,606 nie stwierdzono istotnej zmiany poziomu
aktywnosci enzymu CYP2C6 (92% kontroli), mierzonej szybkoscig reakcji
7-hydroksylacji warfaryny (rycina 19).

7-hydroksylacja warfaryny
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Rycina 19. Wplyw 5-dniowego podawania zwiazku CP-101,606 do jader przykomorowych
podwzgorza na aktywno$¢ enzymu CYP2C6 oraz poziom biatka i mRNA. Aktywnos$¢ CYP2C6
mierzono na podstawie szybko$ci 7-hydroksylacji warfaryny. Warto$ci przedstawiono jako
srednig £ SEM (n = 9-12). Analize¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta.

Istotnos¢ statystyczna zostata oznaczona nastepujaco: * p < 0,05.
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Nie zaobserwowano roéwniez zmian w poziomie mRNA CYP2C6 (118%), natomiast
stwierdzono obnizenie poziomu biatka w grupie, ktorej podawano antagoniste do jader

przykomorowych (79%), wzgledem grupy kontrolnej (rycina 161 19).

2.5 Wplyw podawania CP-101,606 do jader przykomorowych na aktywnosé
i ekspresje CYP2C11

Podawanie zwigzku CP-101,606 spowodowato obnizenie aktywno$ci enzymu
CYP2C11, ktéra zmierzono szybkoscig reakcji 2a- i 160-hydroksylacji testosteronu,
kolejno: 68% 1 17% wzgledem grupy kontrolnej (rycina 20).
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Rycina 20. Wptyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader przykomorowych
podwzgorza na aktywno$¢ enzymu CYP2CI11 oraz poziom biatka i mRNA. Aktywnosc¢
CYP2C11 mierzono na podstawie szybkosci 2a- oraz 16a-hydroksylacji testosteronu. Warto$ci

przedstawiono jako srednia + SEM (n = 9-12). Analize statystyczna przeprowadzono za
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pomoca testu t-Studenta. Istotno$¢ statystyczna zostata oznaczona nastgpujaco: * p < 0,05;

*p<0,0l.

Analogiczne zmiany zaobserwowano rowniez w poziomie biatka (60% kontroli) oraz
mRNA CYP2C11 (54% kontroli) w grupie, ktora otrzymywata antagoniste podjednostki
GIuN2B receptora NMDA do jader przykomorowych podwzgoérza (rycina 16 1 20).

2.6 Wplyw podawania CP-101,606 do jader przykomorowych na aktywnos$¢
i ekspresje CYP2D6

Nie stwierdzono zmian w aktywnos$ci (95%) oraz poziomie biatka (106%)

(rycina 16 1 21) podrodziny CYP2D, po 5-dniowych podaniach zwigzku CP-101,606 do

jader przykomorowych.
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Rycina 21. Wpltyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader przykomorowych
podwzgoérza na aktywnos¢ enzymu CYP2D6 oraz poziom biatka. Aktywnos¢ CYP2D6
mierzono na podstawie szybko$ci 1’-hydroksylacji bufuralolu. Wartosci przedstawiono jako

srednig = SEM (n = 12). Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta.

2.7 Wplyw podawania CP-101,606 do jader przykomorowych na aktywnosé
i ekspresje CYP3A

W grupie zwierzat, ktorej podawano zwigzek CP-101,606 obserwowano
obnizenie aktywno$ci enzymu CYP3A, mierzonej szybko$cig reakcji 2B- oraz
6p-hydroksylacji testosteronu (rycina 22), kolejno: 72% 1 57% wzglegdem grupy

kontrolne;j.
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Rycina 22. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader przykomorowych
podwzgorza na aktywno$¢ enzymu CYP3A oraz poziom biatka i mRNA. Aktywno$¢ CYP3A

mierzono na podstawie szybkoSci 2B- oraz 6p-hydroksylacji testosteronu. Warto$ci
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przedstawiono jako s$rednia £ SEM (n = 9-12). Analizg statystyczng przeprowadzono za

pomoca testu t-Studenta. Istotnos¢ statystyczna zostata oznaczona nastepujaco: * p < 0,05.

Jednoczesénie nie stwierdzono zmian w poziomie biatka (86%) oraz mRNA dla CYP341

(87% kontroli) i CYP3A42 (85% kontroli) (rycina 16 1 22).

2.8 Wplyw podawania CP-101,606 do jader przykomorowych na poziom

hormonow

Zmiany poziomu hormonéw po 5-dniowym podawaniu zwigzku CP-101,606

do jader przykomorowych podwzgorza przedstawiono na rycinie 23.
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Rycina 23. Wptyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader przykomorowych na
poziomy hormonow w podwzgérzu, przysadce mozgowej (Pit) i surowicy krwi. Wszystkie
warto$ci przedstawiono jako $rednie + SEM (n = 8-12). Istotnos¢ statystyczng oceniano za
pomocg testu t-Studenta i oznaczono jako: * p < 0,05; ** p <0,01; **** p <0,0001 — wzglgdem
grupy kontrolnej. Bezwzgledne wartosci kontrolne dla PVN wynosity odpowiednio:
78 £ 16 pg/g (SRIH — PVN), 590 + 38 pg/g (SRIH — Pit), 1,02 + 0,07 ng/g (GHRH - Pit), 139,6
+ 3,8 pg/mL (GH), 479 + 28 ng/mL (CRT), 1,19 + 0,05 ng/mL (T3), 45,3 = 1,9 ng/mL (T4).

Poziom somatostatyny zostal zmierzony w obszarze podwzgdrza zawierajacym jadro
przykomorowe (PVN) oraz w przysadce moézgowej (Pit). Zarowno w jadrze

przykomorowym, jak i w przysadce dawka antagonisty 3 ug podawana przez 5 dni do
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jader przykomorowych podwzgorza spowodowata istotny statystycznie wzrost poziomu
somatostatyny wzgledem grupy kontrolnej, kolejno — 281% 1 132%. Ponadto
w przysadce mozgowej zmierzono rowniez poziom hormonu GHRH, dla ktérego nie
stwierdzono zmian (89% kontroli). W surowicy krwi zbadano stezenie hormonu
wzrostu, kortykosteronu oraz hormonéw tarczycy. Obserwowano spadek stezenia GH
(81% kontroli), ktory odpowiadal zmianom obserwowanym w przypadku
somatostatyny, ktora negatywnie reguluje wydzielanie GH. Poziom kortykosteronu
w surowicy krwi byt obnizony w grupie, ktorej podawano CP-101,606 (75%) wzgledem
grupy kontrolnej. Ponadto obserwowano istotnie podwyzszony poziom T3 (122%

kontroli), bez zmian w poziomie T4 (109% kontroli).

3. Wplyw wielokrotnego podawania zwigzku CP-101,606 do jader
lukowatych podwzgorza na aktywnos¢ i ekspresje¢ cytochromu

P450 w watrobie

Po 5-dniowym podawaniu zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych
podwzgorza w dawce 3 pg/moézg, podobnie jak w przypadku podan do komoér bocznych
moézgu szczura oraz do jader przykomorowych podwzgorza, zbadano aktywnos$¢ oraz
poziom biatka wybranych enzymow cytochromu P450 w szczurzych mikrosomach
watrobowych. W oparciu o zmiany uzyskane w aktywnosci 1 poziomie biatka enzymow
CYP, do dalszego etapu badan wybrano geny CYP, dla ktorych zmierzono poziomy
mRNA.

3.1 Wplyw podawania CP-101,606 do jader lukowatych na aktywnos¢ i ekspresje
CYP1A

5-dniowe podawanie zwiazku CP-101,606 w dawce 3 ug do jader lukowatych
podwzgorza spowodowato istotne statystycznie obnizenie poziomu aktywnosci enzymu
CYPIA, mierzonej szybkoscig reakcji 1-N-demetylacji kofeiny (80% kontroli), bez
zmian szybkosci reakcji 3-N-demetylacji (90% kontroli) 1 8-hydroksylacji kofeiny (94%
kontroli) (rycina 23). Podobnie jak w przypadku podan do jader przykomorowych,
rowniez po podaniach do jader tukowatych podwzgérza zaobserwowano istotne
obnizenie poziomu biatka enzymu (65%) i mRNA CYP1A1 (45%) oraz CYP1A2 (63%)
wzgledem grupy kontrolnej (rycina 24 1 25).
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Rycina 24. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych
podwzgorza na aktywno$¢ enzymu CYP1A1/2 oraz poziom biatka i mRNA. Aktywnosc
CYP1A1/2 mierzono na podstawie szybkosci 1-N-demetylacji, 3-N-demetylacji
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i 8-hydroksylacji kofeiny. Wartosci przedstawiono jako $rednig £+ SEM (n = 9-12). Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta. Istotno$¢ statystyczna zostata

oznaczona nastgpujaco: * p < 0,05; ** p <0,01.
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Rycina 25. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych
podwzgorza na intensywno$¢ prazkéw biatek cytochromu P450 (CYP1A, CYP2A, CYP2B,
CYP2C6, CYP2C11, CYP2D, CYP3A) w mikrosomach watrobowych, uzyskanych technikg
Western blotting. Na rycinie przedstawiono reprezentatywne prazki bialek CYP; jako standardy
wykorzystano szczurze lub ludzkie (CYP2A6, CYP2D6) supersomy. Srednie wartosci
poziomow poszczegolnych biatek CYP £ SEM (n = 9-12) zaprezentowano na rycinach 24 oraz
26-31. STD — standard.

3.2 Wplyw podawania CP-101,606 do jader lukowatych na aktywnos¢ i ekspresje
CYP2A

Inaczej niz w przypadku podan do jader przykomorowych podwzgodrza,
5-dniowe podawanie zwigzku CP-101,606 w dawce 3 pg do jader tukowatych nie

spowodowato zmian w aktywnosci CYP2A (100% kontroli), ktérag zmierzono
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szybkoscig reakcji 7a-hydroksylacji testosteronu (rycina 26). Nie obserwowano rowniez
zmian w poziomie biatka enzymu (86% kontroli) oraz mRNA CYP2A41 (103% kontroli)
1 CYP2A2 (58% kontroli) (rycina 25 1 26).
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Rycina 26. Wplyw S5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych
podwzgorza na aktywnos¢ enzymu CYP2A oraz poziom biatka i mRNA. Aktywnos¢ CYP2A
mierzono na podstawie szybkosci 7a-hydroksylacji testosteronu. Warto$ci przedstawiono jako

$rednig £ SEM (n = 9—12). Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta.

3.3 Wplyw podawania CP-101,606 do jader lukowatych na aktywnos¢ i ekspresje
CYP2B

Podobnie jak w przypadku CYP2A, réwniez dla CYP2B nie zaobserwowano

istotnych zmian w aktywno$ci enzymu (78% kontroli), mierzonej szybkoscig reakcji
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16B-hydroksylacji testosteronu, po podaniach zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych
podwzgorza (rycina 27). Nie stwierdzono rowniez zmian w poziomie biatka enzymu
(78% kontroli) oraz mRNA CYP2BI (91% kontroli) i CYP2B2 (92% kontroli) (rycina
25127).
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Rycina 27. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych
podwzgoérza na aktywno$¢ enzymu CYP2B oraz poziom biatka i mRNA. Aktywnos¢ CYP2B
mierzono na podstawie szybkosci 16B-hydroksylacji testosteronu. Wartosci przedstawiono jako

srednig = SEM (n = 9—12). Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta.
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3.4 Wplyw podawania CP-101,606 do jader lukowatych na aktywnos¢ i ekspresje
CYP2C6

5-dniowe podania selektywnego antagonisty podjednostki GIuN2B receptora
NMDA do jader tukowatych podwzgérza nie spowodowaly zmian w poziomie
aktywnos$ci enzymu CYP2C6, mierzonej szybkoscig reakcji 7-hydroksylacji warfaryny
(111% kontroli) oraz w poziomie mRNA CYP2C6 (103% kontroli) (rycina 28).
Jednakze stwierdzono obnizony poziom biatka enzymu w grupie, ktorej podawano
CP-101,606 (82%), wzgledem grupy kontrolnej (rycina 25 1 28).
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Rycina 28. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych
podwzgorza na aktywno$é enzymu CYP2C6 oraz poziom biatka i mRNA. Aktywnos¢ CYP2C6
mierzono na podstawie szybko$ci 7-hydroksylacji warfaryny. Warto$ci przedstawiono jako
srednig £ SEM (n = 9-12). Analize¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta.

Istotnos¢ statystyczna zostata oznaczona nastepujaco: * p < 0,05.
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3.5 Wplyw podawania CP-101,606 do jader lukowatych na aktywnos¢ i ekspresje
CYP2C11

Tak jak w przypadku podan do jader przykomorowych podwzgdrza, réwniez
podania zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych spowodowaty zmiany enzymu
CYP2CI11. Obserwowano obnizenie aktywno$ci mierzonej szybkoscig reakcji
20- 1 160-hydroksylacji testosteronu, kolejno do 75% i 15% kontroli. Stwierdzono takze
obnizony poziom biatka enzymu (64% kontroli) i mRNA CYP2CII (44% kontroli)
w grupie, ktérej podawano antagoniste podjednostki GIuN2B (rycina 25 i 29).
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Rycina 29. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych
podwzgorza na aktywno$¢ enzymu CYP2CI11 oraz poziom biatka i mRNA. Aktywnosé¢
CYP2C11 mierzono na podstawie szybkosci 2a- oraz 16a-hydroksylacji testosteronu. Warto$ci

przedstawiono jako $rednig + SEM (n = 9-12). Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za
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pomoca testu t-Studenta. Istotno$¢ statystyczna zostata oznaczona nastgpujaco: * p < 0,05;

*p<0,0l.

3.6 Wplyw podawania CP-101,606 do jader lukowatych na aktywnos¢ i ekspresje
CYP2D6

Nie stwierdzono istotnych zmian aktywnos$ci, mierzonej szybkos$cig reakcji
1’-hydroksylacji bufuralolu (108% kontroli) oraz poziomu biatka enzymu CYP2D
(104% kontroli), po podaniach zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych podwzgorza,
podobnie jak w przypadku podan do jader przykomorowych (rycina 25 i 30).
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Rycina 30. Wplyw S5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych
podwzgorza na aktywnos$¢ enzymu CYP2D6 oraz poziom biatka. Aktywno$¢ CYP2D6
mierzono na podstawie szybko$ci 1’-hydroksylacji bufuralolu. Wartosci przedstawiono jako

srednig + SEM (n = 12). Analizg statystyczna przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta.

3.7 Wplyw podawania CP-101,606 do jader lukowatych na aktywnos¢ i ekspresje
CYP3A

Po 5-dniowych podaniach zwigzku CP-101,606 do jader *lukowatych
podwzgorza obserwowano tendencje spadkows, ale bez istotno$ci statystycznej
w aktywnos$ci enzymu CYP3A, mierzonej szybkoscig reakcji 2p3- oraz 6B-hydroksylacji
testosteronu, kolejno do 84% 1 62%. Nie stwierdzono rowniez istotnych zmian
w poziomie biatka enzymu (90% kontroli). W przypadku mRNA, nie obserwowano
zmian w poziomie ekspresji CYP3A41 (89% kontroli), natomiast poziom ekspresji
CYP3A2 byt istotnie obnizony (57% kontroli) w grupie, ktorej podawano antagoniste
podjednostki GIluN2B receptora NMDA (rycina 251 31).
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Rycina 31. Wplyw S5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader tukowatych
podwzgorza na aktywno$¢ enzymu CYP3A oraz poziom biatka i mRNA. Aktywno$¢ CYP3A

mierzono na podstawie szybkosci 2B- oraz 6B-hydroksylacji testosteronu. Warto$ci
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przedstawiono jako s$rednia £ SEM (n = 9-12). Analizg statystyczng przeprowadzono za

pomoca testu t-Studenta. Istotnos¢ statystyczna zostata oznaczona nastepujaco: * p < 0,05.
3.8 Wplyw podawania CP-101,606 do jader lukowatych na poziom hormonow

Zmiany w poziomie hormonéw po 5S-dniowym podawaniu zwigzku
CP-101,606 do jader tukowatych podwzgoérza przedstawiono na rycinie 32. Poziom
GHRH zostat zmierzony w obszarze podwzgorza zawierajacym jadro tukowate (ARC)
oraz w przysadce mozgowej (Pit). Zarowno w jadrze tukowatym, jak i w przysadce
dawka 3 pg antagonisty spowodowata istotne statystycznie obnizenie poziomu GHRH
wzgledem grupy kontrolnej, kolejno do 45% 1 78%. W surowicy krwi zbadano poziom
hormonu wzrostu, kortykosteronu oraz hormonéw tarczycy. W przypadku hormonu
wzrostu obserwowano istotny spadek stgzenia GH w surowicy (63% kontroli), ktory
odpowiadat obnizeniu poziomu GHRH, ktory pozytywnie reguluje wydzielanie GH.
Poziom kortykosteronu w surowicy krwi byl takze obnizony (78% kontroli). Nie

obserwowano istotnych zmian stezenia T3 (89% kontroli) oraz T4 (96% kontroli).
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Rycina 32. Wplyw 5-dniowego podawania zwigzku CP-101,606 do jader lukowatych na
poziomy hormonow w podwzgérzu, przysadce mozgowej (Pit) i surowicy krwi. Wszystkie
warto$ci przedstawiono jako $rednie + SEM (n = 8-12). Istotnos$¢ statystyczng oceniano za
pomocg testu t-Studenta i oznaczono jako: * p < 0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 —

wzgledem grupy kontrolnej. Bezwzgledne wartosci kontrolne dla ARC wynosity odpowiednio:
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39,8 + 3,6 ng/g (GHRH — ARC), 1,0 + 0,1 pg/g (GHRH — Pit), 128,8 + 3,8 pg/mL (GH),
413 + 34 ng/mL (CRT), 1,84 + 0,18 ng/mL (T5), 71,4 + 5,6 ng/mL (Ta).

4. Bezposredni wplyw zwigzku CP-101,606 na aktywnos$¢ enzymow

CYP w mikrosomach watrobowych szczura — badania in vitro

Zbadano bezposredni wptyw zwiazku CP-101,606 na wybrane enzymy
cytochromu P450 w warunkach in vitro, w trzech stezeniach: 10 uM, 50 uM 1 100 uM.
Zmierzono  szybko$¢  specyficznych  reakcji:  7a-hydroksylacji  (CYP2A),
16B-hydroksylacji  (CYP2B), 20- i 16o0-hydroksylacji (CYP2C11) oraz
2B- 1 6B-hydroksylacji testosteronu (CYP3A) w nieobecnos$ci i obecno$ci antagonisty.
Jednoczesnie sprawdzono wpltyw czasu preinkubacji: 0 minut (rycina 33), 15 minut
(rycina 34) i 30 minut (rycina 35), na szybko$¢ powyzszych reakcji. Uzyskane wyniki
pozwolity na stwierdzenie, iz szybko$¢ reakcji katalizowanych przez wybrane enzymy
CYP pozostata praktycznie niezmieniona, zarowno w warunkach bez preinkubacji, jaki
1 z preinkubacjg z CP-101,606 przez 15 i 30 minut. Mimo, ze w niektorych przypadkach
uzyskane wyniki byly statystycznie istotne, zaobserwowane spadki szybkosci reakcji
wywolane przez zwigzek CP-101,606 byly ilosciowo bardzo niewielkie i stanowity

mniej niz 10% wartos$ci kontrolne;.
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Rycina 33. Metabolizm testosteronu in vitro w mikrosomach watrobowych szczura bez
preinkubacji w warunkach kontrolnych (bez CP-101,606) oraz w obecnosci CP-101,606
(10 uM, 50 puM, 100 uM). Wszystkie wartosci przedstawiono jako $rednie £ SEM (n = 6-8).
Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA), z testem post hoc Dunnetta. Istotno$¢ statystyczng oznaczono nastgpujgco: ns — brak

istotnosci; * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001.
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Rycina 34. Metabolizm testosteronu in vitro w mikrosomach watrobowych szczura po
15-minutowej preinkubacji w warunkach kontrolnych (bez CP-101,606) oraz w obecnos$ci
CP-101,606 (10 uM, 50 uM, 100 uM). Wszystkie wartosci przedstawiono jako srednie = SEM
(n = 6-8). Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA), z testem post hoc Dunnetta. Istotnos¢ statystyczng oznaczono nastgpujgco: ns — brak

istotnosci; * p <0,05; *** p <0,001.
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Rycina 35. Metabolizm testosteronu in vitro w mikrosomach watrobowych szczura po
30-minutowej preinkubacji w warunkach kontrolnych (bez CP-101,606) oraz w obecnosci
CP-101,606 (10 uM, 50 uM, 100 uM). Wszystkie wartosci przedstawiono jako $rednie + SEM
(n = 6-8). Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA), z testem post hoc Dunnetta. Istotnos¢ statystyczng oznaczono nastgpujgco: ns — brak

istotnosci; * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001.
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VI. DYSKUSJA

Jak opisano we wstgpie niniejszej pracy, zaangazowanie uktadoéw
monoaminergicznych moézgu — dopaminergicznego (Wojcikowski 1 wsp. 2007, 2008),
noradrenergicznego (Kot i Daniel 2011; Bromek i wsp. 2013; Sadakierska-Chudy 1 wsp.
2013; Kot i wsp. 2015) i serotoninergicznego (Rysz 1 wsp. 2015, 2016a, 2016b)
w neuroendokrynnej regulacji watrobowego cytochromu P450 zostato juz dobrze
zbadane, a wyniki badan uzyskane na poszczegodlnych etapach badan opracowano
zbiorczo w pracach przegladowych (Wojcikowski 1 Daniel 2009; Bromek i Daniel
2021; Daniel i wsp. 2022). Natomiast znaczenie uktadu glutaminianergicznego w tym
kontekscie nie zostato jak dotad poznane. W badaniach wstgpnych, przeprowadzonych
po wielokrotnych dootrzewnowych podaniach zwigzku CP-101,606, selektywnego
antagonisty podjednostki GIuN2B receptora NMDA, stwierdzono zmiany w aktywnoSci
i/lub ekspresji enzyméw CYPIA, CYP2A, CYP2B, CYP2C11, CYP2D i CYP3A
(Bromek i wsp. 2021; Haduch i wsp. 2022). Zmianom tym towarzyszyl obnizony
poziom GHRH w przysadce moézgowej oraz obnizony poziom hormonu wzrostu
1 kortykosteronu w surowicy krwi. Jednakze obserwowane efekty w przypadku podan
dootrzewnowych zwigzku mogly wynika¢ zarowno z wplywu badanego zwiazku na
poziome watroby, jak 1 by¢ konsekwencja posrednich interakcji miedzy zwigzkiem
aenzymami cytochromu P450. Dlatego stwierdzenie, w jakim stopniu zmiany
obserwowane po podaniu obwodowym wynikaly z mechanizmu neuroendokrynnego

jest stosunkowo trudne.

Celem szczegotowego wyjasnienia mechanizmow efektow obserwowanych po
podaniach obwodowych zwigzku CP-101,606, zaplanowano 1 przeprowadzono
wielokrotne podania selektywnego antagonisty podjednostki GIuN2B receptora NMDA
do komor bocznych mézgu szczura, a nastegpnie do jader przykomorowych i tukowatych
podwzgorza, ktére reguluja wydzielanie hormonéw regulujacych enzymy cytochromu
P450. Ze wzgledu na fakt, iz zastosowane domoézgowe dawki CP-101,606 byly
znacznie nizsze, anizeli dawki stosowane przy podaniach obwodowych, zatozono, iz
domoézgowe podania CP-101,606 nie powinny wywiera¢ znaczacego dzialania na

obwodzie.

Efekty obserwowane po wielokrotnych podaniach CP-101,606 do komor

bocznych mézgu szczura byty zalezne od zastosowanej dawki (6, 15, lub 30 pg/mozg);
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wyniki uzyskane dla dawek 6 pg/mézg i 30 ng/mézg wzgledem kontroli, oraz dawki
6 ng/mozg wzgledem dawki 30 pg/moézg zebrano w tabeli 4 1 poréwnano je z wynikami
badan wstepnych po dootrzewnowych podaniach antagonisty. Przeprowadzone badania
wykazaty, iz dawka 6 ug antagonisty podjednostki GIuN2B receptora NMDA
doprowadzita do wzrostu ekspresji (mRNA 1 biatka) i aktywnos$ci enzyméw CYP2C11
oraz CYP2B, w poroéwnaniu z grupg kontrolng. Obserwowano roéwniez wyzszy poziom
mRNA, bez zmian w poziomie biatka i aktywnos$ci po zastosowaniu dawki 30 pg
antagonisty, dla obu tych enzymow. Jednoczesnie stwierdzono wyzszy poziom
ekspresji, ale bez zmian w aktywnos$ci enzymatycznej dla CYP1A, zaréwno dla dawki
6 ng, jak 1 30 pg, co sugeruje udzial innych mechanizméw, takich jak modyfikacje
potranslacyjne. Obserwowano réwniez istotne statystyczne zmiany mig¢dzy grupami,
ktore otrzymaty antagoniste w dawkach 6 pg i 30 pg. Dotyczyty one aktywnosci
enzymow CYP2A, CYP2B, CYP2C11, CY2C6 oraz CYP2D, a takze ekspresji CYP2B
oraz CYP2C11. Generalnie, poziomy aktywnos$ci i ekspresji byly wyzsze w grupie,
ktora otrzymywala najnizsza dawke antagonisty wzgledem grupy, ktora otrzymywata
dawke najwyzsza. Co ciekawe, nie obserwowano zmian w przypadku CYP3A, cho¢
wiadomo, iz enzymy =z tej podrodziny podlegaja podobnym mechanizmom
regulacyjnym co wymienione wczesniej enzymy CYP. Powyzszym efektom wptywu
badanego zwiazku na cytochrom P450 towarzyszyly zmiany w poziomach hormonow:
obnizenie poziomu kortykosteronu, zarowno po dawce 6 ug, jak i 30 pg, jak rowniez
obnizenie poziomu przysadkowej somatostatyny i odpowiadajacy temu wzrost poziomu
hormonu wzrostu w surowicy krwi po najnizszej dawce CP-101,606, a takze
podwyzszony poziom przysadkowej somatostatyny i odpowiadajacy temu obnizony
poziom hormonu wzrostu w surowicy krwi po najwyzszej dawce CP-101,606. Zmiany
w poziomach somatostatyny oraz hormonu wzrostu wzgledem grupy kontrolnej nie
byly istotne statystycznie, obserwowano tylko tendencje, jednakze wykazano
statystycznie istotne zmiany w poziomach tychze hormonéw pomiedzy grupami,
ktéorym podawano antagoniste¢ w dawkach 6 pg i 30 pg. I tak, poziom przysadkowe;j
somatostatyny byl istotnie nizszy w grupie, ktorej podawano CP-101,606 w dawce 6 nug
wzgledem grupy, ktorej podawano CP-101,606 w dawce 30 ug, i odpowiadal temu
istotnie wyzszy poziom hormonu wzrostu w surowicy krwi po dawce 6 pug wzgledem
grupy, ktorej podawano antagoniste w dawce 30 pg. Nie obserwowano zmian

w poziomie GHRH, ktory pozytywnie reguluje wydzielanie hormonu wzrostu.
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Tabela 4. Podsumowanie wynikéw uzyskanych po 5-dniowym podawaniu zwigzku CP-101,606 do komoér bocznych moézgu na ekspresje i aktywno$¢

enzymow cytochromu P450 w watrobie (A) oraz na wydzielanie hormonéw (B). Poréwnanie z 5-dniowym podawaniem CP-101,606 dootrzewnowo.

A.
Droga podania . . "
CP-101.606 Podania dokomorowe Podania dootrzewnowe
2
6 ng vs. kontrola 30 png vs. kontrola 6 ng vs. 30 ug 20 mg/kg

CYP Poziom | Poziom Aktvwnosé Poziom | Poziom Aktvwiiodé Poziom[Poziom AKtywhosé PoziomPoziom AKtvwhosé
mRNA | biatka YWROSE | mRNA | bialka o mRNA | biatka | 2" T mRNA | biatka [ Y

1A1 1 - 1 N
(148%) - (C8-kof 117%) | (209%) 1 (C8-kof 99%) l _ _ f l l

A2 (128%) | (3N-kof 124%) (180%) | (3N-kof 90%) _
(175%) (IN-kof 96%) | (175%) (IN-kof 96%) T

2A1 n.t. _ _ n.t. _ _ n.t. -

242 ne | 029%) | aien T Az | s [ [ '
223%) | (1) M (125%) | - - ! T ) _ |

282 1 (147%) (164%) - (82%) (99%) _
(200%) (128%) T

2C6 n.t. (92%) (122%) n.t. (93%) (85%) n.t - 1 n.t. n.t. -

2C11 1 T | o-on-T 208%) | . | o | Q0-OH-T 105%) | 1 1 1 ! ! !
(199%) | (230%) | ¢, om-T 266%) | (1697 (134%) (160-OH-T 92%)

2D n.t. (98%) (131%) n.t. (89%) (95%) n.t. - i - - l

96



Droga podania

Podania dokomorowe

Podania dootrzewnowe”

CP-101,606
6 pg vs. kontrola 30 pg vs. kontrola CYP 6 pg vs. kontrola
CYyp Poziom | Poziom ., Poziom | Poziom ., [Poziom[Poziom ., [PoziomPoziom .,
Akt Akt Akt Akt
mRNA | bialka YWHOSE | mRNA | bialka YWROSE ImRNA | biatka | 0" "% mRNA |biatka [ YO0
3A1 n.t. - n.t. - n.t. !
(2B-OH-T 106%) (2B-OH-T 102%) - - ! !
3A2 nt | 17 ponT 147%) | ne | P77 | (6p-OH-T 109%) |t !
B.
Droga podania Podania dokomorowe Podania dootrzewnowe"
CP-101,606
Pozi
hor(;lzll(:):(;w 6 ng vs. kontrola 30 pg vs. kontrola 6 ng vs. 30 ug 20 mg/kg
Hormon uwalniajacy - - _ l
hormon wzrostu (107%) (101%)
Somatostatyna () (N l n.t.
(830%) (118%)
Hormon wzrostu N () T !
(127%) (78%)
Kortykosteron | ! - !
(84%) (77%)
Tréjjodotyronina (T N B - -
réjjodotyronina (T3) (103%) (114%)
Tyroksyna (T 3 _ - -
yroksyna (T.) (121%) (107%)

1 wzrost; | spadek; (1) tendencja wzrostowa; (]) tendencja spadkowa; — bez zmian; n.t. nie testowano; C8-kof, C8-hydroksykofeina; 3N-kof, 3-N-
demetylokofeina; 1N-kof, 1-N-demetylokofeina; T, testosteron; * na podstawie (Bromek i wsp. 2021; Haduch i wsp. 2022).
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Enzymy cytochromu P450 podlegaja regulacji przez hormon wzrostu
1 kortykosteron, jak réwniez przez hormony tarczycy, dla ktérych nie obserwowano
istotnych zmian po dokomorowym podaniu zwigzku CP-101,606. Wymienione
hormony aktywuja odpowiednie receptory blonowe, cytoplazmatyczne lub jadrowe,
wplywajac tym samym na transkrypcje gendéw CYP w sposOb pozytywny poprzez
kortykosteron — regulujac CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2C11 i CYP3A oraz poprzez
hormon wzrostu — regulujagc CYP2C11 1 CYP3A, a takze w sposob negatywny poprzez
hormony tarczycy — regulujac CYPIA, CYP2A, CYP2B, CYP2C6, CYP2CI11 1 CYP3A
(Waxman i O’Connor 2006; Waxman i Holloway 2009; Dvorak i Pavek 2010; Brtko
i Dvorak 2011; Monostory i Dvorak 2011; Wdjcikowski i Daniel 2011; Daniel i wsp.
2022). Nie stwierdzono zmian ekspresji enzymow CYP2C6 oraz CYP2D, ktore nie sa

podatne na wptyw powyzszych hormondéw.

Porownujac wyniki uzyskane po wielokrotnym podawaniu CP-101,606 do
komoér bocznych moézgu szczura wzgledem wynikow podan dootrzewnowych,
stwierdzono przeciwstawne efekty, co sugerowalo odmienng dystrybucje antagonisty
wmoézgu po tych dwodch réznych drogach podania i/lub udziat mechanizmow
obwodowych po podaniu dootrzewnowym. Jednoczesnie obserwowano roznice
w dziataniu dawek 6 pg i 30 pg antagonisty, co mogto by¢ konsekwencja odmienne;j
dystrybucji zwigzku w obregbie narzadow okotokomorowych, wynikajacej z potozenia
jader podwzgorza zaangazowanych w regulacje sekrecji hormonéw przysadkowych
1 aspektow farmakokinetycznych. Wydaje si¢, iz po podaniach do komér bocznych
mozgu zwigzek CP-101,606 mogt silniej oddziatywaé na jadro przykomorowe, ktore
wydziela somatostatyne, anizeli na jadro tukowate uwalniajace GHRH (brak zmian

w przeciwienstwie do spadku po podaniach dootrzewnowych zwigzku).

Celem wyjasnienia réznic zaobserwowanych pomigdzy wynikami badan po
podaniu dootrzewnowym i dokomorowym antagonisty podjednostki GluN2B receptora
NMDA, zwiazek CP-101,606 podano lokalnie do jader przykomorowych lub
lukowatych podwzgorza. Pigciodniowe podawanie badanego zwiazku do jader
przykomorowych lub lukowatych w dawce 3 pg/mozg doprowadzito do szeregu zmian
w ekspresji 1 aktywnosci enzymoé6w CYP oraz w poziomie hormonoéw, co podsumowano
w tabeli 5. Zaréwno 5-dniowe podawanie CP-101,606 do jader przykomorowych, jak
1 tukowatych spowodowalo obnizenie poziomu aktywnos$ci 1 ekspresji CYPIA, ktory
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jest pozytywnie regulowany przez kortykosteron oraz negatywnie przez hormony
tarczycy (Monostory i wsp. 2009; Brtko i Dvorak 2011). Zgodnie z tym, obserwowano
obnizone st¢zenie kortykosteronu w surowicy krwi po podaniach CP-101,606 do PVN
1 ARC oraz podwyzszone stezenie T3 po podaniach do PVN. Jednoczesnie stwierdzono
pewne rozbiezno$ci w wynikach aktywnosci dla CYP1A po podaniach do PVN i ARC,
gdzie po podaniu CP-101,606 do PVN obserwowano istotne zmiany w szybkosci
reakcji 8-hydroksylacji 1 3-N-demetylacji kofeiny. Natomiast po podaniach do ARC
stwierdzono istotng zmian¢ tylko w szybkos$ci reakcji 1-N-demetylacji kofeiny,
jednakze nie odnotowano zmian w szybkosci reakcji 8-hydroksylacji kofeiny, ktora jest
specyficzng reakcja dla CYP1A u szczura (Kot i Daniel 2008). Powyzsze niescistosci
mogly wynika¢ z modyfikacji potranskrypcyjnych lub potranslacyjnych, w wyniku
oddziatywania hormonow, jak réwniez z wudzialu innych enzyméw CYP
w metabolizmie kofeiny, co zostato opisane w literaturze dla reakcji 1-N-demetylacji
kofeiny, regulowanej zaréwno przez CYP1A oraz inne enzymy CYP (Kot i Daniel
2008). Podawanie antagonisty NMDA do jader przykomorowych (ale nie do
tukowatych) spowodowato obnizenie ekspresji oraz aktywnosci enzymow CYP2A
1 CYP2B, co mozna powigza¢ z nizszym stezeniem kortykosteronu oraz wyzszym
stezeniem T3 w surowicy krwi, regulujacych enzymy z powyzszych podrodzin, kolejno
W sposob pozytywny i1 negatywny (Brtko i Dvorak 2011; Wojcikowski 1 Daniel 2011).
Najbardziej zauwazalne rezultaty stwierdzono dla enzymu CYP2CI11, zaréwno po
podaniach CP-101,606 do PVN, jaki 1 do ARC, obserwujac obnizong ekspresj¢ oraz
aktywno$¢. Enzym CYP2CI1 jest gléwnym szczurzym enzymem CYP u samcow
(usamic jest to CYP2C12), ktéry podlega silnej regulacji przez hormon wzrostu
(Waxman i O’Connor 2006; Waxman i Holloway 2009; Kot i wsp. 2015). Uzyskane
wyniki zmian ekspresji oraz aktywnosci CYP2CI11 byly zgodne ze zmianami
w poziomach hormonow, gdzie podanie antagonisty do PVN prowadzilo do
zwigkszenia stgezenia somatostatyny, negatywnie regulujacej wydzielanie hormonu
wzrostu z przysadki, zarbwno w obszarze podwzgoérza zawierajacym jadro
przykomorowe jak i w samej przysadce, co skutkowato obnizeniem poziomu hormonu
wzrostu w surowicy krwi. Podobnie, podawanie CP-101,606 do ARC skutkowatlo
nizszym stg¢zeniem hormonu wzrostu w surowicy krwi, ktore wynikalo z obnizonego
poziomu GHRH, pozytywnie regulujacego wydzielanie hormonu wzrostu z przysadki,
zard6wno w obszarze podwzgbrza zawierajacym jadro tukowate jak i w samej przysadce.

Co ciekawe, dotychczasowe badania nad  zaangazowaniem  ukladow
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monoaminergicznych w neuroendokrynng regulacje cytochromu P450 w watrobie
wykazywaly przeciwstawng role jader przykomorowych i lukowatych podwzgorza
w tychze mechanizmach (Bromek i wsp. 2013; Rysz i wsp. 2016b). Tymczasem
kierunek dziatania po lokalnej iniekcji antagonisty receptora NMDA do jader PVN lub
ARC byl taki sam, co wskazuje, iz w przypadku obwodowych podan CP-101,606
wypadkowy efekt oddziatywania zwigzku na cytochrom P450 przez wymienione jadra

podwzgorza powinien ulec wzmocnieniu.

W przypadku enzymu CYP3A obserwowano obnizenie aktywnosci CYP3A po
podaniach antagonisty do PVN, natomiast po podaniach do ARC stwierdzono nizszy
poziom mMRNA CYP3A42 oraz tendencje spadkowe w poziomie aktywnosci. Staba
zalezno$¢ pomiedzy mierzonymi parametrami biochemicznymi sugeruje ztozony udziat
innych mechanizmow wptywajacych na ekspresje i aktywnos$¢ enzyméw z podrodziny
CYP3A, takich jak zmiany potranskrypcyjne lub potranslacyjne (Aguiar i wsp. 2005).
Enzymy CYP3A podlegaja regulacji poprzez kortykosteron oraz czeSciowo przez
hormon wzrostu (Waxman 1 wsp. 1995; Dvorak i Pavek 2010; Monostory i Dvorak
2011). Pomimo wspomnianych wyzej stabych zalezno$ci, kierunek zmian pomiedzy
aktywnos$cig i ekspresja enzymow podrodziny CYP3A a zmianami w poziomach
hormonéw mial spojny charakter. Nie wykazano zmian w ekspresji 1 aktywnos$ci
CYP2C6 oraz CYP2D, dla ktorych nie obserwowano wczesniej podatnosci na regulacje
neuroendokrynng, rowniez w  badaniach skupiajagcych si¢ na  ukladach
monoaminergicznych: dopaminergicznym, noradrenergicznym i serotoninergicznym
(W¢jcikowski 1 wsp. 2007; Kot 1 Daniel 2011; Sadakierska-Chudy 1 wsp. 2013; Rysz
1wsp. 2015). Za metabolizm zwigzku CP-101,606 w watrobie odpowiada CYP2D
(Johnson 1 wsp. 2003; Taylor 1 wsp. 2006), ktorego ekspresja 1 aktywno$¢ nie ulegla
zmianie po lokalnych podaniach antagonisty do jader podwzgorza, zaangazowanych

w regulacje hormonalng watrobowych enzymow CYP.
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Tabela 5. Podsumowanie wynikow uzyskanych po 5-dniowym podawaniu zwigzku CP-101,606 do jader przykomorowych (PVN) lub tukowatych (ARC)

podwzgorza na ekspresje i aktywno$¢ enzyméow cytochromu P450 w watrobie (A) oraz na wydzielanie hormondéw (B).

A.
Droga podania CP-101,606 Podanie do PYVN Podanie do ARC
Poziom |Poziom L, Poziom Poziom .z
CYp mRNA | bialka | AK@ywWnos¢ mRNA | bialka | KOYWnos
1A1
(60%) l (C8-kof 77%) (45%) l (C8-kof 94%)
1A2 (81%) (3N-kof 81%) l (65%) (3N-kof 90%)
(75%) (IN-kof 87%) (63%) (IN-kof 80%)
2A1 N
(37%) - ! (103%) — —
3A2 ! (71%) (81%) - (86%) (100%)
(50%) (58%)
2B1 ! -
(40%) - l (91%) - -
s8> ! (91%) (46%) - (78%) (78%)
(45%) (92%)
2C6 (118%) | (79%) (92%) (103%) (82%) (111%)
2C11 d d (20-OH-T  68%) (20-OH-T 75%)
(54%) (60%) (16a-OH-T 17%) (44%) (64%) (16a-OH-T 15%)
2D n.t. - B n.t. . -~
(106%) (95%) (104%) (108%)
3A1 - l o0 )
(87% - (89%) —
_°) 6 | CPOHT 72%) l" (00%) | GPOH-T 84%)
3A2 (85%) (6B-OH-T 57%) (57%) (6B-OH-T 62%)
0 0
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. Podanie do PVN Podanie do ARC
Poziom
hormono
W PVN Przysadka ARC Przysadka
Hormon uwalniajacy 0t -
hormon wzrostu o (89%) (45%) (78%)
Somatostatyna (281%) (132%) n.t. n.t.
Surowica Surowica
Hormon wzrostu | !
(81%) (63%)
Kortykosteron 7 Sl %) (7 8l%)
Traéjjodotyronina (T3) (122%) (8;%)
Tyroksyna (T4) (109%) (96%)

1 wzrost; | spadek; (1) tendencja wzrostowa; () tendencja spadkowa; — bez zmian; n.t. nie testowano;
C8-kof, C8-hydroksykofeina; 3N-kof, 3-N-demetylokofeina; 1N-kof, 1-N-demetylokofeina; T, testosteron.
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Wyniki uzyskane po 5-dniowym podawaniu selektywnego antagonisty
podjednostki GIuN2B receptora NMDA do jader przykomorowych lub lukowatych
podwzgorza wykazaly zgodnos¢ z efektami obserwowanymi po 5-dniowym podawaniu
tego zwigzku droga dootrzewnowg (Bromek 1 wsp. 2021), natomiast odmienne rezultaty
uzyskano po podaniach CP-101,606 do komor bocznych moézgu szczura (Pukio i wsp.
2023). Mozna przypuszczaé, iz obwodowe podania antagonisty prowadza do
dystrybucji zwigzku w catym mozgu (droga uktadu krazenia), rowniez w podwzgorzu,
wywierajgc tym samym wplyw na badane jadra przykomorowe i lukowate, podczas gdy
iniekcje CP-101,606 do komoér bocznych moézgu szczura moga mieé ograniczone
oddziatywanie na niektore struktury. W takich warunkach istotne znaczenie moze mieé
oddziatywanie z neuronami monoaminergicznymi w pniu mozgu zlokalizowanymi

w pniu mozgu, ktore projektuja do podwzgorza.

Zwiagzek CP-101,606 przenika przez barierg¢ krew-moézg i wywotuje dziatanie
przeciwdepresyjne u ludzi oraz dziatanie podobne do przeciwdepresyjnego u zwierzat
(Preskorn 1 wsp. 2008; Poleszak i wsp. 2016). Badania dystrybucji CP-101,606
w moézgu wskazujag na obecnos¢ CP-101,606 w calym organie po podaniu
ogolnoustrojowym, szczegélnie w przodomoédzgowiu (Menniti i wsp. 1997; Guscott
1 wsp. 2003; Ahmed 1 wsp. 2021). Dawki zastosowane w niniejszej pracy w podaniach
domoézgowych dobrano na podstawie dostgpnej literatury naukowej. Podano lokalnie
domo6zgowo matg dawke CP-101,606 (1,5 pg/jadro; ok. 9 ng/kg w przeliczeniu na mase¢
ciata), ktora spowodowata niskie ste¢zenia zwigzku w PVN 1 ARC, jak po podaniu
dootrzewnowym (10-20 mg/kg) myszom lub szczurom (Stasiuk i wsp. 2017; Bromek
1 wsp. 2021), prawdopodobnie zblizone do stezen spodziewanych w mozgu czlowieka
po testowanych dawkach 50-300 mg doustnie lub 50-100 mg dozylnie (Bullock 1 wsp.
1999; Johnson 1 wsp. 2003; Taylor i wsp. 2006). Naszym zamiarem bylo rozrdznienie
osrodkowych efektéw neuroendokrynnych leku od jego ewentualnego wptywu na
cytochrom P450 na poziomie watroby, ktore moga wystapi¢ po ogdlnoustrojowym

podaniu leku.

Dodatkowo przeprowadzono badania in vitro, w ktéorych CP-101,606
inkubowano ze szczurzymi mikrosomami watrobowymi wykazaly, iz antagonista
NMDA nie wykazuje bezposredniego wpltywu na regulowane hormonalnie biatka

enzymow CYP2A, CYP2B, CYP2C11 oraz CYP3A. Ponadto, badania wstgpne
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przeprowadzone w naszym Zakladzie z wuzyciem trojwymiarowych kultur
komoérkowych HepaRG wskazuja, ze 1-tygodniowa ekspozycja na dzialanie
CP-101,606 nie wplywa istotnie na ekspresje i aktywnos¢ enzymow CYP, co posrednio
rowniez wspiera wyniki badan in vivo, wskazujagce na dominujacy mechanizm

neuroendokrynny w oddziatywaniu badanego zwigzku na watrobowy cytochrom P450.

Biorgc pod uwage powyzsze wyniki badan, mozna zatozy¢, iz wplyw
obwodowego podania antagonisty na watrobowy cytochrom P450 pochodzi giéwnie
z oddziatywania zwigzku na poziomie ukladu nerwowego mozgu. Dokladny
mechanizm wplywu ukladu glutaminianergicznego poprzez receptory NMDA na
komorki syntetyzujace 1 wydzielajace hormony w jadrach przykomorowych
1 tukowatych podwzgoérza nie jest znany, cho¢ wiadomo, ze receptory NMDA
wystepuja w caltym mozgu, réwniez w podwzgérzu oraz w strukturach wysytajacych
projekcje do jader podwzgorza. Sa to gléwnie receptory postsynaptyczne, ale takze
presynaptyczne (zardwno autoreceptory, jak i heteroreceptory) oraz pozasynaptyczne
(Menniti 1 wsp. 1997; Ahmed i wsp. 2021; Rischka i wsp. 2022; Beaurain i wsp. 2024).
Wykazano, iz receptory NMDA wplywaja na dzialanie centralnego uktadu
endokrynnego (Brann 1995; Arufe i wsp. 2002; Zhou i wsp. 2018).

Zgromadzone dane umozliwiaja zaproponowanie mechanizmu centralnej
regulacji neuroendokrynnej, za posrednictwem ktorego badany antagonista NMDA
moze wplywaé na ekspresje 1 aktywnos$¢ watrobowego cytochromu P450 (schemat
ilustrujacy proponowany mechanizm przedstawiono na rycinie 36). Zastosowanie
selektywnego antagonisty podjednostki GluN2B receptora NMDA prowadzi do blokady

receptorow NMDA w podwzgorzu, a nastepnie do:

e stymulacji osi PVN—somatostatyna — przysadka—hormon wzrostu
e stymulacji osi PVN-TRH — przysadka—TSH — tarczyca
e zahamowania osi PVN-CRH — przysadka—ACTH — nadnercza

e zahamowania osi ARC-GHRH — przysadka—hormon wzrostu,

czego konsekwencja jest spadek ekspresji 1 aktywno$ci watrobowych enzymow

cytochromu P450.
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Rycina 36. Schemat proponowanego mechanizmu wplywu blokady podjednostki GluN2B
receptora NMDA na neuroendokrynng regulacje watrobowego cytochromu P450 u szczura,
opracowany na podstawie dzialania zwigzku CP-101,606 podawanego miejscowo do jader
przykomorowych (PVN) lub jader tukowatych (ARC) podwzgdrza. Blokada podjednostki
GluN2B w jadrze przykomorowym (PVN) zwigksza wydzielanie somatostatyny (SRIH), co
prowadzi do zahamowania wydzielania hormonu wzrostu (GH) przez przedni ptat przysadki
moézgowej 1 obnizenia ekspresji oraz aktywnosci CYP2C11 w watrobie. Jednocze$nie obserwuje

si¢ spadek stezenia kortykosteronu w surowicy krwi (wskazujacy na hamowanie osi
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CRH-ACTH-nadnercza) oraz wzrost poziomu trijodotyroniny (Ts), wynikajacy z aktywacji osi
TRH-TSH-tarczyca. Zmiany te skutkujg obnizeniem ekspresji i/lub aktywnosci enzymow
watrobowych z rodzin CYP1A, CYP2A, CYP2B i CYP3A. Blokada podjednostki GluN2B
receptora NMDA w jadrze lukowatym (ARC) prowadzi do zmniejszenia wydzielania hormonu
uwalniajacego hormon wzrostu (GHRH), co skutkuje spadkiem wydzielania GH przez
przysadke oraz obnizeniem ekspresji i aktywnosci CYP2C11 w watrobie. Rownocze$nie
dochodzi do spadku poziomu kortykosteronu (wynikajacego z obnizonego wydzielania ACTH
przez przysadke), co prowadzi do obnizenia ekspresji enzyméw CYP1A i CYP3A w watrobie.

Podsumowujac, w niniejszej pracy przeprowadzono badania na temat roli
receptora NMDA w centralnej regulacji neuroendokrynnej watrobowego cytochromu
P450 oraz znaczenia tej regulacji dla funkcjonowania enzymu po obwodowym podaniu
antagonisty podjednostki GIuN2B receptora NMDA. Jako narzedzie farmakologiczne
zastosowano zwigzek CP-101,606 o wlasciwosciach przeciwdepresyjnych (Preskorn
1wsp. 2008; Poleszak 1 wsp. 2016), jednakze prowadzone s3 badania nad innymi
zwigzkami tej klasy, rowniez o potencjalnym zastosowaniu przeciwdepresyjnym
(Bristow 1 wsp. 2017; Marcin i wsp. 2018; Freudenberg i wsp. 2024). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze receptory NMDA zawierajace podjednostke GIuN2B uczestnicza
w regulacji enzymow cytochromu P450 w watrobie szczura. Szczego6lnie istotng role
w tych mechanizmach pelnig podwzgérzowe jadra przykomorowe 1 tukowate,
regulujace poziomy hormonu wzrostu, kortykosteronu 1 hormonéw tarczycy w surowicy
krwi, ktore sa regulatorami ekspresji enzymow cytochromu P450 w watrobie szczura.
Zebrany material badawczy umozliwit pomiar poziomu hormonu wzrostu, hormonow
tarczycy 1 kortykosteronu w surowicy krwi (ktére bezposrednio reguluja ekspresje
cytochromu P450), oraz zbadanie poziomu hormondéw regulujacych wydzielanie
hormonu wzrostu z przysadki w samej przysadce oraz w obszarach zawierajacych
podwzgorzowe jadra przykomorowe i tukowate. Jednakze ze wzgledu na ograniczenia
techniczne i1 niskg mas¢ badanych struktur (okoto 8 mg), nie zmierzono jednoczesnie
(utych samych zwierzat) poziomu hormondéw uwalniajgcych CRH 1 TRH oraz

stymulujacych ACTH 1 TSH.

Wskazane sa dalsze badania, ktore pomoglyby szczegdélowo wyjasnic
oddziatywanie zwigzku CP-101,606 na podwzgoérzowe jadra przykomorowe i tukowate,
jak rowniez potencjalne interakcje pomi¢dzy ukladem glutaminianergicznym a innymi

uktadami neuroprzekaznikowymi, w tym dopaminergicznym, noradrenergicznym
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1 serotoninergicznym, w aspekcie regulacji hormonalnej i ekspresji watrobowego
cytochromu P450. Nie mozna wykluczy¢, iz obwodowe podania antagonisty wplywaja
na aktywnos$¢ uktadu glutaminianergicznego, ktory z kolei moze modulowa¢ funkcje
zlokalizowanych w  pniu  moézgu neurondéw uktadu noradrenergicznego
1 serotoninergicznego, posrednio zmieniajac profil wydzielania hormondéw. Kolejnym
etapem badan mogtaby by¢ ocena innych zwigzkéw blokujacych podjednostke GluN2B
receptora NMDA lub innych podjednostek tego receptora na aktywnos$¢ watrobowych
enzymoOw cytochromu P450, a nastgpnie przeprowadzenie odpowiednich badan
klinicznych w celu zweryfikowania, czy obserwowany w warunkach do$wiadczalnych
wplyw antagonistow receptora NMDA na ekspresje cytochromu P450 ma réwniez
miejsce u ludzi, co moze mie¢ istotne znaczenie kliniczne w kontek§cie metabolizmu
endogennego oraz potencjalnych interakcji  farmakokinetycznych  podczas
jednoczesnego stosowania antagonistow receptora NMDA z lekami ulegajacymi

metabolizmowi przez enzymy CYP.
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VII. WNIOSKI

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy pozwolity na nastepujace

stwierdzenia:

1.

Wyniki uzyskane po 5S-dniowych podawaniach zwigzku CP-101,606,
selektywnego antagonisty podjednostki GluN2B receptora NMDA, do komor
bocznych moézgu szczura wywotaly efekty odwrotne anizeli po podaniach
obwodowych (wzrost i spadek), co mogto wynika¢ z odmiennej dystrybucji
badanego zwigzku w mozgu po tych dwoéch réznych drogach podania i/lub

udzial mechanizméw obwodowych po podaniu dootrzewnowym.

Réznice obserwowane po podaniu roznych dawek zwiazku CP-101,606 do
komoér bocznych moézgu szczura mogly by¢ z kolei pochodng odmiennej
dystrybucji zwigzku w obrebie narzadow okolokomorowych, zwigzanej
z potozeniem anatomicznym jader podwzgorza zaangazowanych w regulacje
sekrecji hormonéw przysadkowych oraz aspektem farmakokinetycznym.
Wydaje si¢, iz zwigzek CP-101,606 mogl silniej oddzialywaé¢ na jadro
przykomorowe, ktore wydziela somatostatyne, anizeli na jadro tukowate

uwalniajagce GHRH.

Pigciodniowe podawanie zwigzku CP-101,606 do jader przykomorowych lub
lukowatych podwzgérza wywotato szereg zmian w ekspresji 1 aktywnosci
watrobowych enzyméw CYP (spadek) oraz w poziomie hormonoéw. Kierunek
tych zmian byl zgodny z efektami obserwowanymi po 5-dniowym podawaniu

antagonisty droga dootrzewnowsa.

Mechanizm centralnej regulacji neuroendokrynnej, za posrednictwem ktérego
badany antagonista NMDA moze wplywaé na obnizenie ekspresji 1 aktywnosci
watrobowych enzyméw CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2CI1 i CYP3A
przebiega poprzez stymulacje wydzielania somatostatyny oraz zahamowanie
wydzielania GHRH z podwzgorza, regulujacych kolejno negatywnie
1 pozytywnie wydzielanie hormonu wzrostu z przysadki mézgowej, jak réwniez
poprzez stymulacj¢ osi podwzgorze—przysadka—tarczyca, i zahamowanie osi

podwzgorze—przysadka—nadnercza.
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10.

Kierunek dziatania antagonisty receptora NMDA podanego lokalnie do jader
przykomorowych lub tukowatych podwzgorza na watrobowy cytochrom P450
byl podobny, co wskazuje, iz w przypadku obwodowych podan CP-101,606
wypadkowy efekt oddziatywania zwigzku na enzym poprzez wymienione jadra
podwzgodrza powinien ulegaé wzmocnieniu, w przeciwienstwie do opisanych
w literaturze naukowej ukladow monoaminergicznych, ktéore wykazywaty
przeciwstawng role jader przykomorowych 1 ‘tukowatych podwzgorza

w neuroendokrynnej regulacji cytochromu P450.

Badania in vitro z uzyciem szczurzych mikrosoméw watrobowych wykazaly, iz
zwigzek CP-101,606 nie wpltywa bezposrednio na regulowane hormonalnie

enzymy CYP2A, CYP2B, CYP2C11 oraz CYP3A.

Zwiazek CP-101,606 nie wptywal na enzymy CYP2C6 1 CYP2D, ktére nie sa
podatne na regulacje hormonalng. Mozna zatem przypuszczaé, ze szybko$¢
metabolizmu tego zwigzku (ulegajacego biotransformacji przez CYP2D) nie

ulegnie zmianie podczas wielokrotnego podawania.

Wyniki badafh otrzymane w niniejszej pracy wskazuja, ze wptyw obwodowego
podania zwigzku CP-101,606 na watrobowy cytochrom P450 pochodzi gtownie

z oddziatywania zwigzku na poziomie uktadu nerwowego mozgu.

Receptory NMDA zawierajace podjednostke GIluN2B, obecne w jadrach
przykomorowych 1 tukowatych podwzgdérza, maja istotne znaczenie
w mechanizmach  regulacyjnych ~ cytochromu  P450  przez  uklad

glutaminianergiczny.

Obserwowane zmiany w ekspresji 1 aktywnosci enzymow cytochromu P450 pod
wptywem blokady receptora NMDA (przez nowe leki) moga mie¢ znaczenie
medyczne, zardwno dla metabolizmu substancji endogennych (np. sterydéw),
jak 1 biotransformacji jednocze$nie podawanych innych lekow, co moze

prowadzi¢ do interakcji farmakokinetycznych.
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VIII. STRESZCZENIE

Wigkszos¢ lekéw obecnie wydawanych na recepte jest metabolizowana przez
enzymy z rodzin CYPI1-3, ktéore obok biotransformacji ksenobiotykéw sg
zaangazowane roéwniez w metabolizm zwigzkéw endogennych, takich jak kwas
arachidonowy, hormony steroidowe czy przekazniki monoaminergiczne. Rodznice
w poziomie ekspresji oraz funkcjonalno$ci poszczegdlnych enzyméw CYP moga
znaczaco determinowac metabolizm lekow i innych substancji chemicznych prowadzac
do interakcji farmakokinetycznych. Zroéznicowana ekspresja enzymow cytochromu
P450 zalezy od takich czynnikéw jak ple¢, rodzaj tkanki czy stadium rozwoju,
a kontrola regulacyjna odbywa si¢ za posrednictwem hormonoéw, aktywujacych
odpowiednie receptory blonowe, jadrowe czy cytoplazmatyczne zalezne od ligandu.
Wydzielanie hormonow kontrolowane jest przez podwzgdrze, unerwione przez rdzne
uklady neuroprzekaznikowe, takie jak badane juz wcze$niej w kontekscie cytochromu

uktady noradrenergiczny, dopaminergiczny czy serotoninergiczny.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wpltywu zwiazku CP-101,606,
selektywnego antagonisty podjednostki GIluN2B receptora NMDA, wykorzystywanego
jako narzedzie farmakologiczne, na neuroendokrynna regulacje cytochromu P450
w watrobie przez uklad glutaminianergiczny, a w szczegdlnosci identyfikacje struktur
mozgowych 1 hormondéw posredniczagcych w tym procesie. Receptor NMDA staje si¢
atrakcyjnym celem dla poszukiwania nowych kandydatow na leki w zakresie chorob
neurodegeneracyjnych czy depresji. Jak dotad potencjalni kandydaci na leki
oddziatujacy poprzez receptor NMDA napotkali licznie trudnosci, takie jak problemy
z przenikaniem przez barier¢ krew—mozg oraz skutki uboczne. Jednakze ze wzgledu na
ich potencjatl terapeutyczny rozwijane sg nowe zwigzki tej klasy. Wstepne badania po
dootrzewnowych podaniach zwigzku CP-101,606 samcom szczurdw rasy
Wistar Han wykazaly potencjalne zaangazowanie ukladu glutaminianergicznego
w neuroendokrynng regulacj¢ watrobowych enzyméw cytochromu P450. Jednakze
w przypadku podan obwodowych uzyskane efekty moga by¢ konsekwencja réznych
bezposrednich i posrednich interakcji pomigdzy zwigzkiem a enzymem, dlatego trudno
jednoznacznie stwierdzi¢, czy mechanizm neuroendokrynny jest w nim dominujacy.
Celem szczegdlowego wyjasnienia obserwowanych efektow po podaniach zwigzku

CP-101,606 zaplanowano 1 przeprowadzono wielokrotne podania selektywnego
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antagonisty podjednostki GIuN2B receptora NMDA do komdr bocznych moézgu
szczura, a nastgpnie do jader przykomorowych i tukowatych podwzgodrza, ktore
wptywaja na wydzielanie hormondéw regulujacych watrobowe enzymy cytochromu
P450. Sprawdzono réwniez bezposredni wptyw zwigzku CP-101,606 na hormonalnie

regulowane enzymy cytochromu P450.

Pigciodniowe podawanie CP-101,606 do komor bocznych moézgu szczura
(w dawkach 6, 15 lub 30 pg/moézg) wywierato zalezny od dawki wplyw na enzymy
cytochromu P450 w watrobie oraz na hormony podwzgdrza i przysadki. Najnizsza
dawka antagonisty prowadzita do zwigkszenia aktywnosci, poziomu biatka oraz mRNA
izoformy CYP2C11 w poréwnaniu z grupa kontrolng. Aktywnos$¢ enzymow CYP2A,
CYP2B, CYP2CI11, CYP2C6 i CYP2D, a takze poziom biatka CYP2B i CYP2Cl11,
byly wyzsze po podaniu najnizszej dawki w poréwnaniu z dawka najwyzsza. Ponadto
CP-101,606 zwigkszal poziom biatka CYP1A oraz poziom mRNA CYPIAI i CYPIA2,
nie wptywajac jednak na aktywno$¢ enzymatyczng tych enzymoéw. Badany antagonista
obnizal poziom somatostatyny w przysadce moézgowej i zwickszal stezenie hormonu
wzrostu w surowicy po zastosowaniu najnizszej dawki, a jednocze$nie, niezaleznie od

dawki, zmniejszat stezenie kortykosteronu w surowicy.

Pigciodniowe podawanie CP-101,606 do jadra przykomorowego podwzgorza
zwigkszato poziom somatostatyny zarowno w tym jadrze, jak i w przysadce mozgowej,
obnizato stezenie hormonu wzrostu oraz kortykosteronu w surowicy, a jednoczes$nie
podwyzszato stezenie trojjodotyroniny. Zaobserwowano rowniez spadek ekspresji (na
poziomie mRNA 1 bialka) oraz aktywnosci CYP1A1/2, CYP2A1/2, CYP2B1/2,
CYP2CI11 i CYP3A w watrobie. Z kolei wielokrotne podawanie CP-101,606 do jadra
tukowatego podwzgoérza prowadzito do obnizenia poziomu hormonu uwalniajgcego
hormon wzrostu w jadrze tukowatym 1 przysadce mozgowej oraz do spadku st¢zen GH
1 kortykosteronu w surowicy, bez istotnych zmian w poziomie hormondéw tarczycy.
Stwierdzono réwniez obnizenie ekspresji 1 aktywnosci watrobowych enzymow

CYP1A1/21 CYP2Cl11, a takze spadek poziomu mRNA CYP342.

Wyniki uzyskane po 5-dniowym podawaniu selektywnego antagonisty
podjednostki GIuN2B receptora NMDA do jader przykomorowych lub tukowatych
podwzgorza wykazaly zgodnos¢ z efektami obserwowanymi po 5-dniowym podawaniu

tego zwigzku droga dootrzewnowa, natomiast odmienne rezultaty uzyskano po
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podaniach CP-101,606 do komoér bocznych moézgu szczura. Dodatkowo, badania
przeprowadzone in vitro, w ktorych CP-101,606 inkubowano ze szczurzymi
mikrosomami watrobowymi wykazaly, iz antagonista NMDA nie wykazuje
bezposredniego wptywu na regulowane hormonalnie enzymy CYP2A, CYP2B,
CYP2C11 oraz CYP3A. Zatem wydaje sig, iz wplyw obwodowego podania antagonisty
na watrobowy cytochrom P450 pochodzi gléwnie z oddziatywania zwigzku na

poziomie osrodkowego uktadu nerwowego, na drodze neuroendokrynne;.

Uzyskane wyniki wskazuja na istotng rol¢ receptorow NMDA zawierajacych
podjednostke GIluN2B, obecnych w jadrach przykomorowych 1 tukowatych
podwzgoérza, w centralnej regulacji neuroendokrynnej ekspresji i aktywnosci
cytochromu P450 w watrobie szczura. Obserwowane zmiany w ekspresji 1 aktywnosci
enzymow cytochromu P450 pod wptywem blokady receptora NMDA (przez nowe leki)
mogg mie¢ znaczenie medyczne, zardbwno dla metabolizmu substancji endogennych

(sterydow), jak i biotransformacji jednoczes$nie podawanych innych lekow.
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IX. SUMMARY

The majority of currently prescribed drugs are metabolized by enzymes
belonging to the CYP1-3 families, which, in addition to their role in xenobiotic
biotransformation, are also involved in the metabolism of endogenous compounds such
as arachidonic acid, steroid hormones, and monoaminergic neurotransmitters.
Variations in the expression levels and functional activity of individual CYP enzymes
can significantly influence the metabolism of drugs and other chemical substances,
thereby leading to pharmacokinetic interactions. The expression of cytochrome P450
enzymes is influenced by factors such as sex, tissue type, and developmental stage.
Their regulatory control is mediated by hormones that activate specific
ligand-dependent membrane, nuclear, or cytoplasmic receptors. Hormone secretion
itself is regulated by the hypothalamus, which is innervated by various neurotransmitter
systems — such as the noradrenergic, dopaminergic, and serotonergic pathways — that

have already been studied in the context of cytochrome P450 regulation.

The aim of the present study was to investigate the effect of CP-101,606 —
a pharmacological tool compound that acts as a selective antagonist of the GluN2B
subunit of the NMDA receptor — on the neuroendocrine regulation of hepatic
cytochrome P450 enzymes via the glutamatergic system, with particular emphasis on
identifying the brain structures and hormones involved in this process. The NMDA
receptor has emerged as a promising target in the search for novel therapeutic agents for
neurodegenerative diseases and depression. However, candidate drugs targeting the
NMDA receptor have encountered several challenges, including poor blood—brain
barrier permeability and adverse side effects. Nevertheless, due to their therapeutic
potential, new compounds of this class continue to be developed. Preliminary studies
involving intraperitoneal administration of CP-101,606 to male Wistar Han rats
indicated a possible involvement of the glutamatergic system in the neuroendocrine
regulation of hepatic cytochrome P450 enzymes. However, in the case of peripheral
administration, the observed effects may result from various direct or indirect
interactions between the compound and the enzyme, making it difficult to determine
whether a neuroendocrine mechanism is predominant. To clarify the nature of these
effects, repeated administrations of the selective GIuN2B subunit antagonist were

performed into the lateral ventricles of the rat brain, followed by targeted injections into
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the paraventricular and arcuate nuclei of the hypothalamus — structures involved in the
control of hormone secretion that modulates hepatic CYP enzyme expression.
Additionally, the direct effects of CP-101,606 on hormonally regulated cytochrome

P450 enzymes were also examined.

Five-day administration of CP-101,606 into the lateral ventricles of the rat
brain (at doses of 6, 15, or 30 pg/brain) exerted a dose-dependent effect on hepatic
cytochrome P450 enzymes as well as on hypothalamic and pituitary hormones. The
lowest dose of the antagonist resulted in increased activity, protein level, and mRNA
expression of the CYP2C11 compared to the control group. The enzymatic activity of
CYP2A, CYP2B, CYP2CI11, CYP2C6, and CYP2D, as well as the protein levels of
CYP2B and CYP2C11, were elevated at the lowest dose relative to the highest dose.
Additionally, CP-101,606 increased CYP1A protein levels and upregulated mRNA
expression of CYPIAI and CYPIA2, without affecting their enzymatic activity. The
antagonist reduced somatostatin levels in the pituitary and elevated serum growth
hormone concentrations at the lowest dose, while consistently decreasing serum

corticosterone levels regardless of the dose applied.

Five-day administration of CP-101,606 into the paraventricular nucleus of the
hypothalamus increased somatostatin levels both in this nucleus and in the pituitary
gland, decreased serum concentrations of GH and corticosterone, and elevated
triitodothyronine levels. A reduction in the expression (mMRNA and protein) and activity
of hepatic CYP1A1/2, CYP2A1/2, CYP2B1/2, CYP2CI11, and CYP3A enzymes was
also observed. In turn, repeated administration of CP-101,606 into the arcuate nucleus
of the hypothalamus led to a decrease in growth hormone—releasing hormone levels in
the arcuate nucleus and the pituitary gland, as well as reduced serum GH and
corticosterone concentrations, without affecting thyroid hormone levels. Furthermore,
a decrease in expression and activity of hepatic CYP1A1/2 and CYP2CI11, as well as
a reduction in CYP342 mRNA levels, was noted.

The results obtained after five-day administration of the selective GluN2B
subunit antagonist into the paraventricular or arcuate nuclei of the hypothalamus were
consistent with the effects previously observed following intraperitoneal administration
of the compound, whereas divergent results were obtained after administration into the

lateral ventricles. Additionally, in vitro studies involving incubation of CP-101,606 with
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rat liver microsomes demonstrated that the NMDA receptor antagonist does not exert
a direct effect on hormonally regulated CYP enzymes, including CYP2A, CYP2B,
CYP2C11, and CYP3A. Therefore, it appears that the effects of peripheral
administration of the antagonist on hepatic cytochrome P450 are primarily mediated
through its action at the level of the central nervous system and neuroendocrine

pathway.

The obtained results indicate a significant role of NMDA receptors containing
the GIuN2B subunit, located in the paraventricular and arcuate nuclei of the
hypothalamus, in the central neuroendocrine regulation of cytochrome P450 expression
and activity in the rat liver. The observed changes in the expression and activity of
cytochrome P450 enzymes following NMDA receptor blockade (e.g., by novel
pharmacological agents) may be of medical importance, both for the metabolism of
endogenous compounds (such as steroid hormones) and the biotransformation of

concurrently administered drugs.
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