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1. Imig i nazwisko.

Anna Haduch

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

e 2004 Stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej. Praca
doktorska pt.: Wptyw lekow psychotropowych na aktywnos$¢ izoenzyméw rodziny
drugiej i trzeciej cytochromu P-450” wykonana w Instytucie Farmakologii PAN w
Krakowie (Promotor: prof. dr hab. Wtadystawa Anna Daniel).

e 1995 Stopien magistra biologii. Praca magisterska pt.: ,,Behawioralna reakcja samic na
rézne dawki chemosygnalow zawartych w moczu samcéw nornicy rudej
(Clethrionomys graleolus)” wykonana w Pracowni Biologii Rozrodu Ssakow Zaktadu
Zoologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie; Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,

kierunek biologia. (Promotor: prof. dr hab. Anna Marchlewska Koj).

e 1994 Zaswiadczenie uzyskania kwalifikacji pedagogicznych do pracy nauczycielskiej

wydane przez Studium Pedagogiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

e 2012 obecnie Adiunkt w Zaktadzie Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekow Instytutu
Farmakologii PAN w Krakowie

e 2005-2011 — Asystent w Zakladzie Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekow Instytutu

Farmakologii PAN w Krakowie

e 1995-2004 — Pracownik inzynieryjno-techniczny w Zaktadzie Farmakokinetyki i
Metabolizmu Lekéw Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie

4. Omoéwienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).

4.1. Tytul osiagnie¢cia naukowego
Udzial cytochromu P450 (CYP) w metabolizmie substratow istotnych dla prawidlowego

Sfunkcjonowania mozgu. Znaczenie fizjologiczne i farmakologiczne.
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4.2. Cykl powiazanych tematycznie artykuléw naukowych, zgodnie z art. 267 ust. 2 pkt 2

lit. b wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego.

Osiagniecie naukowe stanowi cykl sze$ciu oryginalnych artykuléw naukowych oraz
jedna praca przegladowa podsumowujgca temat, opublikowanych w latach 2013-2022 w
anglojezycznych, recenzowanych czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym, o
sumarycznym wspOtczynniku oddzialywania impact factor (IF) rownym 29.429 oraz
punktacji wg Ministerstwa i Szkolnictwa Wyzszego (MNISW) réwnej 385.

Prace wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego:

1. Haduch A, Bromek E, Sadakierska-Chudy A, Wojcikowski J, Daniel WA. The catalytic
competence of cytochrome P450 in the synthesis of serotonin from 5-methoxytryptamine
in the brain: an in vitro study. Pharmacol Res. 2013 Jan;67(1):53-9. doi:
10.1016/j.phrs.2012.10.009. Epub 2012 Oct 23. PubMed PMID: 23098818.

(IF2013 = 3.976; punkty MNISW = 40; liczba cytowan bez autocytowan: 19; z dn. 28.06.2022)

2. Haduch A, Bromek E, Kot M, Kaminska K, Golembiowska K, Daniel WA. The
cytochrome P450 2D-mediated formation of serotonin from 5-methoxytryptamine in the
brain in vivo: a microdialysis study. J Neurochem. 2015 Apr;133(1):83-92. doi:
10.1111/jnc.13031. Epub 2015 Feb 8. PubMed PMID: 25581337.

(IF2015 = 3.842; punkty MNiSW = 30; liczba cytowani bez autocytowan. 13; z dn. 28.06.2022)

3. Haduch A, Bromek E, Wojcikowski J, Gotembiowska K, Daniel WA. Melatonin Supports
CYP2D-Mediated Serotonin Synthesis in the Brain. Drug Metab Dispos. 2016
Mar;44(3):445-52. doi: 10.1124/dmd.115.067413. PubMed PMID: 26884482.

(IF2016 =4.242; punkty MNiSW = 30, liczba cytowani bez autocytowan: 16; z dn. 28.06.2022)

4. Haduch A, Rysz M, Papp M, Daniel WA. The activity of brain and liver cytochrome P450
2D (CYP2D) is differently affected by antidepressants in the chronic mild stress (CMS)
model of depression in the rat. Biochem Pharmacol. 2018 Oct;156:398-405. doi:
10.1016/j.bcp.2018.09.005. Epub 2018 Sep 7. PubMed PMID: 30195732.

(IF2018 =4.825; punkty MNiSW = 40, liczba cytowani bez autocytowan: 5; z dn. 28.06.2022)

5. Haduch A, Puklo R, Alenina N, Nikiforuk A, Popik P, Bader M, Daniel WA. The effect of
ageing and cerebral serotonin deficit on the activity of cytochrome P450 2D (CYP2D) in
the Dbrain and liver of male rats. Neurochem Int. 2020 141:104884.
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2020.104884

(IF2020 = 3.921; punkty MNISW = 100, liczba cytowani bez autocytowan. 3; z dn. 28.06.2022)
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6. Haduch A, Danek P, Kuban W, Puklo R, Alenina N, Got¢biowska J, Popik P, Bader M,
Daniel WA. Cytochrome P450 2D (CYP2D) enzyme dysfunction associated with aging
and serotonin deficiency in the brain and liver of female Dark Agouti rats. Neurochem
Int. 2022 Jan;152:105223. doi: 10.1016/j.neuint.2021.105223. Epub 2021 Nov 13. PMID:
34780807

(IF2022 = 3.921; punkty MNiSW = 100; liczba cytowan bez autocytowan: 0; z dn. 28.06.2022)

7. Haduch A, Daniel WA. The engagement of brain cytochrome P450 in the metabolism of
endogenous neuroactive substrates: a possible role in mental disorders. Drug Metab Rev.
2018 Nov;50(4):415-429. doi: 10.1080/03602532.2018.1554674. Epub 2019 Jan 7.
Review. PubMed PMID: 30501426. (praca poglgdowa)

(IF2018 = 4.702; punkty MNISW = 45; liczba cytowani bez autocytowan: 9; z dn. 28.06.2022)

4.3. Omowienie osiagniecia naukowego

4.3.1. Wprowadzenie

Dotychczasowe badania mézgowych enzymow cytochromu P450 (CYP) sugeruja, iz sa
one zaangazowane w metabolizm wielu endogennych substancji o duzym znaczeniu
biologicznym dla funkcji moézgu, takich jak neurosteroidy (testosteron, androstenedion,
DHEA i progesteron), neuroprzekazniki monoaminergiczne dopamina i serotonina, kwas
arachidonowy, jak rowniez substratow egzogennych, w tym lekow psychotropowych (Miksys
and Tyndale 2013). Generalnie, poziom ekspresji enzymoéw CYP w mozgu jest okolo sto razy
nizszy niz w watrobie begdacej centrum metabolicznym organizmu, w ktérym znajduje sig
glowna pula enzymow cytochromalnych . Istnieja wyjatki od tej reguty, takie jak np. enzymy
CYP2D4 1 CYP2B, ktore w komoérkach mozgowych moga osigga¢ wyzsze stezenia niz w
hepatocytach. Ponadto niektore enzymy cytochromu P450 takie jak CYP2D18 wykazuja
ekspresje specyficzng wytacznie dla tkanki mozgowej (Kawashima et al. 1996; Miksys et al.
2000a; 2000b). Enzymy CYP sa zlokalizowane gtownie w neuronach, ale stwierdza si¢ ich
obecnos¢ rowniez w komorkach glejowych moézgu. Stosunkowo wysokie stezenie CYP
wystepuje w $cianach naczyn krwionosnych tzw. bariery krew-mézg oraz w narzadach
okotokomorowych (splot naczyniowkowy, tylna przysadka) pozbawionych tej bariery
anatomicznej, gdzie pelnig rol¢ tzw. bariery biochemicznej, uczestniczac w naturalnej
ochronie moézgu przed szkodliwymi substancjami z zewnatrz Enzymy CYP w mozgu
zlokalizowane sg nie tylko w siateczce $rodplazmatycznej (jak ma to miejsce w watrobie), ale

takze w blonach mitochondrialnych i jadrowych i sg niejednorodnie rozmieszczone w
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poszczegolnych rejonach mozgu. Takie rozmieszczenie pozwala przypuszczaé, ze mogg one
pelni¢ rézne funkcje w poszczegdlnych rejonach moézgu. Przykladowo, w testach
behawioralnych przeprowadzonych na szczurach, u osobnikéw najlepiej uczacych sig,
odnotowano zwiekszong ekspresj¢ CYP2D w hipokampie, strukturze mézgu zaangazowanej
w procesy uczenia si¢ i pamieci (Gjota-Ergin et al. 2018). Obserwacja ta sugeruje, ze
zréznicowana ekspresja enzymu CYP2D w hipokampie moze mie¢ udzial w indywidualnych
zdolno$ciach do uczenia si¢ u poszczegoélnych osobnikdéw i jest wyzsza u zwierzat z lepiej
funkcjonujacymi procesami poznawczymi. Enzymy cytochromu P450 moga tworzy¢ lokalnie
w mozgu ,,mikrosrodowiska” dla endogennych substratoéw, psychoaktywnych lekéw 1 ich
metabolitow. Na podstawie monitorowania stezenia lekow we krwi obwodowej, trudno
przewidzie¢ stezenia, jakie osiggaja one w miejscu swojego docelowego dzialania w
poszczeg6lnych rejonach mézgu. Z tego powodu, miedzy innymi, istotne jest poznanie, w jaki
sposob funkcjonujg mozgowe enzymy CYP (Miksys and Tyndale 2004).

Sposréd cytochroméw P450 wystepujacych w moézgu najwyzszy poziom ekspresji
wykazuje podrodzina CYP2D. Enzymy watrobowe tej podrodziny sa odpowiedzialne za
metabolizm wielu réznych lekow, m.in. lekow przeciwdepresyjnych, neuroleptykow, lekow
przeciwarytmicznych, przeciw nadci$nieniu, ponadto morfiny, amfetaminy, kancerogenow i
neurotoksyn, np. 1-metyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropirydyny (MPTP). U czlowieka
podrodzina CYP2D jest reprezentowana przez enzym CYP2D6 podczas, gdy u szczura sktada
si¢ ona z 6 enzymoéw CYP2D1-5 i CYP2D18 (Funae et al. 2003). Szczur jest zwierzgciem
laboratoryjnym wykorzystywanym czgsto do badania moézgowego CYP2D z powodu
wysokiego podobienstwa budowy (71-77% zgodno$ci sekwencji aminokwasdéw) oraz
zblizonych wiasciwosci katalitycznych tych enzyméw u obu gatunkow. Ludzki CYP2D6
wykazuje wysoki stopien polimorfizmu genetycznego, ktory prowadzi do powstania czterech
podstawowych fenotypow roznigcych si¢ stopniem aktywnosci enzymu. Stad w populacji
ludzkiej wyr6znia si¢ osobniki stabo-, $rednio-, Szybko- i ultraszybko metabolizujace
substraty CYP2D6 (Gaedigk et al. 2017). Moézgowy cytochrom CYP2D wykazuje
specyficzng wrazliwo$¢ na indukcje¢ przez ksenobiotyki, ktore nie wptywaja na ten enzym w
watrobie. Naleza do nich nikotyna i alkohol oraz niektére leki psychotropowe takie jak
klozapina i nefazodon (Miksys et al. 2002; Yue et al. 2008; Haduch et al. 2011). Metabolizm
lekéw katalizowany przez CYP2D w moézgu nie odgrywa wigkszej roli w ich eliminacji z
organizmu, ale ma duze znaczenie lokalne, gdyz moze modyfikowaé dziatanie lekoéw

wywierajacych swoje efekty w mozgu. Przyktadowo, eksperymentalnie wykazano, ze
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mozgowy CYP2D6 decyduje w znacznym stopniu o dziataniu przeciwbolowym kodeiny,
gdyz katalizuje bioaktywacje¢ tego proleku do aktywnego metabolitu morfiny o wielokrotnie
silniejszym dziataniu anelgetycznym (McMillan and Tyndale 2015). W przeciwienstwie do
watrobowego CYP2D, ktorego gtowne funkcje w metabolizmie lekow zostaly stosunkowo
dobrze zbadane, rola CYP2D w metabolizmie lokalnym moézgu nadal jest niewystarczajgco
poznana. Badania in vitro sugeruja, ze moézgowy CYP2D odgrywa wazng rolg w
katalizowaniu reakcji z udzialem endogennych substratow o duzym znaczeniu dla funkcji
mozgu, takich jak neuroprzekazniki, neurosteroidy, cholesterol i kwas arachidonowy (Toselli
et al. 2016; Navarro-Mabarak et al. 2018). Hiroi i wspotpracownicy (1998) stwierdzili w
badaniach in vitro z uzyciem rekombinowanego enzymu oraz mikrosomow watrobowych, ze
ludzki CYP2D6 katalizuje aromatyczng hydroksylacj¢ tyraminy (amina biogenna) do
dopaminy, tworzac w ten sposob dodatkowa $ciezke jej biosyntezy. W naszym laboratorium
wykazalismy in vitro (mikrosomy moézgowe) oraz in vivo (metoda mikrodializy mozgu w
modelu rezerpinowym), ze CYP2D katalizuje t¢ reakcj¢ takze w mozgu szczura (Bromek et
al. 2010; 2011). W badaniach in vitro pokazano rowniez, ze CYP2D6 jest zdolny do
regeneracji serotoniny z 5-metoksytryptaminy (5-MT) (Yu et al. 2003), reakcji bedacej
brakujacym ogniwem zamykajagcym cykl serotonina-melatonina, oraz dodatkowa $ciezka
biosyntezy serotoniny w mozgu, ktéra powstaje gltownie z tryptofanu. Nieznane jest
fizjologiczne znaczenie tej reakcji, ale autorzy sugeruja, ze zréznicowany poziom 5-MT w
moézgu 0sob posiadajacych fenotyp szybko lub stabo metabolizujacy w stosunku do CYP2D6,
moze by¢ przyczyng rdznic w osobowosci 1 podatnosci na choroby. Zaobserwowano, ze
osobnicy stabo metabolizujacy wykazuja gorsze dostosowanie spoteczne oraz sg bardziej
wybuchowi niz szybko metabolizujacy. Z kolei szczurzy mozgowy enzym CYP2D18 moze
katalizowa¢ utlenienie dopaminy do toksycznego aminochromu, ktéry prawdopodobnie jest
zaangazowany w destrukcj¢ neuronéw dopaminergicznych (choroba Parkinsona) (Thompson
et al. 2000). Zmiany poziomow moézgowych enzymoéw CYP, spowodowane ich indukcjg lub
supresjg przez ksenobiotyki lub substancje endogenne, takie jak hormony sterydowe, moga
modulowaé lokalny poziom jego substratow, np. neurosteroidow i posrednio wptywaé na
funkcje mozgu (takie jak pamig¢é, uczenie si¢, osobowo$¢) lub na rozwoj chorob
neurologicznych. Istotne znaczenie dla roli, jaka odgrywaja enzymy CYP w mézgu, ma ich
lokalizacja w specyficznych rejonach, gdzie moga one modyfikowaé¢ farmakologiczne
dzialanie lekéw na os$rodkowy uktad nerwowy w strukturach docelowych. Wydaje sig, 1z

migdzyosobnicze roznice w odpowiedzi na leki dzialajace w os$rodkowym ukladzie
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nerwowym, ktore sg niezalezne od ich ste¢zen w osoczu, mogg odzwierciedla¢ miedzy innymi
indywidualne roéznice w poziomie ekspresji CYP2D6 w mozgu. Wyniki przeprowadzonych
przeze mnie badan na wybranych lekach przeciwdepresyjnych i przeciwpsychotycznych
sugeruja, iz wptyw lekow psychotropowych na mozgowy CYP2D jest odmienny niz w
watrobie 1 zalezy od struktury mozgu. Zaobserwowane interakcje migdzy lekami
psychotropowymi a mézgowym CYP2D moga mie¢ wptyw na metabolizm jego endogennych
substratow (neurosteroidow, neuroprzekaznikdw monoaminergicznych) oraz na lokalng
biotransformacje¢ lekow (Haduch et al. 2011).

W cyklu prac, ktore zebratam aby przedstawi¢ moje osiggniecie naukowe, zaj¢tam si¢
kilkoma aspektami funkcjonowania enzymu CYP2D w moézgu. Po pierwsze staralam si¢
udowodni¢ w eksperymentach in vitro oraz in vivo funkcjonowanie w zywym mozgu
alternatywnej S$ciezki syntezy serotoniny katalizowanej przez CYP2D na drodze O-
demetylacji 5-metoksytryptaminy do serotoniny, ktora moze mie¢ znaczenie w suplementacji
tego waznego neuroprzekaznika, szczegolnie w warunkach niedoboru klasycznej drogi
syntezy serotoniny z tryptofanu. Po drugie, starajac si¢ odkry¢ fizjologiczna i
farmakologiczng rolg¢ CYP2D w modzgu, podjetam si¢ zbadania, jak mozgowy enzym CYP2D
zachowuje si¢ w szczegOlnych warunkach eksperymentalnych, a mianowicie pod wptywem
stresu w zwierzecym modelu depresji CMS (Chronic Mild Stress), po zastosowaniu lekéw
przeciwdepresyjnych escitalopramu i wenlafaksyny oraz pod wplywem starzenia i niedoboru
serotoniny w mozgu zwierzat pozbawionych genu hydroksylazy tryptofanu 2 (TPH2-KO),
podstawowego enzymu limitujacego syntez¢ tego neuroprzekaznika. Wplyw starzenia i
niedoboru serotoniny na mézgowy CYP2D postanowitam zbada¢ zarowno u samcow jak 1
samic dla sprawdzenia roznic ptciowych w funkcjonowaniu tego enzymu w mozgu.

Szlaki serotoninergiczne w mézgu biorg poczatek z grup neuronéow (B1 — B9) w jadrach
szwu pnia mozgu, skad wychodza projekcje serotoninergiczne prawie do wszystkich czesci
centralnego systemu nerwowego. Z jader szwu grzbietowego 1 Srodkowego neurony
serotoninergiczne docierajg do struktur przodomézgowia. W tym obszarze, w specyficznych
strukturach mozgu, serotonina uwalniana z zakonczen nerwowych spetnia wiele istotnych
funkcji, m.in. jest mediatorem funkcji motorycznych (zwoje podstawy), bierze udzial w
kontroli taknienia, rytmu dobowego, termoregulacji (podwzgorze), w regulacji snu (wzgorze),
w procesach uczenia si¢, pamigci i stresu (hipokamp) oraz w kontroli nastroju i snu w korze
mozgowej (Di Giovanni et al. 2008). Jak wiadomo, serotonina powstaje w moézgu z

tryptofanu, egzogennego aminokwasu, pozyskiwanego przez organizm z pozywieniem, ktory
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tatwo przenika przez barier¢ krew-moézg. Hydroksylacja i dekarboksylacja tryptofanu do
serotoniny zachodzi w ciatach neurondéw serotoninergicznych w pniu moézgu (w jadrach
szwu). Neuroprzekaznik jest magazynowany w pecherzykach synaptycznych na
zakonczeniach nerwowych, a po uwolnieniu metabolizowany do kwasu 5-
hydroksyindolooctowego (5-HIAA). Natomiast w szyszynce serotonina ulega acetylacji i
metylacji do melatoniny, hormonu spetniajacego wiele waznych funkcji w uktadzie
nerwowym, m.in. odpowiedzialnego za utrzymanie rytmu dobowego. W metabolizmie
melatoniny konkuruja ze sobg roézne $ciezki przemian biochemicznych. Zasadniczo jest ona
utleniana przez enzymy cytochromu P450 do 6-hydroksymelatoniny. Jednak czesé¢
melatoniny ulega deacetylacji do 5-metoksytryptaminy (5-MT), z ktérej na drodze O-
demetylacji regenerowana jest serotonina. Reakcja ta wydaje si¢ mie¢ istotne znaczenie dla
utrzymania  prawidlowego poziomu indoloamin (serotoniny i 5-MT), szybko
metabolizowanych przez monoaminooksydaz¢ (MAO). A zatem O-demetylacja 5-MT do
serotoniny ,,0szczedza” egzogenny uktad indolowy, umozliwiajgc jego odtwarzanie wewnatrz
organizmu w zamknigtym cyklu przemian (melatonina — 5-metoksytryptamina — serotonina
— N-acetyloserotonina — melatonina) (Yu et al. 2003). Reakcja O-demetylacji 5-
metoksytryptaminy do serotoniny moze wiec stanowi¢ alternatywng $ciezke (w stosunku do
hydroksylacji tryptofanu) syntezy serotoniny w mézgu.

W badaniach z uzyciem rekombinowanych enzyméow CYP, mikrosomoéw watrobowych
oraz myszy transgenicznych z ludzkim CYP2D6 (Tg-2D6) Yu i wsp. (2003) wykazali, ze
ludzki enzym CYP2D6 jest zdolny do katalizowania ze znaczng specyficznoscig O-
demetylacji 5-metoksytryptaminy do serotoniny. Funkcjonowanie tej reakcji in vivo zostato
zaobserwowane jedynie w tkankach obwodowych, na podstawie pomiaru st¢Zenia serotoniny
we krwi po dozylnym podaniu 5-metoksytryptaminy myszom transgenicznym (Tg-2D6) oraz
myszom dzikiego typu. Wsrod populacji rasy kaukaskiej (biatej) 7-10% ludzi nie posiada
funkcjonalnego biatka CYP2D6 z powodu mutacji kodujacego je genu 1 osobnicy ci majg
uposledzony metabolizm substratow zaleznych od CYP2D6. Niezalezne badania kliniczne
sugeruja, ze defekt genetyczny CYP2D6 (fenotyp ,.slabo metabolizujacy”) koreluje ze
specyficznymi cechami osobowosci — sktonnoscig do leku, impulsywnoscig 1 aspolecznoscia,
wskazujagc na zaangazowanie CYP2D6 w metabolizm neuroaktywnych endogennych
substratow o istotnej roli fizjologicznej w mozgu (Bertilsson et al. 1989; Gonzalez et al.
2008). W modelu transgenicznych myszy z nadekspresja ludzkiego enzymu CYP2D6 (Tg-

2D6) stwierdzono ogodlnie wyzszy poziom serotoniny w mozgu oraz mniejsze sklonnosci
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Igkowe w testach behawioralnych, w poréwnaniu z dzikim typem myszy (Cheng et al. 2013),
lecz autorzy nie przedstawili dowodéw na zaangazowanie alternatywnej $ciezki syntezy
serotoniny z 5-metoksytryptaminy w powyzszych obserwacjach. Za istnieniem alternatywnej
Sciezki syntezy serotoniny z udzialem podrodziny CYP2D przemawia jednak fakt
kolokalizacji substratu 5-metoksytryptaminy i enzymu CYP2D w okreslonych rejonach
mozgu, np. w jadrach szwu pnia mozgu, w ktérych znajduja si¢ réwniez ciata komdrkowe
neuronow serotoninergicznych (Patel et al. 1986; Bromek et al. 2010).

Brak byto jednak badan dajacych dowody na funkcjonowanie alternatywnej $ciezki
syntezy serotoniny na drodze O-demetylacji 5-MT z udzialem cytochromu P450 w mozgu.
Dlatego zainteresowatam si¢ tym tematem, istotnym z punktu widzenia fizjologii |
farmakologii. Z powodu braku dostepnych technik umozliwiajacych sledzenie alternatywnej
Sciezki syntezy serotoniny bezposrednio w moézgu cztowieka, zajelam si¢ zbadaniem jej
obecnosci w mozgu szczura. Wyniki tych badan mogty da¢ wyobrazenie o tym, co dzieje si¢
w moézgu czlowieka, z uwagi na znaczne podobienstwo miedzy enzymami podrodziny 2D
cytochromu P450 u obu gatunkéw, o czym wspomniano we wstepie. Ludzki enzym CYP2D6
taczy w swym dziataniu kompetencje katalityczne wigkszosci szczurzych enzymow

podrodziny CYP2D (CYP2D1-5, 2D18).

4.3.2. Ocena znaczenia mézgowego cytochromu P450 2D (CYP2D) w syntezie serotoniny
(5-HT) na drodze regeneracji z 5-metoksytryptaminy (5-MT, metabolitu melatoniny).

W pierwszym etapie badan in vitro przyjetam za cel: « zidentyfikowanie szczurzych
enzymow cytochromu P450 zdolnych do katalizowania reakcji O-demetylacji  5-
metoksytryptaminy do serotoniny, ¢ pordéwnanie aktywnosci szczurzego i ludzkiego
cytochromu P450 w kierunku syntezy serotoniny (in vitro) oraz < zbadanie, czy alternatywna
$ciezka syntezy serotoniny moze funkcjonowaé w mozgu (ex vivo).

Badania in vitro zdolno$ci katalizowania reakcji O-demetylacji 5-MT do serotoniny
polegaly na inkubacji egzogennego substratu z: ¢ indywidualnie rekombinowanymi enzymami
CYP (z ang. cDNA-expressed CYPs) (gldéwnymi enzymami CYP u szczura: CYP1A1/2,
2A1/2, 2B1, 2C6/11/13, 2D1/2/4/18, 2E1, 3A2 oraz ludzkim CYP2D6), zakupionymi
komercyjnie < frakcjami mikrosomalnymi z moézgu i watroby szczurow przygotowanymi
metoda roznicowego odwirowania ¢ oraz zakupionymi ludzkimi mikrosomami watrobowymi
od osobnikéw z allelem CYP2D6*1 typu dzikiego lub od donoréw ze zmutowanymi allelami

CYP2D6*4*4 (brak aktywnego biatka enzymu) w medium inkubacyjnym zawierajagcym

11



Dr n. med. Anna Haduch

Zatacznik nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego
NADPH. Pomiar ilosci powstajagcego produktu zostal przeprowadzony z uzyciem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja elektrochemiczna.

Wstepne badania in vitro dostarczyty pierwszych dowodow na poparcie hipotezy, ze
reakcja O-demetylacji 5-metoksytryptaminy do serotoniny zachodzi w mézgu, przy udziale
enzymow podrodziny CYP2D.

Z kolei badania ‘screeningowe’ wykazaty, ze enzymy podrodziny CYP2D - CYP2D1/2 i
CYP2D4/18 (gléwne mozgowe CYP2D) sa najbardziej wydajne w katalizowaniu O-
demetylacji 5-MT do serotoniny sposrdéd gldwnych enzyméw cytochromu P450 u szczura.
Przeprowadzone w dalszej kolejnosci badania porownawcze kinetyki reakcji katalizowanej
przez szczurze CYP2D1/2 1 CYP2D4/18 i CYP2D6 pokazaty, ze szczurze enzymy CYP2D s3
wielokrotnie mniej efektywne w produkcji serotoniny niz ludzki CYP2D6. Synteza serotoniny
Z 5-MT zachodzita réwniez w mikrosomach mézgowych przygotowanych z 9 testowanych
struktur (jadro potlezace przegrody, podwzgorze, prazkowie, kora frontalna, kora, mozdzek,
hippokamp, pien mozgu, reszta mozgu), a najwyzsza wydajnos¢ reakcji O-demetylacji
zaobserwowano w mozdzku. Powyzsze wyniki pozytywnie koreluja z dystrybucja biatka
CYP2D opisang w literaturze i rozktadem aktywnosci CYP2D, ktorg zmierzylismy we
wczesniejszych badaniach (Bromek et al., 2010) za pomocg szybkosci specyficznie
katalizowanej przez CYP2D reakcji 1°-hydroksylacji bufuralolu (Diaz-Mataix et al. 2005).

Do dalszych badan reakcji O-demetylacji 5-MT do serotoniny wybratam pien moézgu —
strukturg, w ktorej kolokalizujg enzym CYP2D i jego substrat 5-MT oraz zachodzi synteza
serotoniny gtéwna $ciezka z tryptofanu (w jadrach szwu). Pozytywne wyniki badan reakcji O-
demetylacji 5-MT do serotoniny, przy udziale CYP2D w mikrosomach z pnia mozgu
wskazuja, ze badana reakcja zachodzi w tkance mozgowej in vitro. W opisanych badaniach
po raz pierwszy uzyto tkanki mozgowej W celu zaobserwowania syntezy serotoniny
alternatywna $ciezka. Ponadto udowodniono, ze $ciezka ta jest katalizowana przez CYP2D,
poniewaz byta hamowana przez uzyte w eksperymentach znane inhibitory CYP2D — chining i
fluoksetyng. Jak juz wspomniatam, 7-10 % ludzi w populacjach biatych ma defekt genu
CYP2D6, ktory potencjalnie wplywa na reakcje syntezy serotoniny z 5-MT. Wplyw ten
badatam inkubujac substrat 5-MT z ludzkimi mikrosomami watrobowymi pochodzacymi od
donoréw z dzikim allelem CYP2D6*1 oraz od donorow ze zmutowanymi allelami
CYP2D6*4*4, gdyz ludzkie mikrosomy mozgowe sa niedostepne komercyjnie. Wyniki
powyzszych badan wskazuja, i1z defekt genetyczny CYP2D6 (ten sam enzym w mozgu i

watrobie cztowieka) znacznie zmniejsza zdolno$¢ ludzkich mikrosomow do syntezy
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serotoniny alternatywng $ciezkg. Natomiast porownujac zdolnos¢ mikrosoméw watrobowych
ludzkich ze szczurzymi zaobserwowatam, ze reakcja O-demetylacji 5-MT do serotoniny
przebiega z duzo wyzsza wydajnoscia w mikrosomach ludzkich.

Reasumujgc, uzyskane wyniki wskazuja, ze szczurze moézgowe enzymy CYP2D
katalizujg O-demetylacje 5-MT do serotoniny, a spadek aktywno$ci (w obecnosci inhibitora
enzymu) lub genetyczny defekt CYP2D hamujg istotnie tg alternatywng $ciezk¢ metaboliczng
w mozgu. Reakcja ta zachodzi prawdopodobnie w znacznie wigkszym stopniu u cztowieka
niz u gryzoni, jak wykazaly badania pord6wnawcze in vitro.

Powyzsze wyniki badan zostaly przedstawione w publikacji wchodzacej w sktad cyklu
prac tworzacych moje osiagnigcie naukowe:

Haduch A, Bromek E, Sadakierska-Chudy A, Wojcikowski J, Daniel WA. The catalytic
competence of cytochrome P450 in the synthesis of serotonin from 5-methoxytryptamine in
the brain: an in vitro study. Pharmacol Res. 2013 Jan;67(1):53-9.

W celu oceny fizjologicznego i farmakologicznego znaczenia reakcji, ktéra zamyka cykl
biochemicznych przemian melatonina — serotonina w mozgu i chroni indoloetylaminy przed
utlenieniem z udziatem MAO przeprowadzitam badania in vivo, ktore realizowane byty w
dwoch etapach.

W pierwszym etapie badan, bezposredni substrat CYP2D do syntezy serotoniny na
drodze O-demetylacji — 5-MT zostat podany bezposrednio do mozgu (do jader szwu). Z Kolei
w drugim etapie — substrat posredni CYP2D do syntezy serotoniny — melatonina, z ktorej w
drodze deacetylacji tworzy sie 5-MT, zostal zaaplikowany dootrzewnowo. W obu
przypadkach przeprowadzano pomiar st¢zenia tkankowego serotoniny w strukturach mozgu
(ex vivo) oraz pozakomorkowego stgzenia neuroprzekaznika w korze frontalnej i prazkowiu
metodg mikrodializy (in vivo).

Podanie egzogennego substratu 5-MT do jader szwu nie wptyngto na zmiang poziomu
serotoniny w homogenatach tkankowych sporzadzonych z badanych struktur (pien mozgu,
podwzgodrze, wzgorze, kora frontalna, prazkowie, hipokamp, kora mozgowa). Dlatego zostat
podany inhibitor hydroksylazy tryptofanu (PCPA), ktory wyciszyl klasyczna $ciezke syntezy
serotoniny i spowodowal spadek stezenia serotoniny mierzonego €X Vivo we wszystkich
badanych strukturach. Dopiero w tych warunkach 5-MT podana domoézgowo wywotata
wzrost stgzenia serotoniny w poroéwnaniu z grupa otrzymujaca wytacznie PCPA, szczegolnie
w prazkowiu, hipokampie i korze moézgowej. Natomiast podanie dootrzewnowe chininy
inhibitora CYP2D przed podaniem 5-MT zapobiegalo wzrostom stezenia serotoniny w
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hipokampie, korze moézgowej 1 w mniejszym stopniu w prazkowiu. Koniecznos¢
zablokowania glownej S$ciezki syntezy neuroprzekaznika wskazuje, ze w warunkach
fizjologicznych udziatl alternatywnej $ciezki syntezy serotoniny w ogoélnej puli
neuroprzekaznika jest niewielki, prawdopodobnie kilkuprocentowy. Jednak znaczenie
fizjologiczne tej S$ciezki moze okaza¢ si¢ niezwykle istotne w przypadku deficytu
hydroksylazy tryptofanu i/lub kiedy aktywnos$¢ podrodziny CYP2D wzrasta pod wplywem
induktorow (np. alkohol, nikotyna, leki psychotropowe) lub mutacji CYP2D6*2, prowadzace;j
do podwojenia lub zwielokrotnienia genu. Odnotowany spadek poziomu serotoniny po
podaniu inhibitora CYP2D chininy w czesci z badanych struktur wskazuje, iz w tych rejonach
mozgu kolokalizacja CYP2D i 5-MT jest wigksza niz w pozostatych strukturach.

Serotonina produkowana przez CYP2D w neuronach szwu moze by¢ transportowana
wzdtuz aksonu do zakonczen komorek nerwowych i stamtad uwalniana. Jak rowniez jej
produkcja z udzialem CYP2D moze zachodzi¢ bezposrednio w zakonczeniach nerwéw
serotoninergicznych z 5-MT docierajacej do nich transportem aksonalnym. W
przeciwienstwie do watroby, mézgowy cytochrom P450 wystepuje nie tylko w retikulum
endoplazmatycznym, ale takze w btonach mitochondrialnych i innych btonowych strukturach
neurondéw i1 komorek glejowych. W zwiagzku z tym, w dalszej czesci badan postanowitam
sprawdzi¢ udziat CYP2D w produkcji funkcjonalnej serotoniny, uwalnianej z zakonczen
komorek nerwowych, w warunkach fizjologicznych i po zablokowaniu klasycznej $Sciezki
syntezy serotoniny przez PCPA.

Poziom pozakomorkowej serotoniny badano metoda mikrodializy in vivo po
zaimplantowaniu kaniul dializacyjnych w prazkowiu lub korze frontalnej. Mikrodializa
umozliwila obserwacje¢ zmian stezenia serotoniny po podaniu egzogennego substratu CYP2D
5-MT in vivo w czasie rzeczywistym. W wybranych strukturach mézgu — korze frontalnej
(zwigzanej z zaburzeniami nastroju) i prazkowiu (zaangazowanym w funkcje motoryczne),
stwierdza si¢ aktywnos¢ CYP2D, a takze docieraja do nich projekcje z neurondow
serotoninowych jader szwu. W celu sprawdzenia poziomu serotoniny produkowanej przez
CYP2D w zakonczeniach nerwowych, substrat enzymu (5-MT) podawano osobno i tgcznie z
inhibitorem CYP2D chining do badanych struktur poprzez kaniule dializacyjng. Po podaniu
egzogennego substratu 5-MT do kory frontalnej, zaobserwowano duzy wzrost
pozakomorkowego stezenia serotoniny u szczurow naiwnych, ktéremu zapobiegato uprzednie
podanie chininy, inhibitora CYP2D. Wyniki te potwierdzajg hipoteze o udziale CYP2D w

syntezie serotoniny w tej strukturze mézgu. Jednak u szczurdéw, ktérym podano wczesniej
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PCPA, serotonina wydaje si¢ znika¢ z przestrzeni pozakomorkowej. W warunkach
zablokowania klasycznej $ciezki syntezy serotoniny, 5-MT duzo stabiej podnosita poziom
serotoniny niz u szczuréw naiwnych, jak rowniez wplyw chininy na efekt wywotany przez
podanie 5-MT byt bardzo staby. Prawdopodobng przyczyng zaobserwowanego zjawiska byta
nadwrazliwo$¢ receptorow 5-HT wywotana podaniem PCPA (powoduje nie tylko spadek
syntezy serotoniny, ale i spadek jej uwalniania) oraz ich silna reaktywno$¢ na serotoning
produkowang z 5-MT, jak i na samg 5-MT. Silna odpowiedz receptorow 5-HTiam na
zakonczeniach nerwowych moze hamowa¢ uwalnianie serotoniny i maskowa¢ wptyw chininy
na zewnatrzkomoérkowga serotoning u zwierzat po podaniu PCPA.

Wzrostowi stezenia serotoniny w korze frontalnej po podaniu 5-MT towarzyszyt spadek
stezenia dopaminy, ktory moze wynika¢ ze ztozonych interakcji miedzy serotoning i
dopaming (Esposito 2006; Alex and Pehek 2007; Di Giovanni et al. 2008). W interakcje te
moga by¢ zaangazowane receptory 5-HTiam zlokalizowane na zakonczeniach neurondow
dopaminergicznych, biegnagcych z obszaru brzusznej nakrywki (ventral tegmental area) i
wywierajacych lokalng hamujaca kontrole uwalniania dopaminy. Ponadto, receptory 5-HT1a
sg zlokalizowane na ciatach komérkowych neuronéw piramidowych 1 interneuronéw GABA -
ergicznych kory prefrontalnej. Wplyw serotoniny na zewnatrzkomérkowa dopaming zalezy
od stezenia (Diaz-Mataix et al. 2005). Niskie st¢zenia agonistow receptorow 5-HTia
podnosza, a ich wysokie stezenia obnizajag uwalnianie dopaminy. Sugeruje si¢, ze niskie
stezenia agonistow receptorow 5-HTia preferencyjnie aktywuja receptory 5-HTia
zlokalizowane na interneuronach GABA, co prowadzi do zniesienia hamowania neuronow
piramidowych projektujacych do obszaru brzusznej nakrywki 1 w ten sposob do wzrostu
uwalniania dopaminy z zakonczen nerwow korowych. Natomiast, wWysokie stezenia agonistow
receptorow 5-HT1a moga pokona¢ ten efekt przez bezposrednia aktywacje piramidowych
receptorow 5-HTia 1 ograniczenie pobudzajacego wydzielania dopaminy w Kkorze
prefrontalnej. Dlatego wydaje si¢, ze podwyzszony poziom serotoniny i obecnos¢ wysokiego
stezenia egzogennej 5-MT, ktora jest nieselektywnym agonistg receptora 5-HT1a (Barnes and
Sharp 1999) moga stanowi¢ wyjasnienie przyczyn zaobserwowanego spadku
zewnatrzkomorkowego stezenia dopaminy w korze prefrontalnej.

W drugiej z testowanych struktur — prazkowiu, podobnie jak w korze frontalnej, 5-MT
podana dostrukturalnie rowniez podnosita zewnatrzkomoérkowy poziom serotoniny u zwierzat
naiwnych, przy czym chinina nie zapobiegata u nich wzrostowi st¢zenia neuroprzekaznika.

Pomimo iz 5-MT w obu strukturach wywotata wzrost pozakomorkowego st¢zenia serotoniny,
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to jednak w prazkowiu udziat CYP2D w syntezie serotoniny prawdopodobnie byt maskowany
przez receptorowe efekty podniesionego stezenia serotoniny i 5-MT, prowadzace do wzrostu
uwalniania serotoniny produkowanej zaréwno S$ciezka klasyczng jak 1 alternatywna. W
przeciwienstwie do kory frontalnej, 5-MT w prazkowiu powodowala silny wzrost stezenia
zewnatrzkomorkowego serotoniny u szczurow, ktorym wczesniej podano PCPA 1 byl on
hamowany przez chining. Wydaje si¢ zatem, ze w prazkowiu stosunkowo duza pula
serotoniny jest tworzona przez CYP2D alternatywna $ciezka. Jednocze$nie w prazkowiu
zaobserwowano wzrost pozakomorkowej dopaminy u zwierzat naiwnych i po PCPA, co
mozna przypisa¢ pobudzeniu prazkowiowych heteroreceptoréw 5-HT2a zlokalizowanych na
dopaminergicznych zakonczeniach nerwowych przez serotoning i 5-MT lub heteroreceptorow
5-HT4 obecnych na cholinergicznych i GABA-ergicznych neuronach, ktore zwigkszaja
uwalnianie dopaminy (Barnes and Sharp 1999; Bockaert et al. 2004; Di Giovanni et al. 2008;
Navailles and De Deurwaerdere 2011).

Reasumujac, wyniki oméwionych badan dostarczajg przekonujacych dowodéw, ktore
potwierdzajg mozliwo$¢ funkcjonowania syntezy serotoniny z 5-MT w moézgu in vivo.
Wskazuja ponadto, ze $ciezka ta jest katalizowana przez mézgowy CYP2D, gdyz specyficzny
inhibitor szczurzego CYP2D chinina hamowal syntez¢ serotoniny z 5-MT.

Powyzsze wyniki badan zostaly przedstawione w kolejnej publikacji wchodzacej w sktad
cyklu prac tworzacych moje osiggnigcie naukowe:

Haduch A, Bromek E, Kot M, Kaminska K, Gotembiowska K, Daniel WA. The cytochrome
P450 2D-mediated formation of serotonin from 5-methoxytryptamine in the brain in vivo: a
microdialysis study. J Neurochem. 2015 Apr;133(1):83-92.

Celem drugiego etapu badan in vivo bylo sprawdzenie, czy melatonina (poprzez
deacetylacj¢ do 5-metoksytryptaminy) moze wspomagaé alternatywng Sciezke syntezy
serotoniny z 5-MT, katalizowang przez CYP2D, jako substrat posredni. Melatonina w mozgu
pelni wiele funkcji, przede wszystkim chronobiotyczng, jak rowniez wykazuje wtasciwosci
przeciwutleniajace i dziata neuroprotekcyjnie (Venegas et al. 2012; Acufa-Castroviejo et al.
2014). Melatoning stosuje si¢ w leczeniu zaburzen snu i nastroju, rowniez tych, ktore
towarzyszg chorobom psychicznym, takim jak schizofrenia, depresja, sezonowa choroba
afektywna (Dalton et al. 2000; Shamir et al. 2000; Singh and Jadhav 2014). W mozgu
syntetyzowana jest ona glownie w szyszynce z serotoniny i stad przedostaje si¢ do 111 komory
mozgu, skad moze przenika¢ do innych struktur mézgowych. W porze nocnej uwalniana jest

z podwzgorza, a jej obecnos¢ stwierdza si¢ takze w korze 1 moézdzku. Melatonina
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produkowana jest w wigkszej ilosci w przewodzie pokarmowym, skad tatwo przechodzi przez
barier¢ krew-mozg (Green et al. 1975; Venegas et al. 2012; Acufa-Castroviejo et al. 2014).
Krazaca melatonina jest metabolizowana gtdéwnie w watrobie przez enzymy cytochromu P450
podrodziny CYPI1A, ale moze by¢ réwniez deacetylowana do 5-metoksytryptaminy
(Rogawski et al. 1979; Beck and Jonsson 1981; Ma et al. 2005; Hardeland 2010). 5-MT
rowniez tatwo przenika przez barier¢ krew-mozg (Beck and Jonsson 1981; Acuifia-Castroviejo
et al. 2014) i razem z 5-MT obecng w mézgu tworzy pulg bezposredniego substratu CYP2D
do produkcji serotoniny. Melatonina, zaréwno produkowana w przewodzie pokarmowym, jak
i podana z zewnagtrz, stanowi zrodlo 5-MT dla organizmu, przez co poSrednio zasila
alternatywng $ciezke syntezy serotoniny katalizowang przez CYP2D in vivo.

W eksperymentach po dootrzewnowym podaniu melatoniny, zbadano tkankowe (ex vivo)
i zewnatrzkomorkowe stgzenie serotoniny (in vivo, metoda mikrodializy mézgu). Stezenie
neuroprzekaznika bylo mierzone w tkankach nastepujacych struktur mozgowych: kora
moézgowa, hipokamp, jadro pollezace przegrody, prazkowie, wzgodrze, podwzgorze, pien
moézgu, rdzen przedhuzony 1 moézdzek (model A). Eksperymenty przeprowadzono na
szczurach naiwnych i zwierzetach w obecnosci/nieobecnosci 5,7- dihydroksytryptaminy (5,7-
DHT, neurotoksyny specyficznej dla neurondéw serotoninergicznych) oraz pargyliny,
inhibitora monoaminooksydazy (MAO). Pargylina, podana dootrzewnowo, miata zapobiec
rozktadowi 5-MT (produkowanej w watrobie z melatoniny) oraz serotoniny (syntetyzowanej
Z 5-MT w moézgu), w celu wzmocnienia wptywu melatoniny na poziom serotoniny w mozgu.
Natomiast, 5,7-DHT, podana domézgowo, miata za zadanie zahamowac¢ klasyczng $ciezke
syntezy serotoniny z tryptofanu |1 magazynowanie serotoniny w zakonczeniach
serotoninergicznych, dla uwidocznienia puli serotoniny produkowanej z 5-MT (powstajacej z
melatoniny w przewodzie pokarmowym) i tym samym pokazanie roli cytochromu P450
obecnego w zakoniczeniach neuronéw serotoninergicznych w produkcji serotoniny
alternatywng Sciezka. Zewnatrzkomorkowe stezenie serotoniny w prazkowiu (zwigzanym Z
funkcjami motorycznymi) bylo mierzone w obecnosci/nieobecnosci pargyliny uzyte] w
modelu mikrodializy in vivo (model B). Zwierzeta otrzymywaty rowniez inhibitory CYP2D —
chining lub propafenon dla okreslenia, czy CYP2D jest zaangazowany w syntezg serotoniny z
melatoniny poprzez O-demetylacj¢ 5-MT.

W przeprowadzonych doswiadczeniach zaobserwowatam, ze melatonina powodowata
wzrost stezenia serotoniny w badanych strukturach moézgu zwierzat naiwnych, kontrolnie

operowanych oraz po uszkodzeniu (lezji) wywotanym przez 5,7-DHT. W pniu mozgu,
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zawierajacym unerwienie serotoninergiczne, melatonina wywarta silniejszy efekt u szczurow
po lezji, co sugeruje obecno$¢ wigkszej puli serotoniny powstajacej Sciezka klasyczng z
tryptofanu, w pordwnaniu z serotoning powstata z 5-MT (5-MT utworzonej z melatoniny)
Sciezka alternatywna z udziatem CYP2D, ktéra jest réwniez znacznie redukowana przez
neurotoksyn¢. Inhibitor CYP2D chinina, podana dokomorowo, zapobiegata wzrostowi
stezenia serotoniny po podaniu melatoniny w wigkszosci badanych struktur (kora mézgowa,
hipokamp, prazkowie, wzgorze, podwzgorze, pien mozgu, rdzen przedtuzony i mézdzek), co
wskazuje na zaangazowanie CYP2D we wzroscie stezenia serotoniny produkowanej z
melatoniny. Wptyw melatoniny na poziom serotoniny byt niezauwazalny w wiekszosci
badanych struktur u zwierzat naiwnych i kontrolnie operowanych, ktérym podano inhibitor
MAO pargyling. Prawdopodobnie, pula serotoniny, produkowana fizjologicznie glownie z
tryptofanu oraz mézgowej 5-MT, byta chroniona przed MAO i dominowala nad serotoning
produkowang posrednio z melatoniny (poprzez deacetylacj¢ melatoniny do 5-MT 1 nastepnie
O-demetylacje przez CYP2D). Natomiast wzrost tkankowego stezenia serotoniny byt
widoczny we wszystkich strukturach zwierzat z lezja uktadu serotoninergicznego, ktoérym
podano pargyling.

Melatonina powodowata réwniez wzrost funkcjonalnego, zewnatrzkomorkowego stezenia
serotoniny w modelu mikrodializy. Zewnatrzkomorkowy poziom neuroprzekaznika zalezy nie
tylko od jego produkcji w neuronie, ale i od jego uwalniania i wychwytu zwrotnego ze
szczeliny synaptycznej do neuronu. Nie wiadomo jednak, czy melatonina ma na te procesy
wplyw. Melatonina nie powodowala istotnego wzrostu stgzenia zewnatrzkomoérkowego
serotoniny w prazkowiu zwierzat naiwnych, ale podnosita go u zwierzat, ktorym podawano
wczesniej  pargyling.  Inhibitor CYP2D  propafenon  zapobiegal  wzrostowi
zewnatrzkomoérkowej serotoniny wywotanemu przez melatoning, co wskazuje na
zaangazowanie tego cytochromu P450 w syntezg serotoniny z 5-MT, powstalej z melatoniny.

Ponadto zaobserwowano wzrost zewnatrzkomorkowego stezenia dopaminy w prazkowiu
pod wpltywem melatoniny, ktéremu zapobiegat inhibitor CYP2D propafenon. Powyzsze
wyniki sg zgodne z rezultatami wcze$niejszych badan otrzymanymi po lokalnym podaniu 5-
MT do prazkowia (Haduch et al., 2015). Potwierdzaja one hipoteze, ze wzrost poziomu 5-
MT i serotoniny (wywolany podaniem 5-MT lub melatoniny) stymuluje heteroreceptory 5-
HT: zlokalizowane na zakonczeniach dopaminergicznych i posrednio zwigksza uwalnianie

dopaminy w tej strukturze.
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Reasumujac, przedstawione powyzej Wyniki badan sugeruja, ze egzogenna melatonina,
podana dootrzewnowo, wspomaga katalizowang przez CYP2D synteze¢ serotoniny z 5-MT w
mozgu in Vivo, na co wskazuja zaobserwowane wzrosty stezenia tkankowego i
zewnatrzkomorkowego serotoniny po podaniu melatoniny, ktorym zapobiegaty inhibitory
CYP2D chinina i propafenon. CYP2D, katalizujgc synteze serotoniny z 5-MT powstalej z
melatoniny, zamyka cykl biochemicznych przemian serotonina—melatonina—serotonina.
Ponadto mozna wnioskowaé, ze metabolizm egzogennej melatoniny do serotoniny moze
stanowi¢ dodatkowy komponent dziatania farmakologicznego melatoniny, oprdcz jej profilu
receptorowego 1 wlasciwosci przeciwutleniajacych.

Przedstawione powyzej wyniki badan zostaty opublikowane w pracy oryginalne;j:
Haduch A, Bromek E, Wojcikowski J, Golembiowska K, Daniel WA. Melatonin Supports
CYP2D-Mediated Serotonin Synthesis in the Brain. Drug Metab Dispos. 2016
Mar;44(3):445-52.

4.3.3. Badania wplywu lekéw przeciwdepresyjnych na aktywnos$ci enzymu CYP2D w
mozgu i watrobie w warunkach chronicznego lagodnego stresu w zwierzecym modelu
depresji u szczura.

W poszukiwaniu wskazowek utatwiajacych poznanie roli CYP2D w funkcjonowaniu
mozgu, prowadzone sg badania ekspresji CYP2D w réznych stanach patologicznych moézgu.
Zaobserwowano m.in. spadek poziomu mRNA w korze i hipokampie oraz zmniejszenie
poziomu biatka Oct-1 czynnika aktywujacego transkrypcje CYP2D4 w szczurzym modelu
stanu padaczkowego wywotanego kwasem kainowym (Asai et al. 2018), spadek ekspresji
CYP2D w stanie zapalnym po podaniu lipopolisacharydu pod wptywem cytokin (Renton and
Nicholson 2000), a takze w korze i mozdzku pacjentéw cierpigcych na chorobg Parkinsona
(Mann et al. 2012).

Ostatnie badania wskazuja, ze stres psychologiczny moze modyfikowac ekspresje
watrobowego CYP2D2 w sposob zalezny od rodzaju stresu (Daskalopoulos et al. 2012; Kot et
al. 2017). Wyniki badan, w ktorych uczestniczytam, wskazuja, ze chroniczny tagodny stres
(ang. chronic mild stress, CMS) nie wptywa istotnie na aktywno$¢ CYP2D w watrobie (Kot et
al. 2017). Podobny brak wptywu stresu na watrobowy CYP2D odnotowano w modelu
pozbawienia matki we wczesnym okresie zycia (ang. early-life maternal deprivation, MD).
Odmienny efekt w postaci wzrostu aktywnosci CYP2D zaobserwowano pod wplywem

wielokrotnego stresu unieruchomienia (ang. repeated restraint stress, RS) (Daskalopoulos et
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al. 2012). Do czasu przeprowadzenia przeze mnie ponizej opisanych badan brak byto danych
na temat wplywu stresu na CYP2D w modzgu.

W kolejnych badaniach skupitam si¢ na okresleniu wptywu lekow przeciwdepresyjnych
drugiej generacji — escitalopramu i wenlafaksyny na aktywno$¢ mozgowego i dla poréwnania
watrobowego CYP2D, w warunkach chronicznego tagodnego stresu w zwierzecym modelu
depresji CMS. Oba leki podawano w dawce 10 mg/kg dootrzewnowo raz dziennie,
zwierzetom kontrolnym oraz szczurom poddanym stresowi przez okres 5 tygodni. Aktywno$¢
CYP2D byla mierzona szybkoscig 1’-hydroksylacji bufuralolu w mikrosomach watrobowych
oraz mikrosomach pochodzgcych z réznych struktur mézgowych (hipokamp, pien mozgu,
podwzgorze, kora frontalna, mézdzek i reszta moézgu). Uzyskane wyniki wskazuja, ze
zarowno Stres, jak i badane leki przeciwdepresyjne w r6ézny sposob wptywaja na CYP2D w
mozgu i watrobie. CMS nie wptynat na aktywno$¢ watrobowego CYP2D, podczas gdy
chroniczne podanie escitalopramu i wenlafaksyny istotnie obnizyto aktywno$¢ i poziom
biatka CYP2D, zarowno u zwierzat niestresowanych, jak i stresowanych. W przeciwienstwie
do watroby, CMS w moézgu spowodowal wzrost aktywnosci CYP2D w hipokampie.
Chronicznie podane leki przeciwdepresyjne escitalopram i wenlafaksyna nie wywarlty
wplywu na CYP2D w mdzgu zwierzat niestresowanych, ale spowodowaty wzrost aktywnosci
enzymu w korze frontalnej, podwzgérzu i mézdzku zwierzat poddanych stresowi. Chroniczny
tagodny stres stymulowat aktywnos¢ CYP2D w hipokampie, co moze by¢ obronng
odpowiedzig mézgu na stres. We wczesniejszych badaniach w zwierzgcym modelu depresji
CMS obserwowano obnizony poziom serotoniny pod wptywem stresu (Bekris et al. 2005;
Willner 2017; Chen et al. 2017). Laczac te obserwacje mozna wysnu¢ wniosek, ze
pobudzenie alternatywnej $ciezki syntezy serotoniny poprzez aktywacje enzymu CYP2D
uczestniczy w mechanizmach zmierzajacych do przywrocenia homeostazy neuroprzekaznika
w mozgu. Ponadto, CMS wyzwalal pobudzajacy wplyw lekow przeciwdepresyjnych na
enzym, ktore wywotaly wzrost aktywnosci CYP2D w korze frontalnej, podwzgorzu i
moézdzku u zwierzat stresowanych. W zwigzku z tym, lokalny metabolizm substratéw CYP2D
w mozgu, takich jak neurosteroidy, neuroprzekazniki, czy leki psychotropowe, mogt byc
nasilony przez CMS oraz przez podawane w czasie trwajacego stresu leki przeciwdepresyjne.
Aktywacja mozgowego CYP2D przez escitalopram i wenlafaksyne stanowi nowoodkryta
sktadowa ich dziatania farmakologicznego zawarta we wplywie na metabolizm substratow
endogennych tego enzymu w mézgu. Co ciekawe, w przeciwienstwie do mozgu, metabolizm

substratow CYP2D w watrobie moze by¢ spowolniony w trakcie chronicznego podawania
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escitalopramu lub wenlafaksyny, ktére hamuje aktywno$¢ i zmniejsza poziom biatka
watrobowego enzymu bez wzgledu na stres. Obydwa badane leki przeciwdepresyjne, bedace
substratami  CYP2D, moga hamowaé swoj metabolizm 1 podnosi¢ stezenie innych
jednoczesnie podawanych lekéw metabolizowanych przez CYP2D w watrobie. Chroniczne
podanie escitalopramu lub wenlafaksyny uwidacznia mozliwo$¢ ich interakcji z innymi
lekami nieprzewidywalnych na podstawie rutynowych badan in vitro, w ktorych obydwa leki
sg stabymi bezposrednimi inhibitorami CYP2D (Ball et al. 1997; von Moltke et al. 2001).

Wyniki badan na temat wptywu lekow przeciwdepresyjnych zastosowanych w modelu
chronicznego tagodnego stresu (CMS) na enzym CYP2D przedstawitam w publikacji:

Haduch A, Rysz M, Papp M, Daniel WA. The activity of brain and liver cytochrome
P450 2D (CYP2D) is differently affected by antidepressants in the chronic mild stress (CMS)
model of depression in the rat. Biochem Pharmacol. 2018 Oct;156:398-405.

4.3.4. Badania wplywu starzenia si¢ oraz deficytu serotoniny w moézgu na aktywnos$¢
CYP2D w mozgu i watrobie samcow i samic Szczura.

Rezultaty wczesniej przeprowadzonych badan sugerowaty, ze mézgowy cytochrom P450
CYP2D moze reagowa¢ zmiang aktywnosci réwniez w innych specyficznych stanach
fizjologicznych i patologicznych, jak wspomniano w poprzednim podrozdziale. Stad za cel
kolejnych badan przyjetam okreslenie czy aktywnos¢ CYP2D zmienia si¢ z wiekiem i w
warunkach deficytu serotoniny, a wigc pod wptywem czynnikdéw, ktore obok stresu sprzyjaja
rozwojowi depresji. Badania zostaty przeprowadzone zaréwno na samcach jak i samicach
szczura, co umozliwito sprawdzenie wystepowania roznic piciowych w funkcjonowaniu
CYP2D w mozgu.

W starzejagcym si¢ mozgu mechanizmy naprawcze w komorkach przestajg skutecznie
funkcjonowa¢ z powodu dzialania wolnych rodnikéw i czynnikéw zapalnych. W zwiagzku z
tym, procesy metaboliczne i neuroprzekaznictwo sa wyraznie zaburzone (Satoh et al. 2017).
Wraz z wiekiem zmniejsza si¢ poziom neuroprzekaznikow, ich receptorow oraz reakcja
receptorow na neuroprzekazniki. U starzejacych sie szczurOw zaobserwowano obnizone
poziomy dopaminy, serotoniny i noradrenaliny (Arivazhagan and Panneerselvam 2002).
Zmiany te mogg by¢ zwiazane z produkcja neurotoksycznych substancji podczas katabolizmu
neuroprzekaznikow. Starzenie moézgu jest rdwniez waznym czynnikiem zwigkszajacym
ryzyko neurodegeneracji prowadzacych do choroby Alzheimera i Parkinsona (Mann et al.
2012). Zwigzana z wiekiem utrata neuronéw i ostabienie wydajno$ci Synaptycznej moze by¢

przyczyna chordb neurologicznych i psychicznych. Postepujacy w czasie ztozony endogenny
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proces starzenia si¢ mozgu prowadzi do pogorszenia funkcji motorycznych, czuciowych i
poznawczych. Neurochemiczne zmiany zachodzace w moézgu mogg wyzwala¢ rdzne
mechanizmy kompensacyjne, wlaczajac zmiany w ekspresji i aktywnosci enzymow
zaangazowanych w synteze neuroprzekaznikow, w tym rowniez moézgowego CYP2D, ktory
katalizuje alternatywne $ciezki syntezy serotoniny i dopaminy, jak wskazuja dotychczasowe
badania. Stad zmiany aktywnos$ci tego enzymu mogg miec istotne znaczenie dla starzejacego
si¢ mozgu ze zmniejszonym poziomem neuroprzekaznikow.

Wiekszo$¢ danych literaturowych na temat wplywu procesu starzenia na cytochrom P450
dotyczy enzymow funkcjonujacych w watrobie. Zaobserwowano, ze aktywnos¢ watrobowych
enzymow CYP, w tym rowniez CYP2DG6, ulega obnizeniu u ludzi w podesztym wieku
(Parkinson et al. 2004; Schwartz 2007). W badaniach na zwierzgtach przeprowadzonych na
samcach, rowniez odnotowano zalezne od wieku réznice w aktywnosci cytochromu P450 w
watrobie. Wyniki badan in vitro metabolizmu specyficznych substratow opioidowych CYP2D
i CYP3A, kodeiny i oksykodonu, z uzyciem frakcji S9 watroby szczura, sugeruja ostabienie
metabolizmu tych lekéw wraz z wiekiem, szczegdlnie w grupie starzejacych si¢ 18-
miesiecznych szczurow (Salmin et al. 2017). Z kolei poziom mRNA CYP2D u szczurow
zmniejsza si¢ 6-krotnie poczawszy od narodzin az do 18 i 26 miesigca zycia (Xu et al. 2019).
Natomiast niewiele wiadomo na temat funkcjonowania cytochromu P450 w starzejacym si¢
moézgu. Mann i wspotpracownicy (2012) zaobserwowali, ze poziom biatka CYP2D6 w
niektorych rejonach ludzkiego mozgu wzrastat wraz z wiekiem od 20 do 80 lat i byl nizszy u
pacjentow z chorobg Parkinsona, CO sugeruje jego znaczenie neuroprotekcyjne. Jednak
funkcjonowanie enzymu, tj. aktywno$¢ méozgowego CYP2D, nie zostala w tych warunkach
sprawdzona. Badania aktywnosci enzymu sg szczegoélnie istotne, gdyz czgsto obserwuje si¢
brak korelacji pomiedzy poziomem mRNA, stezeniem biatka i aktywnosci enzymu, ktore
moga by¢ zaburzone przez procesy potranskrypcyjne lub potranslacyjne (Miksys and Tyndale
2013).

Kierujac si¢ powyzszymi przestankami, za cel kolejnych badan przyjetam okreslenie
wplywu starzenia oraz duzego deficytu serotoniny w mozgu na aktywnos¢ CYP2D w
wybranych strukturach mézgu i dla porownania w watrobie. Badania przeprowadzono na
szczurach Dark Agouti z usunigtym poprzez knockout genem hydroksylazy tryptofanu 2
(TPH2-KO), gtéwnego enzymu limitujacego produkcj¢ neuroprzekaznika zasadnicza droga z
tryptofanu, u ktorych nastgpito drastyczne obnizenie poziomu serotoniny w mézgu (Kaplan et
al. 2016).
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Zaobserwowano, ze aktywnos¢ CYP2D zmniejszyta si¢ w korze frontalnej starzejacych
si¢ samcOéw Szczura typu dzikiego (WT), ale wzrosta u starzejacych si¢ samcow z
eksperymentalniec wywotanym deficytem serotoniny (TPH2-KO) (w pordéwnaniu ze
starzejagcymi si¢ szczurami WT). W przeciwienstwic do kory frontalnej, w hipokampie,
podwzgoérzu i pragzkowiu aktywnos¢ CYP2D wzrosta wraz z wiekiem, ale nie zmienita si¢ u
starzejacych si¢ samcow z niedoborem TPH2 (w pordéwnaniu ze starzejacymi si¢ Samcami
WT). Natomiast w watrobie odnotowano odmiennie wyniki — spadek aktywnosci CYP2D u
starzejacych si¢ samcow WT w poréwnaniu z dojrzalymi zwierzetami, ktory poglebit sie u
starzejacych si¢ zwierzat z deficytem serotoniny TPH2-KO. Ze zmianami aktywnosci CYP2D
pozytywnie korelowaly rowniez zmiany poziomu biatka enzymu.

Zmiany aktywnosci i poziomu biatka mézgowego CYP2D pod wplywem starzenia i
duzego deficytu serotoniny sa zrdéznicowane w zaleznosci od rejonu moézgu. Spadek
aktywnos$ci 1 poziomu biatkka CYP2D w korze frontalnej obserwowany u starzejacych si¢
samcow WT w porownaniu z dojrzalymi zwierzgtami, pozostaje w zgodzie z danymi
wskazujacymi, ze kora frontalna jest szczegélnie wrazliwa na proces starzenia, ktory
prowadzi do ostabienia funkcji poznawczych (Satoh et al. 2017). Spadajaca z wiekiem
aktywnos¢ CYP2D prowadzi do ostabienia metabolizmu substratow CYP2D, wiaczajac
endogenne neuroaktywne substancje oraz leki. Jednak przy duzym deficycie
neuroprzekaznika, spowodowanym utratg klasycznej $ciezki syntezy serotoniny
(katalizowanej przez TPH2), obserwowany wzrost aktywnosci CYP2D w korze frontalne;j
wskazuje na aktywacje alternatywnej §ciezki syntezy serotoniny angazujacej CYP2D w tym
obszarze mézgu. Nasuwa si¢ interpretacja, ze moze to by¢ forma kompensacyjnej odpowiedzi
na gleboki spadek poziomu neuroprzekaznika. Przeciwnie do kory frontalnej, aktywnos$¢ i
poziom bialka CYP2D wzrosly w hipokampie (zaangazowany w procesy uczenia si¢ i
pamigci), w podwzgérzu (odpowiedzialnym za centralne neuroendokrynne i autonomiczne
funkcje) oraz w prazkowiu (zwigzanym z funkcjami motorycznymi) 1 utrzymaty si¢ u samcow
szczura z mutacjag TPH2-KO. Wzrost aktywnosci CYP2D w prazkowiu u starzejacych sig¢
samcOwW SzCzura, utrzymujacy si¢ u zwierzat z deficytem TPH2, moze mie¢ szczegdlne
znaczenie, gdyz oprdcz alternatywnej Sciezki syntezy serotoniny, CYP2D katalizuje rowniez
alternatywna S$ciezke syntezy dopaminy z tyraminy w prazkowiu (Bromek et al. 2010;
Bromek et al. 2011), co moze czgsciowo niwelowaé zaburzenia funkcji motorycznych w

podesztym wieku. Powyzsze obserwacje sugeruja, ze CYP2D uczestniczy w mechanizmach
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zaangazowanych w utrzymanie homeostazy neuroprzekaznikéw, w warunkach ich duzego
deficytu w starzejacym si¢ mozgu samcow.

Regulacja enzyméw cytochromu P450 w moézgu odbywa si¢ W zréznicowany sposob w
zaleznos$ci od rejonu mozgu, w ktorym sa zlokalizowane (Miksys and Tyndale 2013). CYP2D
nie jest dobrze poznany pod wzgledem regulacji ekspresji w mozgu. Ostatnie badania
wskazuja, ze zaangazowane sg w nig receptory PPAR, ktérych ekspresja w mozgu w
zaleznos$ci od rejonu moze by¢ wysoka i pozostaje pod kontrolg hormonu wzrostu (Zhang et
al. 2018). Biorg w niej udziat rowniez hormony piciowe, ktore negatywnie regulujg CYP2D w
moézgu za posrednictwem miRNA (Li et al. 2015). Ta hormonalna regulacja ulega ostabieniu
z wiekiem (Malikovi¢ et al. 2019). Ponadto, CYP2D moze by¢ regulowany potranskrypcyjnie
poprzez wzrost stabilnos$ci bialka lub zahamowanie degradacji enzymu. W zwigzku z
powyzszym, zaobserwowane odmienne zmiany aktywno$ci i poziomu biatka CYP2D w
réznych rejonach mézgu, moga wynika¢ ze zlozonej, zaleznej od rejonu mézgu regulacji, na
ktorg wptywaja zwigzane z wiekiem zaburzenia neuroprzekaznictwa oraz pojawiajace si¢
czesciej stany zapalne w starzejacym si¢ mozgu (Renton and Nicholson 2000; Satoh et al.
2017).

W opisanych powyzej badaniach po raz pierwszy wykazano zmiany funkcjonowania
enzymu CYP2D w roznych rejonach moézgu podczas starzenia i w warunkach deficytu
serotoniny, bedace wypadkowa zmian transkrypcyjnych i potranskrypcyjnych. Wyniki
przedstawionych badan dotyczace aktywnosci CYP2D w mozgu szczura sg ogolnie zgodne ze
zmianami poziomu biatka enzymatycznego CYP2D6, ktéry wzrasta wraz z wiekiem w
niektorych obszarach mézgu cztowieka (Mann et al. 2012). Jednak w niektorych strukturach
moézgu zaobserwowatam, ze szczurzy CYP2D zmienia si¢ z wiekiem w sposéb odmienny od
ludzkiego CYP2D6, co wskazuje na wystepowanie roznic miedzygatunkowych. Wyniki
moich badan przeprowadzonych na szczurach pokazaty wzrost aktywnosci i biatka enzymu w
hipokampie, brak zmian w moézdzku 1 spadek w korze frontalnej starzejacych sie zwierzat,
podczas gdy u czlowieka zaobserwowano brak zmian w poziomie biatka CYP2D6 w
hipokampie oraz jego wzrost w moézdzku i korze frontalnej u ludzi w podesztym wieku (lecz
nie mierzono aktywnos$ci enzymu). Opisane migdzygatunkowe roznice moga wynikac¢ z
odmiennej regulacji CYP2D w mozgu czlowieka i szczura i/lub zachodzenia odmiennych
potranskrypcyjnych modyfikacji w starzejacym si¢ mozgu, ktdére wptywaja na poziom biatka 1

aktywnos$ci enzymu.
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Generalnie wyniki badan przeprowadzonych na samcach szczura wskazujg, ze starzenie
si¢ 1 deficyt TPH2 wptywaja na aktywno§¢ CYP2D, co moze mie¢ pozytywny wplyw na
syntez¢ neuroprzekaznikow w strukturach mézgu zaangazowanych w funkcje poznawcze,
emocjonalne i motoryczne, ale jednoczes$nie negatywny wplyw na metabolizm lekow w
watrobie samcow.

Opisane powyzej wyniki badan zostaly opublikowane w pracy oryginalnej:

Haduch A, Pukto R, Alenina N, Nikiforuk A, Popik P, Bader M, Daniel WA. The effect of
ageing and cerebral serotonin deficit on the activity of cytochrome P450 2D (CYP2D) in the
brain and liver of male rats. Neurochem Int. 2020 141:104884.

Biorac pod uwagg wyniki przedstawionych badan, dotyczacych wptywu procesu starzenia
oraz deficytu serotoniny na aktywno$¢ i1 poziom biatka CYP2D w moézgu samcow szczura
Dark Agouti, szczegolnie interesujacym bylto przeprowadzenie analogicznych badan u samic
tego samego szczepu szczurOw W celu sprawdzenia, czy istnieja roznice plciowe W
funkcjonowaniu mozgowego CYP2D podczas starzenia i w warunkach niedoboru serotoniny.
Jak wcze$niej wspomniatam, brak jest badan na temat zmian aktywnos$ci cytochromu P450 w
starzejacym si¢ mozgu, a nieliczne doniesienia na temat wplywu podesztego wieku na enzym
watrobowy dotycza jedynie samcow (Wauthier et al. 2007; Salmin et al. 2017; Xu et al.
2019). W badaniach wstepnych wykazatam, ze aktywnos¢ CYP2D w moézgu i watrobie
dojrzatych samic Dark Agouti pozostaje niezalezna od zmian hormonalnych zachodzacych w
trakcie cyklu estrusowego, co wskazuje, ze zenskie hormony piciowe nie sg bezposrednio
zaangazowane w regulacje CYP2D u samic szczuréw Dark Agouti. Poszukujac rdznic
ptciowych dotyczacych moézgowego CYP2D, przeanalizowatam dystrybucje aktywnosci
CYP2D w roznych obszarach mozgu dojrzatych samic szczura typu dzikiego (WT) w
poroéwnaniu z samcami. Podobnie jak u dojrzatych samcéw, badanych w poprzedniej pracy,
aktywnos¢ CYP2D wykazuje nierOwnomierne rozmieszczenie w poszczegolnych rejonach
moézgu samic. U obu pitci CYP2D prezentuje podobny poziom aktywnosci w korze frontalnej,
podwzgdrzu, wzgbérzu i médzdzku. Enzym ten jest najbardziej aktywny w moézdzku, a
najnizsza aktywno$¢ wykazuje w korze frontalnej. Najciekawsza, nowa obserwacja bylo
jednak stwierdzenie w kilku strukturach mézgu wyzszej aktywnosci CYP2D u samic (2.5 razy
wyzsza W Korze i prazkowiu oraz 1.5 razy wyzsza W pniu moézgu i hipokampie), w
poroéwnaniu z samcami. Zaobserwowane roznice w aktywnosci CYP2D w Kilku obszarach
mobzgu samic i samcow koreluja pozytywnie z poziomami serotoniny, ktore sg istotnie wyzsze
w pniu mozgu, strukturach limbicznych przodomézgowia oraz w korze moézgowej u samic niz
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u samcow (Carlsson and Carlsson 1988a; 1988b). Natomiast aktywno$¢ CYP2D w watrobie
samic Dark Agouti byla nizsza (0k. 3.5 razy) niz u samcow, co jest zgodne z danymi
literaturowymi wskazujacymi na bardzo niski poziom CYP2D w tym organie u samic, w
poréwnaniu z samcami (Schulz-Utermoehl et al. 1999).

U starzejacych sie samic Dark Agouti zaobserwowalam zmiany w aktywnos$ci 1 poziomie
biatka enzymatycznego CYP2D, zalezne od lokalizacji enzymu w okreslonych rejonach
moézgu. CYP2D w moézgu samic zareagowal na specyficzne warunki fizjologiczne jakim jest
starzenie oraz eksperymentalnie wywotany gleboki deficyt serotoniny w odmienny sposob niz
u samcoOw W przeprowadzonych poprzednio badaniach (Haduch et al., 2020). Aktywnos¢ i
poziom bialtka enzymu obnizyty si¢ w hipokampie, korze i mézdzku oraz wykazaty tendencje
spadkowa w podwzgorzu i prazkowiu starzejacych si¢ samic szczurow typu dzikiego (w
poroéwnaniu z mtodymi dojrzatymi ptciowo samicami WT). Negatywny wplyw starzenia na
CYP2D w wielu rejonach moézgu samic stanowi przeciwny Kkierunek zmian do
zaobserwowanych u starzejacych si¢ samcow, U ktorych aktywno$¢ i poziom biatka CYP2D
wzrosty w hipokampie, podwzgorzu i prazkowiu, nie zmienity si¢ w korze moézgowej, pniu
mozgu i mézdzku, a ulegly obnizeniu jedynie w korze frontalnej. CYP2D nie zmieniat si¢ z
wiekiem w korze frontalnej samic, jedynej strukturze, w ktorej poprzednio odnotowano
spadek aktywnosci i poziomu bialka enzymu u starzejacych si¢ samcow. Natomiast
aktywno$¢ CYP2D u samic pod wplywem wieku wzrosta jedynie w pniu mozgu, w ktorej to
strukturze badany enzym nie wykazal zmian u starzejacych si¢ samcow. Powyzsze wyniki
badan wskazuja, ze obserwowany u samic spadek aktywnosci enzymu z wiekiem, negatywnie
wplywa na lokalny metabolizm endogennych substratow CYP2D, wiacznie z prekursorami
neuroprzekaznikow S-metoksytryptaming 1 tyraming. Jedynie wzrost aktywnosci CYP2D w
pniu mdézgu samic moze pozytywnie wplyna¢ na produkcj¢ obu neuroprzekaznikow. Duzy
deficyt serotoniny, wywotany eksperymentalnie, potegowal negatywny wplyw wieku na
aktywnos¢ CYP2D u starzejacych si¢ samic. Aktywnos$¢ 1 poziom biatka CYP2D obnizaly si¢
w korze frontalnej 1 podwzgdérzu starzejacych si¢ samic TPH2-KO w pordéwnaniu ze
starzejacymi si¢ samicami WT, podczas gdy w pniu mézgu spadata tylko aktywnos¢, co
wskazuje na potranslacyjng regulacj¢ enzymu. Co ciekawe, aktywnos¢ CYP2D obnizyta sie¢ W
tych rejonach mdzgu starzejacych si¢ samic TPH2-KO, w ktérych enzym nie zmieniat si¢ pod
wplywem wieku (kora frontalna, podwzgorze) lub w ktorych aktywno$¢ 1 poziom biatka
enzymu wzrosty (pien moézgu) u samic WT. Obserwacje te sugeruja, ze serotonina odgrywa

wazng rolg w regulacji CYP2D w wymienionych rejonach moézgu samic. Negatywna
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regulacia CYP2D w poszczegdlnych rejonach mozgu samic utrudnia organizmowi
wykorzystanie alternatywnej $ciezki syntezy serotoniny katalizowanej przez ten enzym w
suplementacji niedoboréw neuroprzekaznika, pojawiajacych si¢ z wiekiem. Powyzsze
obserwacje sugeruja wystepowanie dymorfizmu piciowego w funkcjonowaniu CYP2D w
mozgu. Wskazujg one rowniez, ze CYP2D w modzgu samic prawdopodobnie bezposrednio nie
uczestniczy w mechanizmach zaangazowanych w utrzymanie homeostazy neuroprzekaznika
w warunkach jego znacznego niedoboru w starzejacym si¢ mozgu, gdyz aktywnos$¢ enzymu
zmniejsza si¢ w wigkszosci badanych struktur mézgowych u starzejacych sie¢ samic Dark
Agouti WT i TPH2-KO. Jednak biorgc pod uwage zaangazowanie CYP2D4 (gtowny
mozgowy CYP2D) w metabolizm allopregnanolonu poprzez katalizowanie 21-hydroksylacji
tego neurosteroidu o znaczeniu neuroprotekcyjnym (Funae et al. 2003; Kishimoto et al. 2004),
spadek aktywnosci mozgowego CYP2D u samic moze by¢ pod tym wzgledem korzystny.

Odmienny wplyw wieku i deficytu serotoniny na mézgowy CYP2D u samic 1 samcoéw
moze czg¢sciowo wynikaé ze zrdéznicowanej regulacji enzymu przez hormony plciowe,
ktorych poziom z wiekiem ulega zmianie. U samic szczura poziom estradiolu we krwi obniza
si¢ z wiekiem, a poziom testosteronu pozostaje bez zmian (Fujita et al. 1990; Valle et al.
2008), podczas gdy w moich eksperymentach mézgowy CYP2D byt negatywnie regulowany
w roéznych rejonach mozgu samic. Odmiennie, u samcow szczura, poziom testosteronu spada
a estradiolu wzrasta z wiekiem (Fujita et al. 1990; Valle et al. 2008; Malikovi¢ et al. 2019), co
wspotwystepuje ze wzrostem aktywnosci CYP2D w mozgu, jak wskazuja wczesniejsze
badania (Haduch et al., 2020). Zaobserwowane pozytywne korelacje mi¢dzy zmianami
poziomu estradiolu 1 poziomoéw biatka/aktywnosci CYP2D u obu plci oraz negatywna
korelacja pomiedzy zmianami poziomu testosteronu i poziomow biatka/aktywnosci enzymu u
starzejacych sie¢ samcow wskazujg na udzial zmian hormonalnych w regulacji CYP2D w
mozgu szczura. Szczegdlnie, negatywna korelacja pomigdzy zmianami poziomu testosteronu i
poziomoéw biatka/aktywnosci CYP2D u samcow jest zgodna z innymi badaniami
pokazujacymi regulacje mozgowego CYP2D przez testosteron poprzez miRNA u samcow
szczurow Wistar (Li et al. 2015). Molekularny mechanizm regulacji mézgowego CYP2D nie
jest dobrze poznany. Badania przeprowadzone na mozgach samic wskazywaty na regulacje
CYP2D mRNA przez hormony pitciowe (Bergh and Strobel 1996; Baum and Strobel 1997).
Jednak pdzniejsze badania wykazaty, ze regulacja CYP2D, ktora jest zalezna od obszaru
moézgu, moze zachodzi¢ na poziomie potranskrypcyjnym. Ostatnio sugeruje si¢ udziat
receptoréw jadrowych PPAR w regulacji ekspresji enzymoéw CYP2D, kontrolowanych przez
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hormon wzrostu (Zhang et al. 2018), a z kolei hormon wzrostu pozostaje pod wplywem
hormonow plciowych, ktérych poziomy zmieniaja si¢ z wiekiem (Meinhardt and Ho 2006),
jak wczesniej wspomniano. Pojawiajace si¢ z wiekiem zmiany w przekaznictwie nerwowym i
rozwoj stanu zapalnego w mozgu mogg rowniez wpltywaé na regulacj¢ genéw CYP2D na
réznych poziomach ekspresji (Renton and Nicholson 2000; Satoh et al. 2017; Kuban and
Daniel 2021). Stad mozna wysnu¢ wniosek, iz zroéznicowana regulacja poziomow
biatka/aktywnosci CYP2D w mozgach starzejacych si¢ samic i samcoéw jest wynikiem
ztozonej, specyficznej dla organu i plci regulacji, na ktorg wptywa wiek. Co ciekawe, rdéznice
w regulacji enzymu pomiedzy samicami i samcami zaobserwowano tylko w mozgu. W
watrobie regulacja CYP2D byta podobna, gdyz u obu plci starzenie negatywnie wptywato na
funkcjonowanie CYP2D, redukujac poziom biatka i aktywno$ci enzymu w tym organie.
Deficyt serotoniny w moézgu samcow powodowal dalszy spadek poziomu enzymu W
watrobie, cho¢ nie wptywat na watrobowy CYP2D u starzejacych si¢ samic (Haduch et al.,
2021). Zaobserwowane roznice moga wynika¢ z odmiennego sktadu enzyméw podrodziny
CYP2D w watrobie samcoéw i samic, gdyz u samic szczuroOw Dark Agouti w puli
watrobowego CYP2D brak enzyméow CYP2D2 i CYP2D4 (Schulz-Utermoehl et al. 1999). W
przeprowadzonych przeze mnie badaniach po raz pierwszy wykazatam funkcjonowanie
CYP2D w mozgu samic i porownano go z ich watrobowym enzymem. Wyniki powyzszych
badan wskazuja, ze proces starzenia oraz duzy deficyt serotoniny w mozgu wywieraja ujemny
efekt na aktywnos¢ i poziom biatka CYP2D w mozgu i watrobie samic. Z jednej strony, moze
to mie¢ negatywny wplyw na zdolnosci kompensacyjne CYP2D w syntezie serotoniny i
dopaminy w strukturach mézgu zaangazowanych w funkcje poznawcze i emocjonalne, ale z
drugiej strony moze pozytywnie oddzialywa¢ na poziom neurosteroidow. W watrobie
metabolizm lekéw bedacych substratami CYP2D moze ulec ostabieniu u starzejacych sie
samic, podobnie jak u samcow.

Podsumowujac, proces starzenia 1 deficyt serotoniny w moézgu wywieraja odmienny
wplyw na funkcjonowanie mozgowego CYP2D u samic i samcoOw szczura. Obserwacje te
wskazuja na zréznicowanie piciowe regulacji CYP2D w moézgu, ktora wydaje si¢ by¢ mniej
korzystna dla samic w syntezie neuroprzekaznikdéw katalizowanej przez CYP2D, ale z drugiej
strony moze sprzyja¢ spowolnieniu metabolizmu neurosteroidéw o  dziataniu
neuroprotekcyjnym.

Powyzsze wyniki badan zostaly przedstawione w najnowszej publikacji wchodzacej w

sktad cyklu prac tworzacych moje osiggnigcie naukowe:
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Haduch A, Danek P, Kuban W, Pukto R, Alenina N, Gol¢biowska J, Popik P, Bader M,
Daniel WA. Cytochrome P450 2D (CYP2D) enzyme dysfunction associated with aging and
serotonin deficiency in the brain and liver of female Dark Agouti rats. Neurochem Int. 2022
Jan;152:105223. doi: 10.1016/j.neuint.2021.105223. Epub 2021 Nov 13. PMID: 34780807.

Problemy badane w moich 6 pracach oryginalnych cze$ciowo przedyskutowatam na tle
literatury §wiatowej oraz w aspekcie leczenia schorzen psychicznych w ponizszej pracy
przegladowej, ktora zostata zalaczona do cyklu publikacji stanowigcych moje osiggnigcie
naukowe: Haduch A, Daniel WA. The engagement of brain cytochrome P450 in the
metabolism of endogenous neuroactive substrates: a possible role in mental disorders. Drug
Metab Rev. 2018 Nov;50(4):415-429. Przedstawione dane z roznych laboratoriow
naukowych i klinik wskazujg na wazng rolg mézgowego cytochromu P450 w lokalnym
metabolizmie endogennych substratoéw niezbednych do prawidtowego funkcjonowania mozgu
i utrzymania jego homeostazy. Zostaty zdefiniowane ogélne cechy mozgowego cytochromu
P450, ktore obejmuja: specyficzng regulacje enzymoéw oOdmienng niz w watrobie,
niejednorodng dystrybucj¢ w roznych regionach mozgu/typach komorek, r6zng podatno$¢ na
inhibicj¢ 1 indukcj¢ w zaleznosci od struktury moézgu/typu komorek, ekspresje CYP
specyficznych dla moézgu. Cechy te sugeruja, ze moézgowy CYP, chociaz ma niskg ekspresje
W poréwnaniu z watrobg, moze uczestniczy¢é w wielu szlakach metabolicznych
funkcjonujacych w réznych obszarach mézgu, odpowiedzialnych za okreslone specyficzne
procesy. Badania in vitro z uzyciem rekombinowanych CYP i mikrosoméw moézgowych
wykazaly zdolno$¢ kilku enzymow CYP do katalizowania metabolizmu wielu waznych
endogennych  substratow moézgu (np. neuroprzekaznikoOw  monoaminergicznych,
neurosteroidow, cholesterolu, kwasow thuszczowych, kwasu arachidonowego), ktory jest
czesto zaburzony W chorobach psychicznych i neurodegeneracyjnych. Te wiasciwosci
katalityczne CYP sg skorelowane ze zmianami ekspresji/aktywnosci CYP obserwowanymi w
mozgu zwierzat laboratoryjnych ex vivo oraz w mézgu ludzkim post mortem w warunkach
fizjologicznych lub w réznych stanach patologicznych oraz z polimorfizmami gendéw
kodujacych enzymy CYP. Przeprowadzone w ostatnich latach badania in vivo na zwierzetach
laboratoryjnych (mikrodializa moézgu) oraz na ludziach (neuroobrazowanie mozgu)
potwierdzaja udzial CYP w metabolizmie mozgowym endogennych neuroaktywnych
substratow i lekow. Liczne badania sugeruja powigzania mézgowego CYP i ich endogennych
substratow z chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Parkinsona czy choroba

Alzheimera. Mozgowe CYP moga by¢ rowniez zaangazowane w stres i choroby psychiczne,
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w tym depresja czy schizofrenia oraz w ich psychofarmakoterapie. Najwiecej zwigzkow z
chorobami psychicznymi wykazano dla enzyméw CYP, ktore jednocze$nie metabolizujg leki
psychotropowe stosowane w ich leczeniu oraz endogenne neuroaktywne substraty. Mozgowe
enzymy CYP modyfikujg dziatanie lekow w miejscu ich docelowego dziatania
farmakologicznego w moézgu. Ujawniaja w ten sposob nowy element dziatania
terapeutycznego lekow psychotropowych (poprzez wplyw na metabolizm substratow
endogennych) funkcjonujacy obok ich profilu receptorowego. Ostatnie badania sugeruja
rowniez udziat mozgowych CYP w procesach poznawczych, uczeniu si¢, pamieci i
zachowaniu zwierzat. Badania z wykorzystaniem roznych podejs$¢ 1 metodologii majg na celu
wyjasnienie zaangazowania mézgowego cytochromu P450 w metabolizmie endogennym, a w
konsekwencji w fizjologii, patologii i farmakologii mézgu. Dalsze badania moga pozwoli¢ na
wykorzystanie tej nowej wiedzy na temat funkcjonowania mézgowego CYP do opracowania

bardziej ukierunkowanej, skutecznej i bezpieczniejszej psychofarmakoterapii.

4.3.5. Podsumowanie

W cyklu 6 przedstawionych prac wchodzacych w sktad mojego dzieta habilitacyjnego zostat
opisany udzial mézgowego enzymu CYP2D w syntezie serotoniny za posrednictwem O-
demetylacji 5-metoksytryptaminy, ktora to reakcja stanowi alternatywng do glownej
(hydroksylacji tryptofanu) sciezkg¢ syntezy neuroprzekaznika. Po raz pierwszy wykazano
funkcjonowanie alternatywnej sciezki syntezy serotoniny, Katalizowanej przez CYP2D w
tkance mozgowej in Vvitro, a co najwazniejsze zademonstrowano metoda mikrodializy w
mozgu szczura, ze reakcja ta zachodzi in vivo. Lokalna alternatywna synteza
neuroprzekaznika moze mie¢ istotne znaczenie w mozgu, poniewaz serotonina nie przechodzi
przez barier¢ krew-mozg i nie moze by¢ dostarczana z zewnatrz. Co istotne, w badaniach in
vitro wykazano, ze ludzki CYP2D6, katalizujacy synteze serotoniny jest wielokrotnie bardziej
wydajny w tej reakcji niz szczurze enzymy CYP2D. Sugeruje to, ze ta alternatywna $ciezka
syntezy serotoniny moze mie¢ znacznie wigksze znaczenie w ludzkim mozgu, ale
potwierdzenie tych zalozen wymaga dalszych badan. Po raz pierwszy zademonstrowano
rébwniez drogg eksperymentalng, ze egzogenna melatonina podana dootrzewnowo, jako
posredni substrat ulegajacy deacetylacji do 5-metoksytryptaminy, wspomaga produkcje
serotoniny z 5-MT za pos$rednictwem CYP2D w mozgu in vivo. O-demetylacja 5-MT do
serotoniny ma istotne znaczenie dla utrzymania wlasciwego poziomu indoloamin, poniewaz

,,0szczedza” egzogenny uktad indolowy, umozliwiajac jego odtwarzanie wewnagtrz organizmu
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w zamknietym cyklu przemian (melatonina — 5-metoksytryptamina — serotonina — N-
acetyloserotonina — melatonina). Metabolizm egzogennej melatoniny do serotoniny moze
stanowi¢ dodatkowy komponent dziatania farmakologicznego melatoniny, oprécz jej profilu
receptorowego 1 wlasciwosci przeciwutleniajagcych. W kolejno opisanych badaniach,
obserwowano dzialanie enzymu CYP2D w warunkach chronicznego tagodnego stresu oraz
chronicznego podania lekow przeciwdepresyjnych escitalopramu lub wenlafaksyny w modelu
CMS. Wyniki tych badan pozwolily wzbogaci¢ wiedze¢ na temat mozgowego cytochromu
P450 o nowe istotne dane wskazujace, ze chroniczny tagodny stres nie wptywa na aktywnos$¢
CYP2D w watrobie, ale jednoczesnie stymuluje aktywnos¢ tego enzymu w hipokampie, co
moze stanowi¢ obronng odpowiedz mdzgu na stres. Ponadto, CMS wyzwalal pobudzajacy
wplyw lekéw przeciwdepresyjnych na enzym, ktore spowodowaty wzrost aktywnosci CYP2D
w korze frontalnej, podwzgorzu i mézdzku u zwierzat stresowanych. Aktywacja moézgowego
CYP2D przez escitalopram i wenlafaksyn¢ stanowi nowoodkryta sktadowa ich dziatania
farmakologicznego zawarta we wplywie na metabolizm substratéw endogennych
(neurosteroidy, neuroprzekazniki) tego enzymu w moézgu. W przeciwienstwie do mozgu,
metabolizm substratéw CYP2D w watrobie moze by¢ spowolniony w trakcie chronicznego
podawania escitalopramu lub wenlafaksyny, gdyz hamuje aktywno$¢ i zmniejsza poziom
biatka watrobowego enzymu bez wzglgdu na stres. Chroniczne podanie escitalopramu lub
wenlafaksyny, zastosowane w opisanych badaniach, uwidocznito mozliwo$¢ interakcji tych
lekéw przeciwdepresyjnych z innymi lekami, nieprzewidywalnych na podstawie rutynowych
badan in vitro, w ktorych obydwa leki sg stabymi bezposrednimi inhibitorami tego enzymu.
W ostatnich badaniach przeprowadzonych u samcow i samic szczura, PO raz pierwszy
zademonstrowano zmiany funkcjonowania enzymu CYP2D w roznych rejonach mozgu
podczas starzenia i w warunkach znacznego deficytu serotoniny. Warunki te istotnie
wptywaty na aktywnos$¢ i poziom biatka CYP2D u obu pici, chociaz w odmienny sposob.
Zmiany CYP2D zaobserwowane u samcOw mogg mie¢ pozytywne znaczenie dla syntezy
neuroprzekaznikow w strukturach mozgu zaangazowanych w funkcje poznawcze,
emocjonalne 1 motoryczne, ale jednocze$nie negatywny wpltyw na metabolizm lekow w
watrobie. Natomiast zmiany w aktywnosci i poziomie biatka CYP2D odnotowane u samic
moga niekorzystnie wptywac¢ na zdolnosci kompensacyjne CYP2D w syntezie serotoniny i
dopaminy w strukturach mézgu zaangazowanych w funkcje poznawcze i emocjonalne, ale z

drugiej strony sprzyjaja spowolnieniu metabolizmu neurosteroidow o dziataniu
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neuroprotekcyjnym. Opisane powyzej wyniki badan dostarczajg nowych danych
wskazujacych na zr6znicowanie piciowe regulacji CYP2D w mozgu.

Mozgowa serotonina jest zwigzana z patofizjologia wielu schorzen psychicznych
(depresji, Igku, schizofrenii), jak rowniez z mechanizmem dziatania lekow psychotropowych
(przeciwdepresyjnych, przeciwlekowych, przeciwpsychotycznych). Dlatego badania zawarte
w moim osiagni¢ciu naukowym, poczatkowo skupione byty na potencjalnych zdolnosciach
mozgowego CYP2D do katalizowania alternatywnej $ciezki syntezy serotoniny in vivo w
mozgu, ktore zostaly wykazane eksperymentalnie. Nastepnie badania rozwingly sie w
kierunku obserwacji zachowania enzymu CYP2D w r6znych warunkach in vivo, ktore mogty
potwierdzi¢ jego znaczenie w endogennym metabolizmie moézgu. Na podstawie
eksperymentalnych obserwacji ekspresji i aktywnosci tego enzymu w réznych stanach
patologicznych (chroniczny lagodny stres, deficyt serotoniny w mozgu) i w szczegdlnym
stanie fizjologicznym jakim jest starzenie organizmu wykazatam, ze odgrywa on istotng role
w fizjologii mozgu. Jednoczesnie, moézgowy CYP2D czgs¢ swojej aktywnosci pos§wigca na
lokalny metabolizm lekéw dzialajacych w o$rodkowym uktadzie nerwowym, dzigki czemu
moze modyfikowac ich efekty terapeutyczne. Zatem enzym ten moze stanowi¢ nowy punkt
uchwytu dziatania lekow psychotropowych, ktore oprocz profilu receptorowego mogg dziataé
poprzez wplyw na metabolizm endogenny moézgu. Wyniki badan stanowigcych podstawe
mojego osiggnigcia naukowego otwierajg perspektywe dla opracowania nowych lekow
modulujacych produkcj¢ neuroprzekaznikéw poprzez wptyw na enzym CYP2D, katalizujacy
alternatywne $ciezki syntezy serotoniny i dopaminy, wspomagajacych farmakoterapie chorob
psychicznych i neurodegeneracyjnych.

4.3.6. Wykaz stosowanych skrotow

CMS — (z ang. chronic mild stress) chroniczny tagodny stres

CYP — cytochrom P450

DHEA — dehydroepiandrosteron

5,7-DHT - 5,7- dihydroksytryptaminy

5-HIAA — kwas 5-hydroksyindolooctowego

5-Ht — 5-hydroksytryptamina, serotonina

MAOQO - (z ang. monoamine oxidase) oksydaza monoaminowa

MD - (z ang. early-life maternal deprivation) modelu pozbawienia matki we wczesnym

okresie zycia
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5-Mt — 5-metoksytryptamina
MPTP — 1-metyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropirydyny
PCPA — p-chlorofenyloalanina, inhibitor hydroksylazy tryptofanu
PPAR - (z ang. peroxisome proliferator-activated receptor) receptor aktywowany przez
proliferatory peroksysomow
RS - (z ang. repeated restraint stress), model wielokrotnego stresu unieruchomienia
Tg-2D6 — model transgenicznych myszy z nadekspresja ludzkiego enzymu CYP2D6
TPH2 — hydroksylaza tryptofanu 2
WT — (z ang. wild type) dziki typ

4.3.7. PiSmiennictwo

Acuna-Castroviejo D, Escames G, Venegas C, Diaz-Casado ME, Lima-Cabello E, Lopez LC,
Rosales-Corral S, Tan D-X, Reiter RJ. 2014. Extrapineal melatonin: sources, regulation, and potential
functions. Cell Mol Life Sci. 71(16):2997-3025. https://doi.org/10.1007/s00018-014-1579-2

Alex KD, Pehek EA. 2007. Pharmacologic mechanisms of serotonergic regulation of dopamine
neurotransmission. Pharmacol Ther. 113(2):296-320.
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2006.08.004

Arivazhagan P, Panneerselvam C. 2002. Neurochemical changes related to ageing in the rat brain
and the effect of DL-alpha-lipoic acid. Exp  Gerontol.  37(12):1489-1494.
https://doi.org/10.1016/s0531-5565(02)00122-5

Asai Y, Tanaka H, Nadai M, Katoh M. 2018. Status Epilepticus Decreases Brain Cytochrome P450
2D4 Expression in Rats. J Pharm Sci. 107(4):975-978. https://doi.org/10.1016/j.xphs.2017.11.010

Ball SE, Ahern D, Scatina J, Kao J. 1997. Venlafaxine: in vitro inhibition of CYP2D6 dependent
imipramine and desipramine metabolism; comparative studies with selected SSRIs, and effects on
human hepatic CYP3A4, CYP2C9 and CYP1A2. Br J Clin Pharmacol. 43(6):619-626.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2125.1997.00591.x

Barnes NM, Sharp T. 1999. A review of central 5-HT receptors and their function.
Neuropharmacology. 38(8):1083-1152. https://doi.org/10.1016/s0028-3908(99)00010-6

Baum LO, Strobel HW. 1997. Regulation of expression of cytochrome P-450 2D mRNA in rat
brain with steroid hormones. Brain Res. 765(1):67—73. https://doi.org/10.1016/s0006-8993(97)00428-
9

Beck O, Jonsson G. 1981. In vivo formation of 5-methoxytryptamine from melatonin in rat. J
Neurochem. 36(6):2013-2018. https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.1981.th10827.x

Bekris S, Antoniou K, Daskas S, Papadopoulou-Daifoti Z. 2005. Behavioural and neurochemical
effects induced by chronic mild stress applied to two different rat strains. Behav Brain Res. 161(1):45-
59. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2005.01.005

Bergh AF, Strobel HW. 1996. Anatomical distribution of NADPH-cytochrome P450 reductase and
cytochrome P4502D forms in rat brain: effects of xenobiotics and sex steroids. Mol Cell Biochem.
162(1):31-41. https://doi.org/10.1007/BF00250993

Bertilsson L, Alm C, De Las Carreras C, Widen J, Edman G, Schalling D. 1989. Debrisoquine
hydroxylation polymorphism and personality. Lancet. 1(8637):555. https://doi.org/10.1016/s0140-
6736(89)90094-9

33



Dr n. med. Anna Haduch

Zakacznik nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

Bockaert J, Claeysen S, Compan V, Dumuis A. 2004. 5-HT4 receptors. Curr Drug Targets CNS
Neurol Disord. 3(1):39-51. https://doi.org/10.2174/1568007043482615

Bromek E, Haduch A, Daniel WA. 2010. The ability of cytochrome P450 2D isoforms to
synthesize dopamine in the brain: An in vitro study. Eur J Pharmacol. 626(2-3):171-178.
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2009.09.062

Bromek E, Haduch A, Gotembiowska K, Daniel WA. 2011. Cytochrome P450 mediates dopamine
formation in the brain in vivo. J Neurochem. 118(5):806-815. https://doi.org/10.1111/j.1471-
4159.2011.07339.x

Carlsson M, Carlsson A. 1988a. A regional study of sex differences in rat brain serotonin. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 12(1):53-61. https://doi.org/10.1016/0278-5846(88)90061-9

Carlsson M, Carlsson A. 1988b. In vivo evidence for a greater brain tryptophan hydroxylase
capacity in female than in male rats. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 338(4):345-349.
https://doi.org/10.1007/BF00172108

Chen Y, Xu H, Zhu M, Liu K, Lin B, Luo R, Chen C, Li M. 2017. Stress inhibits tryptophan
hydroxylase expression in a rat model of depression. Oncotarget. 8(38):63247-63257.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.18780

Cheng J, Zhen Y, Miksys S, Beyoglu D, Krausz KW, Tyndale RF, Yu A, Idle JR, Gonzalez FJ.
2013. Potential role of CYP2D6 in the central nervous system. Xenobiotica. 43(11):973-984.
https://doi.org/10.3109/00498254.2013.791410

Dalton EJ, Rotondi D, Levitan RD, Kennedy SH, Brown GM. 2000. Use of slow-release melatonin
in treatment-resistant depression. J Psychiatry Neurosci. 25(1):48-52.

Daskalopoulos EP, Malliou F, Rentesi G, Marselos M, Lang MA, Konstandi M. 2012. Stress is a
critical player in CYP3A, CYP2C, and CYP2D regulation: role of adrenergic receptor signaling
pathways. Am J Physiol Endocrinol Metab. 303(1):E40-54.
https://doi.org/10.1152/ajpendo.00545.2011

Di Giovanni G, Di Matteo V, Pierucci M, Esposito E. 2008. Serotonin-dopamine interaction:
electrophysiological evidence. Prog Brain Res. 172:45-71. https://doi.org/10.1016/S0079-
6123(08)00903-5

Diaz-Mataix L, Scorza MC, Bortolozzi A, Toth M, Celada P, Artigas F. 2005. Involvement of 5-
HT1A receptors in prefrontal cortex in the modulation of dopaminergic activity: role in atypical
antipsychotic action. J Neurosci. 25(47):10831-10843. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.2999-
05.2005

Esposito E. 2006. Serotonin-dopamine interaction as a focus of novel antidepressant drugs. Curr
Drug Targets. 7(2):177-185. https://doi.org/10.2174/138945006775515455

Fujita S, Chiba M, Ohta M, Kitani K, Suzuki T. 1990. Alteration of plasma sex hormone levels
associated with old age and its effect on hepatic drug metabolism in rats. J Pharmacol Exp Ther.
253(1):369-374.

Funae Y, Kishimoto W, Cho T, Niwa T, Hiroi T. 2003. CYP2D in the brain. Drug Metab
Pharmacokinet. 18(6):337—-349. https://doi.org/10.2133/dmpk.18.337

Gaedigk A, Sangkuhl K, Whirl-Carrillo M, Klein T, Leeder JS. 2017. Prediction of CYP2D6
phenotype  from genotype across world populations. Genet Med. 19(1):69-76.
https://doi.org/10.1038/gim.2016.80

Gjota-Ergin S, Gokgek-Sarag C, Adali O, Jakubowska-Dogru E. 2018. Relationship between the
hippocampal expression of selected cytochrome P450 isoforms and the animal performance in the
hippocampus-dependent learning task. Neurosci Lett. 673:104-110.
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2018.02.059

34



Dr n. med. Anna Haduch

Zakacznik nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

Gonzalez I, Pefias-Lleddé EM, Pérez B, Dorado P, Alvarez M, LLerena A. 2008. Relation between
CYP2D6 phenotype and genotype and personality in healthy volunteers. Pharmacogenomics.
9(7):833-840. https://doi.org/10.2217/14622416.9.7.833

Green AR, Hughes JP, Tordoff AF. 1975. The concentration of 5-methoxytryptamine in rat brain
and its effects on behaviour following its peripheral injection. Neuropharmacology. 14(8):601-606.
https://doi.org/10.1016/0028-3908(75)90127-6

Haduch A, Bromek E, Daniel WA. 2011. The effect of psychotropic drugs on cytochrome P450 2D
(CYP2D) in rat brain. Eur J Pharmacol. 651(1-3):51-58. https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2010.10.077

Hardeland R. 2010. Melatonin metabolism in the central nervous system. Curr Neuropharmacol.
8(3):168-181. https://doi.org/10.2174/157015910792246244

Hiroi T, Imaoka S, Funae Y. 1998. Dopamine formation from tyramine by CYP2D6. Biochem
Biophys Res Commun. 249(3):838-843. https://doi.org/10.1006/bbrc.1998.9232

Kaplan K, Echert AE, Massat B, Puissant MM, Palygin O, Geurts AM, Hodges MR. 2016. Chronic
central serotonin depletion attenuates ventilation and body temperature in young but not adult Tph2
knockout rats. J Appl Physiol (1985). 120(9):1070-1081.
https://doi.org/10.1152/japplphysiol.01015.2015

Kawashima H, Sequeira DJ, Nelson DR, Strobel HW. 1996. Genomic cloning and protein
expression of a novel rat brain cytochrome P-450 CYP2D18* catalyzing imipramine N-demethylation.
J Biol Chem. 271(45):28176-28180. https://doi.org/10.1074/jbc.271.45.28176

Kishimoto W, Hiroi T, Shiraishi M, Osada M, Imaoka S, Kominami S, Igarashi T, Funae Y. 2004.
Cytochrome P450 2D catalyze steroid 21-hydroxylation in the brain. Endocrinology. 145(2):699-705.
https://doi.org/10.1210/en.2003-1109

Kot M, Haduch A, Papp M, Daniel WA. 2017. The Effect of Chronic Treatment with Lurasidone
on Rat Liver Cytochrome P450 Expression and Activity in the Chronic Mild Stress Model of
Depression. Drug Metab Dispos. 45(12):1336-1344. https://doi.org/10.1124/dmd.117.077826

Kuban W, Daniel WA. 2021. Cytochrome P450 expression and regulation in the brain. Drug Metab
Rev. 53(1):1-29. https://doi.org/10.1080/03602532.2020.1858856

Li J, Xie M, Wang X, Ouyang X, Wan Y, Dong G, Yang Z, Yang J, Yue J. 2015. Sex hormones
regulate cerebral drug metabolism via brain miRNAs: down-regulation of brain CYP2D by androgens
reduces the analgesic effects of tramadol. Br J Pharmacol. 172(19):4639-4654.
https://doi.org/10.1111/bph.13206

Ma X, Idle JR, Krausz KW, Gonzalez FJ. 2005. Metabolism of melatonin by human cytochromes
p450. Drug Metab Dispos. 33(4):489-494. https://doi.org/10.1124/dmd.104.002410

Malikovi¢ J, Feyissa DD, Kalaba P, Marouf BS, Hoger H, Hartmann MF, Wudy SA, Schuler G,
Lubec G, Aradska J, Korz V. 2019. Age and cognitive status dependent differences in blood steroid
and thyroid hormone concentrations in intact male rats. Behav Brain Funct. 15(1):10.
https://doi.org/10.1186/512993-019-0161-3

Mann A, Miksys SL, Gaedigk A, Kish SJ, Mash DC, Tyndale RF. 2012. The neuroprotective
enzyme CYP2D6 increases in the brain with age and is lower in Parkinson’s disease patients.
Neurobiol Aging. 33(9):2160-2171. https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2011.08.014

McMillan DM, Tyndale RF. 2015. Nicotine Increases Codeine Analgesia Through the Induction of
Brain CYP2D and Central Activation of Codeine to Morphine. Neuropsychopharmacology.
40(7):1804-1812. https://doi.org/10.1038/npp.2015.32

Meinhardt UJ, Ho KKY. 2006. Modulation of growth hormone action by sex steroids. Clin
Endocrinol (Oxf). 65(4):413-422. https://doi.org/10.1111/j.1365-2265.2006.02676.x

35



Dr n. med. Anna Haduch

Zakacznik nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

Miksys Sharon, Hoffmann E, Tyndale RF. 2000a. Regional and cellular induction of nicotine-
metabolizing CYP2B1 in rat brain by chronic nicotine treatment. Biochemical Pharmacology.
59(12):1501-1511. https://doi.org/10.1016/S0006-2952(00)00281-1

Miksys S, Rao Y, Hoffmann E, Mash DC, Tyndale RF. 2002. Regional and cellular expression of
CYP2D6 in human brain: higher levels in alcoholics. J Neurochem. 82(6):1376-1387.
https://doi.org/10.1046/j.1471-4159.2002.01069.x

Miksys S., Rao Y, Sellers EM, Kwan M, Mendis D, Tyndale RF. 2000b. Regional and cellular
distribution of CYP2D subfamily members in rat brain. Xenobiotica. 30(6):547-564.
https://doi.org/10.1080/004982500406390

Miksys S, Tyndale RF. 2004. The unique regulation of brain cytochrome P450 2 (CYP2) family
enzymes by drugs and genetics. Drug Metab Rev. 36(2):313-333. https://doi.org/10.1081/dmr-
120034149

Miksys S, Tyndale RF. 2013. Cytochrome P450-mediated drug metabolism in the brain. J
Psychiatry Neurosci. 38(3):152-163. https://doi.org/10.1503/jpn.120133

von Moltke LL, Greenblatt DJ, Giancarlo GM, Granda BW, Harmatz JS, Shader RI. 2001.
Escitalopram (S-citalopram) and its metabolites in vitro: cytochromes mediating biotransformation,
inhibitory effects, and comparison to R-citalopram. Drug Metab Dispos. 29(8):1102-1109.

Navailles S, De Deurwaerdére P. 2011. Presynaptic control of serotonin on striatal dopamine
function. Psychopharmacology (Berl). 213(2-3):213-242. https://doi.org/10.1007/s00213-010-2029-y

Navarro-Mabarak C, Camacho-Carranza R, Espinosa-Aguirre JJ. 2018. Cytochrome P450 in the
central nervous system as a therapeutic target in neurodegenerative diseases. Drug Metab Rev.
50(2):95-108. https://doi.org/10.1080/03602532.2018.1439502

Parkinson A, Mudra DR, Johnson C, Dwyer A, Carroll KM. 2004. The effects of gender, age,
ethnicity, and liver cirrhosis on cytochrome P450 enzyme activity in human liver microsomes and
inducibility in cultured human hepatocytes. Toxicol Appl Pharmacol. 199(3):193-209.
https://doi.org/10.1016/j.taap.2004.01.010

Patel S, Dulluc J, Geffard M. 1986. Comparison of serotonin and 5-methoxytryptamine
immunoreactivity in rat raphe nuclei. Histochemistry. 85(3):259-263.
https://doi.org/10.1007/BF00494813

Renton KW, Nicholson TE. 2000. Hepatic and central nervous system cytochrome P450 are down-
regulated during lipopolysaccharide-evoked localized inflammation in brain. J Pharmacol Exp Ther.
294(2):524-530.

Rogawski MA, Roth RH, Aghajanian GK. 1979. Melatonin: deacetylation to 5-methoxytryptamine
by liver but not Dbrain aryl acylamidase. J  Neurochem.  32(4):1219-1226.
https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.1979.tb11049.x

Salmin SF, Giroux M-C, Vachon P, Beaudry F. 2017. In vitro metabolism of specific CYP2D and
CYP3A opioid substrates using rat liver S9 fractions and mass spectrometry reveal a severe metabolic
impairment with increasing age. Biomed Chromatogr. 31(2). https://doi.org/10.1002/bmc.3786

Satoh A, Imai S-1, Guarente L. 2017. The brain, sirtuins, and ageing. Nat Rev Neurosci. 18(6):362—
374. https://doi.org/10.1038/nrn.2017.42

Schulz-Utermoehl T, Bennett AJ, Ellis SW, Tucker GT, Boobis AR, Edwards RJ. 1999.
Polymorphic debrisoquine 4-hydroxylase activity in the rat is due to differences in CYP2D2
expression. Pharmacogenetics. 9(3):357-366. https://doi.org/10.1097/00008571-199906000-00011

Schwartz JB. 2007. The Current State of Knowledge on Age, Sex, and Their Interactions on
Clinical Pharmacology. Clinical Pharmacology & Therapeutics. 82(1):87-96.
https://doi.org/10.1038/sj.clpt.6100226

36



Dr n. med. Anna Haduch

Zakacznik nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

Shamir E, Laudon M, Barak Y, Anis Y, Rotenberg V, Elizur A, Zisapel N. 2000. Melatonin
improves sleep quality of patients with chronic schizophrenia. J Clin Psychiatry. 61(5):373-377.
https://doi.org/10.4088/jcp.v61n0509

Singh M, Jadhav HR. 2014. Melatonin: functions and ligands. Drug Discov Today. 19(9):1410—
1418. https://doi.org/10.1016/j.drudis.2014.04.014

Thompson CM, Capdevila JH, Strobel HW. 2000. Recombinant cytochrome P450 2D18
metabolism of dopamine and arachidonic acid. J Pharmacol Exp Ther. 294(3):1120-1130.

Toselli F, Dodd PR, Gillam EMJ. 2016. Emerging roles for brain drug-metabolizing cytochrome
P450 enzymes in neuropsychiatric conditions and responses to drugs. Drug Metab Rev. 48(3):379—
404. https://doi.org/10.1080/03602532.2016.1221960

Valle A, Santandreu FM, Garcia-Palmer FJ, Roca P, Oliver J. 2008. The serum levels of 17beta-
estradiol, progesterone and triiodothyronine correlate with brown adipose tissue thermogenic
parameters during aging. Cell Physiol Biochem. 22(1-4):337-346. https://doi.org/10.1159/000149812

Venegas C, Garcia JA, Escames G, Ortiz F, Lopez A, Doerrier C, Garcia-Corzo L, Lopez LC,
Reiter RJ, Acufa-Castroviejo D. 2012. Extrapineal melatonin: analysis of its subcellular distribution
and daily fluctuations. J Pineal Res. 52(2):217-227. https://doi.org/10.1111/j.1600-
079X.2011.00931.x

Wauthier V, Verbeeck RK, Calderon PB. 2007. The effect of ageing on cytochrome p450 enzymes:
consequences for drug biotransformation in the elderly. Curr Med Chem. 14(7):745-757.
https://doi.org/10.2174/092986707780090981

Willner P. 2017. The chronic mild stress (CMS) model of depression: History, evaluation and
usage. Neurobiol Stress. 6:78-93. https://doi.org/10.1016/j.ynstr.2016.08.002

Xu S-F, Hu A-L, Xie L, Liu J-J, Wu Q, Liu J. 2019. Age-associated changes of cytochrome P450
and related phase-2 gene/proteins in livers of rats. PeerJ. 7:€7429. https://doi.org/10.7717/peerj.7429

Yu A-M, Idle JR, Byrd LG, Krausz KW, Kiipfer A, Gonzalez FJ. 2003. Regeneration of serotonin
from 5-methoxytryptamine by polymorphic human CYP2D6. Pharmacogenetics. 13(3):173-181.
https://doi.org/10.1097/01.fpc.0000054066.98065.7h

Yue J, Miksys S, Hoffmann E, Tyndale RF. 2008. Chronic nicotine treatment induces rat CYP2D
in the brain but not in the liver: an investigation of induction and time course. J Psychiatry Neurosci.
33(1):54-63.

Zhang F, LiJ, Na S, Wu J, Yang Z, Xie X, Wan Y, Li K, Yue J. 2018. The Involvement of PPARs
in the Selective Regulation of Brain CYP2D by Growth Hormone. Neuroscience. 379:115-125.
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2018.03.009

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoS$cia naukowa realizowana w wiecej niz

jednej uczelni, instytucji naukowej, w szczegolnosci zagranicznej.

5.1. Aktywnos¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

W 1995 roku po ukonczeniu studidéw na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellonskiego 1 uzyskaniu stopnia magistra biologii rozpoczg¢tam prace w Zakladzie
Farmakokinetyki 1 Metabolizmu Lekow w Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie. Jako
pracownik zdobywajacy doswiadczenie w nowych metodach i tematyce badan, zostalam

zaangazowana w realizacj¢ grantu finansowanego przez Komitet Badan Naukowych nr 4
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PO5F 012 08 (1995-1997), pt. ,Interakcje w klinicznych kombinacjach lekow
psychotropowych. Farmakokinetyka neuroleptykow pochodnych fenotiazyny podczas
jednoczesnego podawania lekow przeciwdepresyjnych lub karbamazepiny” pod
kierownictwem prof. dr hab. Wiadystawy A. Daniel. W badaniach tych stwierdzono
wzajemny wpltyw hamujacy lekow przeciwdepresyjnych 1 neuroleptycznych na ich
metabolizm, co ma znamienny wplyw na ich st¢zenia we krwi i mozgu. Uzyskane wyniki
badan majg istotne znaczenie dla zapewnienia wlasciwego, bezpiecznego taczenia i
dawkowania wymienionych lekow w ztozonych Iub lekoopornych schorzeniach
psychicznych. Ponadto zidentyfikowano enzymy cytochromu P450 biorgce udzial w
metabolizmie oksydacyjnym neuroleptykéw pochodnych fenotiazyny u szczura. Uzyskane
dane wskazuja na istotny wplyw lancucha bocznego oraz podstawnika w pier§cieniu
aromatycznym fenotiazyn na preferencj¢ zaangazowania poszczegdlnych enzymoéow w N-
demetylacje i sulfoksydacj¢ badanych lekow. Powyzsze wyniki badan majg zastosowanie dla
przewidywania farmakokinetyki fenotiazyn w zaleznosci od funkcjonalnego stanu
cytochromu P450, a takze interakcji metabolicznych pomiedzy neuroleptykami a innymi
lekami. Wyniki tych badan zostaly opisane w cyklu 8 publikacji, ktoérych zostatam
wspotautorem dzigki swojemu zaangazowaniu:

» Daniel WA, Syrek M, Mach A, Wojcikowski J, Boksa J. 1997. Pharmacokinetics of
thioridazine and its metabolites in blood plasma and the brain of rats after acute and
chronic treatment. Pol J Pharmacol. 49(6):439-452.

» Daniel WA, Syrek M, Haduch A, Wogjcikowski J. 1998. Pharmacokinetics of
phenothiazine neuroleptics after chronic coadministration of carbamazepine. Pol J
Pharmacol. 50(6):431-442.

+ Daniel WA, Syrek M, Haduch A. 1999. Effects of selective cytochrome P-450 inhibitors
on the metabolism of thioridazine. In vitro studies. Pol J Pharmacol. 51(5):435-442.

» Daniel WA, Syrek M, Haduch A, Wojcikowski J. 1999. The influence of selective
serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) on the pharmacokinetics of thioridazine and its
metabolites: in vivo and in vitro studies. Exp Toxicol Pathol. 51(4-5):309-314.

» Daniel WA, Syrek M, Haduch A, Wojcikowski J. 2000a. Different effects of
amitriptyline and imipramine on the pharmacokinetics and metabolism of perazine in rats.
J Pharm Pharmacol. 52(12):1473-1481. https://doi.org/10.1211/0022357001777685

» Daniel WA, Syrek M, Haduch A, Wojcikowski J. 2000b. Pharmacokinetics and
metabolism of thioridazine during co-administration of tricyclic antidepressants. Br J
Pharmacol. 131(2):287-295.

« Daniel WA, Syrek M, Haduch A, Wojcikowski J. 2001. The effect of selective serotonin
reuptake inhibitors (SSRIs) on the pharmacokinetics and metabolism of perazine in the
rat. J Pharm Pharmacol. 53(4):449-461.
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» Daniel W. A., Syrek M, Haduch A. 2002. The contribution of cytochrome P-450
isoenzymes  to  the  metabolism  of  phenothiazine  neuroleptics.  Eur
Neuropsychopharmacol. 12(5):371-377.

Zespol, w ktorym pracowatam otrzymat w 1998 Nagrod¢ Polskiego Towarzystwa
Farmakologicznego za wyr6zniajgce si¢ prace opublikowane w Polish Journal of
Pharmacology w 1997 r. Z kolei praca z 2000 r. opublikowana w British Journal of
Pharmacology zostala wyr6zniona przez Dyrektora Instytutu Farmakologii PAN nagroda za
najlepsza prace opublikowang w 2000 r. Ponadto, w 2001 r. otrzymatam Nagrode Zespotowa
Wydzialu Nauk Medycznych PAN, jako wspotautor cyklu prac pt. ,Interakcje
farmakokinetyczne pomig¢dzy lekami przeciwdepresyjnymi i neuroleptycznymi”.

W ramach poszerzania swoich umiej¢tnosci i wiedzy w zakresie farmakokinetyki i
metabolizmu lekéw uczestniczytam w réznych szkoleniach. Byl to, m.in. kurs pt. ,,Principles
of pharmacokinetic/pharmacodynamic modeling’’, zorganizowany przez Collegium Medicum
UJ w Krakowie Zaktad Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej w czerwcu 1998r., a
prowadzony przez prof. William J. Jusko (University at Bufallo, School of Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences). W Hiszpanii przebywatlam na szkoleniu naukowym Drug
Metabolism Workshop, zorganizowanym przez European Society of Biochemical
Pharmacology (Walencja, czerwiec 2002).

W tym okresie, w ramach wspolpracy z Zakladem Neuropsychofarmakologii oraz
Zaktadem Chemii Lekéw IF PAN w Krakowie, uczestniczylam w badaniach na temat
akumulacji 1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny (TIQ) w moézgu, substancji podejrzewanej o
wywotywanie Parkinsonizmu u ludzi. Wykazano, ze transportery OCT (organic cation
transporter), a zwtaszcza OCT3, biorg udziat w procesie dystrybucji TIQ z krwi do mozgu,
natomiast glikoproteina P jest zaangazowana w usuwaniu TIQ z mdzgu na zewnatrz przez
barier¢ krew/moézg. Zatem defekty genetyczne wymienionych transporterdéw moga
powodowaé gromadzenie si¢ TIQ i innych podobnych zwigzkéw w mozgu, prowadzac do
neurodegeneracji. Wykonatam eksperymenty in vitro oraz ex vivo w celu okreslenia wptywu
TIQ na aktywno$¢ CYP2D w watrobie szczura. Hamowanie 4-hydroksylacji TIQ,
katalizowanej przez CYP2D w watrobie, nie mialo wptywu na akumulacj¢ TIQ w mozgu.
Wysokie stezenie TIQ w substancji czarnej indukowato aktywno$¢ CYP2D w tej strukturze,
ale hamowato aktywnos¢ CYP2D w watrobie. Wyniki tych badan zostaly przedstawione w 1
publikacji:
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* Lorenc-Koci E, Wojcikowski J, Kot M, Haduch A, Boksa J, Daniel WA. 2004.
Disposition of 1,2,3,4,-tetrahydroisoquinoline in the brain of male Wistar and Dark
Agouti rats. Brain Res. 996(2):168-179.

W 2004 r. w ramach wspoétpracy miedzynarodowej z Wegierska Akademia Nauk odbylam
szkolenie naukowe w Budapeszcie na zaproszenie prof. Laszlo Vereczkey. Byt to Practical
Course on “The Use of Primary Hepatocytes in the Study of the effects of Xenobiotics”
zorganizowany przez Center of Excellence “Biomolecular Chemistry”, Chemical Research
Center, Hungarian Academy of Sciences. W czasie szkolenia nauczytam si¢ nowej metody
pozyskiwania i hodowli hepatocytow, stuzacych jako model komérkowy do badania udziatu
ksenobiotykow w tym lekow na regulacje ekspresji cytochromu P450 w watrobie. Podczas
cyklu wyktadow, jakie odbyly si¢ w trakcie szkolenia, miatam okazj¢ poszerzy¢ swoja wiedze
o najnowsze odkrycia w temacie udziatu receptoréw jadrowych w regulacji cytochromu P450,
co pozwolito mi w nowym $§wietle spojrze¢ na badany przeze mnie do tej pory enzym i
wykorzysta¢ ja w dalszej pracy naukowe;.

Kolejnym projektem badawczym, w ktorym aktywnie uczestniczytam jako gléwny
wykonawca, byt grant sfinansowany przez Komitet Badan Naukowych, nr 4 POSF 010 15
(1998 — 2001) pt. ,,Wptyw pojedynczych i chronicznych podan lekow psychotropowych na
ekspresje 1 aktywnos$¢ enzymow cytochromu P-450 w watrobie”, pod kierownictwem prof. dr
hab. Wladystawy A. Daniel. Znaczna cz¢s¢ wynikow badan uzyskanych w ramach realizacji
tego projektu zostata zawarta w mojej pracy doktorskiej pt.: ,,Wplyw lekow psychotropowych
na aktywno$¢ enzyméw rodziny drugiej i trzeciej cytochromu P450”. Wyniki tych badan
prezentowalam osobiscie na kilku krajowych i migdzynarodowych konferencjach:

» Haduch A., Wojcikowski J., Daniel W.A.: Complex interactions of antidepressant drugs
with cytochrome P-450 in the rat liver. XIth Days of Neuropsychopharmacology, 27-29
May 2002, Ustron-Jaszowiec, Poland. Pol. J. Pharmacol.., 2002, 54, 1809.

* Haduch A., Wojcikowski J., Daniel W.A.: Interactions of antidepressant drugs with
cytochrome P-450 2D subfamily (CYP2D) in the rat. In vitro studies. 18th European
Workshop on Drug Metabolism, 16-20 September 2002, Valencia, Spain

» Haduch A., Wojcikowski J., Daniel W.A.: Effect of antidepressant drugs on cytochrome
P-450 2D (CYP2D) and 3A (CYP3A) in rats. The Twelfth Days of
Neuropsychopharmacology, Ustron-Jaszowiec, May 28-30, 2003. Pol. J. Pharmacol.,
2003, 55, 300.

» Haduch A., Daniel W.A.: The effects of chronic treatment with antidepressant drugs on
the level and activity of CYP2C6, CYP2C11 and CYP3AL/2 in the rat liver. 13th
International Conference on Cytochromes P450. Biochemistry, Biophysics and Drug
Metabolism. June 29- July 3, 2003, Prague, Czech Republic. Chemicke Listy (Symposia),
2003, 97, 175.
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« Haduch A., Daniel W.A.: The complex effects of neuroleptics on the level and activity of
CYP2C6, CYP2C11 and CYP3AL/2 in the rat liver. The 15th International Symposium
on Microsomes and Drug Oxidations: Chemical Biology in the Postgenomic Era. New
Approaches and Applications. Mainz, Germany, July 4-9, 2004. Abstracts, 151-152.

* Haduch A., Wojcikowski J., Danicl W.A.: Wplyw lekow przeciwdepresyjnych na
aktywno$¢ 1 ekspresje izoenzymow podrodziny drugiej i trzeciej cytochromu P450 w
watrobie 1 mozgu szczura. Ogoélnopolska Konferencja Naukowa ,,Metabolizm Lekéw 1
Ksenobiotykoéw”, Ustron, 5-7.09 2004. Streszczenia, 13-14.

W tym okresie dwukrotnie zdobytam Stypendium Konferencyjne Komisji Europejskiej na
udziat w 13" International Conference on Cytochrome P450 (Prague, Czech Republik, 29.06.-
03.07.2003) oraz w 15" International Symposium on Microsomes and Drug Oxydations:
Chemical Biology in the Postgenomic Era, New Approaches and Applications. (Mainz,
Germany, 04-09.07.2004).

Rezultaty badan uzyskanych w wyniku realizacji powyzszego projektu zostaty opublikowane
z moim udziatem, z czego przed uzyskaniem stopnia doktora ukazala si¢ drukiem 1
publikacja, a po uzyskaniu stopnia doktora 11 prac oryginalnych (wymienione w kolejnym
punkcie 5.2):

* Daniel Wiadystawa A., Haduch A, Wojcikowski J. 2002. Inhibition and possible
induction of rat CYP2D after short- and long-term treatment with antidepressants. J
Pharm Pharmacol. 54(11):1545-1552.

Prace doktorska obronitam w 2004 r. w Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie. W
badaniach  dotyczacych pracy doktorskiej stwierdzitam ztozony wplyw lekow
psychotropowych o roéznej strukturze chemicznej i mechanizmie dziatania farmakologicznego
na ekspresj¢ 1 aktywnos$¢ enzymow cytochromu P450, nalezacych do rodziny CYP2 1 CYP3 u
szczura, podczas chronicznego podawania lekéw. Wykazalam, Ze leki psychotropowe moga
wplywa¢ na aktywnos$¢ cytochromu P450 na drodze interakcji bezposredniej z enzymem
(wigzanie) oraz posrednio — poprzez inaktywujace dziatanie reaktywnych metabolitow lub
wplyw na regulacj¢ ekspresji enzymu. Finalny efekt wptywu leku na aktywno$¢ cytochromu
P450 in vivo zalezy od rodzaju enzymu CYP i leku, czasu jego podawania oraz aktualnego
stezenia w otoczeniu enzymu. Uzyskane wyniki badan maja istotne znaczenie dla
przewidywania wplywu lekéw psychotropowych na metabolizm substancji endo- |
egzogennych podczas dlugotrwalej terapii schorzen psychicznych.

Bratam takze udziat w badaniach prowadzonych w ramach dzialalno$ci statutowej Zakladu
Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekéw w Instytucie Farmakologii PAN, a efektem tej pracy
byta 1 publikacja:
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» Haduch A, Wojcikowski J, Daniel WA. 2004. Effects of chronic treatment with classic
and newer antidepressants and neuroleptics on the activity and level of CYP2D in the rat
brain. Pol J Pharmacol. 56(6):857-862.

Zapoczatkowala ona moje zainteresowanie mézgowym cytochromem P450.

Za catoksztalt dziatalnosci naukowej w roku 2004 otrzymatam Nagrode Fundacji im.

Jadwigi i Janusza Supniewskich, przyznang w 2005 r.

Podsumowanie dorobku naukowego przed otrzymaniem stopnia doktora:
Liczba oryginalnych publikacji: 11

Sumaryczny impact factor: 14,688

Laczna liczba punktéw MNiSW: 100

5.2. Aktywnos$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora zostalo opublikowanych 11 prac zawierajacych wyniki
badan, ktore stanowily podstawe mojej pracy doktorskiej:

+ Daniel WA, Haduch A, Wojcikowski J. 2005. Inhibition of rat liver CYP2D in vitro and
after 1-day and long-term exposure to neuroleptics in vivo-possible involvement of
different mechanisms. Eur Neuropsychopharmacol. 15(1):103-110.

» Haduch A, Ogorka T, Boksa J, Daniel WA. 2005. Interactions between neuroleptics and
CYP2C6 in rat liver--in vitro and ex vivo study. Pharmacol Rep. 57(6):872-877.

» Haduch A, Wojcikowski J, Daniel WA. 2005a. Direct effects of neuroleptics on the
activity of CYP2A in the liver of rats. Pharmacol Rep. 57(6):867-871.

» Haduch A, Wojcikowski J, Daniel WA. 2005b. Effect of short- and long-term treatment
with antidepressant drugs on the activity of rat CYP2A in the liver. Pharmacol Rep.
57(6):774-781.

+ Daniel WA, Haduch A, Syrek M, Boksa J. 2006. Direct and indirect interactions between

antidepressant drugs and CYP2C6 in the rat liver during long-term treatment. Eur
Neuropsychopharmacol. 16(8):580-587.

» Haduch A, Wojcikowski J, Daniel WA. 2006. The effect of tricyclic antidepressants,
selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) and newer antidepressant drugs on the
activity and level of rat CYP3A. Eur Neuropsychopharmacol. 16(3):178-186.

» Haduch A, Wojcikowski J, Daniel WA. 2007. The activity of cytochrome P450 CYP2B
in rat liver during neuroleptic treatment. Pharmacol Rep. 59(5):606—612.

» Haduch A, Wojcikowski J, Daniel WA. 2008. Effect of selected antidepressant drugs on
cytochrome P450 2B (CYP2B) in rat liver. An in vitro and in vivo study. Pharmacol Rep.
60(6):957-965.

» Haduch A, W¢jcikowski J, Daniel WA. 2011. Effect of neuroleptics on cytochrome P450
2C11 (CYP2C11) in rat liver. Pharmacol Rep. 63(6):1491-1499.
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» Wojcikowski J, Haduch A, Daniel WA. 2012. Effect of classic and atypical neuroleptics
on cytochrome P450 3A (CYP3A) in rat liver. Pharmacol Rep. 64(6):1411-1418.

» Wojcikowski J, Haduch A, Daniel WA. 2013. Effect of antidepressant drugs on
cytochrome P450 2C11 (CYP2C11) in rat liver. Pharmacol Rep. 65(5):1247-1255.

W 2009 r. wraz z Zespotem, z ktérym wspotpracowatam zostatam uhonorowana Nagroda
Zespotowa Sekretarza Wydzialu Nauk Medycznych PAN, za cykl prac ,,Mechanizmy
oddziatywania pomigdzy lekami psychotropowymi i cytochromem P450” (Warszawa, 29
pazdziernika 2009).

W okresie po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam wspotprace miedzynarodows z
prof. Laszlo Vereczkey, u ktorego wczesniej bylam na szkoleniu naukowym, a wyniki
wspolnych badan na temat wptywu lekow przeciwdepresyjnych na aktywnos$¢ watrobowego

cytochromu P450 zostaty opublikowane w 1 pracy oryginalne;j:

» Haduch Anna, Bromek E, Kot M, Jemnitz K, Veres Z, Vereczkey L, Daniel WA. 2006.
Effect of mirtazapine on the CYP2D activity in the primary culture of rat hepatocytes.
Pharmacol Rep. 58(6):979-984.

W 2005 r. uzyskatam finansowanie z Ministerstwa Edukacji i Nauki dla opracowanego
przeze mnie wlasnego projektu badan, pt. ,,Wplyw wybranych lekow przeciwdepresyjnych na
poziom i aktywno$¢ cytochromu P-450 2D (CYP2D) w mozgu szczura - nowy aspekt
dzialania farmakologicznego” (grant MEIN Nr 2 POSF 002 29, 2005-2008), ktory
zrealizowalam w Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie. Zgodnie ze $wiatowymi
trendami, rozpoczetam nowy kierunek badan w Zaktadzie Farmakokinetyki i Metabolizmu
Lekow IF PAN, dotyczacy fizjologicznej i farmakologicznej roli cytochromu P450
zlokalizowanego w mozgu. Badania te wymagaly opracowania nowych metod
eksperymentalnych. W tym czasie nawigzatam nieformalng wspotprace miedzynarodowa z
prof. Yoshihiko Funae z Japonii (Department of Chemical Biology, University of Osaka,
Japan Research). Dzigki jego pomocy mogltam zaadaptowaé i rozwing¢ metody badania
ekspresji i aktywnos$ci mozgowego CYP2D w Zakladzie Farmakokinetyki i Metabolizmu
Lekéw. W badaniach zostatlo wykazane, ze leki psychotropowe wpltywaja na aktywno$é
moézgowego CYP2D w sposdb odmienny niz w watrobie, przez co nie mozna monitorowac
ich wptywu na ten enzym za pomoca obwodowych testow metabolicznych (np. mikrosomy
watrobowe, podanie substancji markerowej in vivo). Oddzialujac na enzym bezposrednio (Ki)
lub posrednio (zalezny od struktury moézgu wplyw na ekspresje enzymu po podaniu
wielokrotnym), leki psychotropowe mogg wplywa¢é na metabolizm endogennych

neuroaktywnych substratoéw (neuroprzekaznikow monoaminergicznych, neurosteroidéw) oraz
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lokalng biotransformacje¢ lekow, przez co modyfikuja swoje dziatanie farmakologiczne.
Dodatkowo stwierdzono, ze dopamina moze by¢ syntetyzowana S$ciezka alternatywng w
moézgu z tyraminy, przy udziale mézgowych enzyméw nalezacych do podrodziny CYP2D (u
szczura CYP2D2/2D4/2D18, u cztowicka CYP2D6) w badaniach in vitro, przeprowadzonych
z udzialem enzymoéw rekombinowanych oraz mikrosoméw mozgowych szczura oraz in Vivo
metoda mikrodializy mozgu szczura. Wyniki badan pochodzace z tego projektu zostaly
wlaczone do pracy doktorskiej Ewy Bromek, ktéora w tym czasie byla pod moja opieka.
Wyniki badan wchodzacych w sktad projektu zaprezentowatam na kilku migdzynarodowych
konferencjach naukowych:

» Haduch A., Bromek E., Daniel W. A.: CYP2D in the brain: the effect of antidepressant
drugs. 15th International Conference on Cytochromes P450. Biochemistry, Biophysics,
Functional Genomics. Bled, Stowenia, 17-21.06.07.

» Haduch A., Bromek E., Gotembiowska K., Daniel W. A.: Is tyramine hydroxylation to
dopamine operative in the brain? 9th World Congress of Biological Psychiatry, Paris
28.06-02.07.09. Abstracts, 2009, 321.

Rezultaty badan uzyskane w ramach realizacji mojego projektu zostaly opublikowane w
ponizszych 3 pracach oryginalnych:

» Bromek E, Haduch A, Daniel WA. 2010. The ability of cytochrome P450 2D isoforms to
synthesize dopamine in the brain: An in vitro study. Eur J Pharmacol. 626(2-3):171-178.

» Haduch A, Bromek E, Daniel WA. 2011. The effect of psychotropic drugs on
cytochrome P450 2D (CYP2D) in rat brain. Eur J Pharmacol. 651(1-3):51-58.

» Bromek E, Haduch A, Gotembiowska K, Daniel WA. 2011. Cytochrome P450 mediates
dopamine formation in the brain in vivo. J Neurochem. 118(5):806-815.

W latach 2009 - 2012 bylam zaangazowana w realizacj¢ projektu finansowanego przez
Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego, grant nr N N405 304836, pt. ,,Wplyw uktadu
noradrenergicznego mozgu na ekspresje cytochromu P450 w watrobie szczura”.
Uczestniczytam w badaniach in vivo przeprowadzanych na szczurach, u ktéorych wywotywano
uszkodzenie uktadu noradrenergicznego przez podanie specyficznej neurotoksyny. Nastepnie
po dekapitacji zwierzat 1 pobraniu tkanek wykonywatam szereg analiz poziomu hormondéw 1
aktywnosci enzymow cytochromu P450. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze uktad
noradrenergiczny mézgu na drodze neurohormonalnej regulacji ogdlnie pozytywnie wptywa
na cytochrom P450 w watrobie. W czasie prezentacji wynikow badan podczas 17th
International Congress of the Polish Pharmacological Society, Krynica Zdr6j 16-18.09.2010
otrzymatam Nagrode Zespotowa Polskiego Towarzystwa Farmakologicznego za plakat pt.
,» The role of the brain noradrenergic system in the regulation of cytochrome P450 expression
in rat liver”. (Pharmacol. Rep., 2010, 62, Suppl., 98-99). Wyniki badan, nad ktorymi
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pracowatam w czasie realizacji projektu zaprezentowatam na mi¢dzynarodowej konferencji
naukoweyj:

» Haduch A., Sadakierska-Chudy A., Gotembiowska K., Daniel W. A.: The effect of the
brain noradrenergic system on liver cytochrome P450: the role of neuroendocrine
regulation. 24th European College of Neuropsychopharmacology Congress, Paris 3-
7.09.11. Eur. Neuropsychopharmacol., 2011, 21, Suppl. 3, S266

Rezultatem mojego zaangazowania w ten projekt jest wspotautorstwo w 3 publikacjach
oryginalnych:

« Sadakierska-Chudy A, Haduch A, Gotembiowska K, Daniel WA. 2010. Effects of low
doses of intracerebroventricular 6-OHDA on the levels of monoaminergic
neurotransmitters in rat brain structures. Pharmacol Rep. 62(6):1225-1230.

« Sadakierska-Chudy A, Haduch A, Rysz M, Gotembiowska K, Daniel WA. 2013. The
role of brain noradrenergic system in the regulation of liver cytochrome P450 expression.
Biochem Pharmacol. 86(6):800—807.

+ Kot M, Sadakierska-Chudy A, Haduch A, Rysz M, Bromek E, Gotembiowska K, Daniel
WA. 2015. The role of the dorsal noradrenergic pathway of the brain (locus coeruleus) in
the regulation of liver cytochrome P450 activity. Eur J Pharmacol. 751:34-41.

W 2013 r. znalaztam si¢ w gronie pracownikow naukowych Zaktadu Farmakokinetyki i
Metabolizmu Lekéw (E. Bromek, A. Haduch, J. Wojcikowski, W.A. Daniel), ktorzy
otrzymali wyréznienie QUALITAS (fundusz KNOW) przyznane przez Dyrektora Instytutu
Farmakologii PAN, za 3 oryginalne prace naukowe, opublikowane w prestizowych
czasopismach naukowych.

Kolejnym projektem badawczym, w ktorym bratam aktywny udziat jako gléwny
wykonawca byt grant wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska ze srodkéw Europejskiego
Funduszu Regionalnego Rozwoju i MNiSW w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka Nr PO1G.01.01.02-12-004/09, pt. ,,.Depresja — Mechanizmy — Terapia” DeMeTer,
(2010 - 2014), kierowanego przez prof. dr hab. Krzysztofa Wedzonego. Uczestniczytam w
realizacji Zadania Badawczego 3.4, pt.: ,Znaczenie mozgowego cytochromu P450 w
metabolizmie serotoniny, neuroprzekaznika o istotnym znaczeniu w depresji. Wptyw defektu
genetycznego CYP2D6”, ktorym kierowata prof. dr hab. Wiadystawa A. Daniel. Projekt ten
sktadat si¢ z szeregu badan in vitro oraz in vivo z zastosowaniem szeregu nowoczesnych
metod jak np. pomiar poziomu aktywnosci enzyméw CYP za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w mikrosomach watrobowych i mézgowych szczura po podaniu
zwierzetom substratow CYP2D (5-metoksytryptamina, melatonina) do syntezy serotoniny
oraz okreslenie tkankowego (ex vivo) i zewnatrzkomorkowego (in vivo) poziomu serotoniny

po podaniu domoézgowym tych substratow metoda mikrodializy mézgu. Wyniki badan
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wchodzacych w sktad projektu zaprezentowatam na kilku migdzynarodowych konferencjach
naukowych:

» Haduch A., Bromek E., Wojcikowski J., Daniel W. A.: The cytochrome P450-mediated
synthesis of serotonin in the brain: An in vitro study. 28th CINP World Congress of
Neuropsychopharmacology, Stockholm 3-7.06.12. Int. J. Neuropsychopharmacol., 2012,
15, Suppl. S1, P-10-008

» Haduch A., Bromek E., Wojcikowskil J., Gotembiowska K., Daniel W. A.: Involvement
of cytochrome P450 (CYP) in melatonin-serotonin transformation in the brain. The 11th
World Congress of Biological Psychiatry, Kyoto 23-27.06.2013. Abstracts 2013, P-18-
013.

« Haduch A., Bromek .E, Kot M., Wojcikowski J., Kaminska K., Gotembiowska K.,
Daniel W.A.: The CYP2D-mediated alternative pathway of serotonin synthesis in the
brain. 19th International Conference on Cytochromes P450. Biochemistry, Biophysics,
and Biotechnology. Tokyo, Japan, 12-15.06.2015. Book of Abstracts, 2015, 42.

» Haduch A., Bromek E., Wojcikowski J., Gotembiowska K., Daniel W. A.: Involvement
of cytochrome P450 2D in the formation of serotonin in the brain: in vivo and in vitro
study. 29th ECNP  Congress, 17-20.09.2016, Vienna, Austria.  Eur.
Neuropsychopharmacol. 2016, 26, S262

Rezultatem mojego zaangazowania w ten projekt jest wspotautorstwo w ponizszych 3
publikacjach oryginalnych, ktére stanowia czg$¢ mojego osiggniecia naukowego omowionego
w rozdziale 4 autoreferatu:

« Haduch A, Bromek E, Sadakierska-Chudy A, Wojcikowski J, Daniel WA. 2013. The
catalytic competence of cytochrome P450 in the synthesis of serotonin from 5-
methoxytryptamine in the brain: an in vitro study. Pharmacol Res. 67(1):53-59.

* Haduch A, Bromek E, Kot M, Kaminska K, Gotembiowska K, Daniel WA. 2015. The
cytochrome P450 2D-mediated formation of serotonin from 5-methoxytryptamine in the
brain in vivo: a microdialysis study. J Neurochem. 133(1):83-92.

» Haduch A, Bromek E, Wojcikowski J, Golembiowska K, Daniel WA. 2016. Melatonin
Supports CYP2D-Mediated Serotonin Synthesis in the Brain. Drug Metab Dispos.
44(3):445-452.

oraz 1 pracy pogladowe;j:

* Anna Haduch A, Bromek E, Daniel WA. 2013. Role of brain cytochrome P450
(CYP2D) in the metabolism of monoaminergic neurotransmitters. Pharmacol Rep.
65(6):1519-1528.

Zostalam zaangazowana rowniez w prace badawcza w ramach projektu grantowego
POIG Nr UDA-POIG.01.03.01-12-063/09 (2010 — 2013), pt. ,,Antagonisci receptora 5-HT-6:
Nowoczesne leki przeciwpsychotyczne o dodatkowym dziataniu prokognitywnym. ProKog”.
W projekcie tym uczestniczytam w badaniach farmakokinetycznych nowych zwiazkow,

ligandow receptora 5-HT6.
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Wspotpracowatam z kilkoma zespotami badawczymi w Instytucie Farmakologii PAN w
Krakowie, m.in. z Zaktadem Farmakologii Uzaleznien. Moja rola polegata na analizie zmian
poziomu neuroprzekaznikéw monoaaminergicznych u szczuréw Wistar-Kyoto, w modelu
samopodawania kokainy. W efekcie wspolpracy zostatam wspotautorem 1 publikacji
oryginalnej:

* Jastrzebska J, Frankowska M, Szumiec L, Sadakierska-Chudy A, Haduch A, Smaga I,
Bystrowska B, Daniel WA, Filip M. 2015. Cocaine self-administration in Wistar-Kyoto
rats: a behavioral and biochemical analysis. Behav Brain Res. 293:62—73.

Ponadto, wspotpracowatam z Zaktadem Biochemii Mozgu IF PAN, kierowanym przez prof.
dr hab. Iren¢ Nalep¢. Wykonywatam badania poziomu serotoniny i dopaminy i ich
metabolitow w strukturach mézgu szczuréw poddanych chronicznemu stresowi przepelienia
(crowding stress). Z kolei wspotpracujac z Zaktadem Neurobiologii i dr hab. Bernadetg
Szewczyk, uczestniczylam w badaniach dotyczacych wptywu lekow przeciwdepresyjnych w
testach behawioralnych u szczuréw pozbawionych opuszki wechowej oraz na diecie
pozbawionej cynku. Moja rola w tych badaniach polegata na okre$leniu poziomu serotoniny
w hipokampie i korze prefrontalnej szczuré6w na diecie bezcynkowej, po podaniu
escitalopramu lub wenlafaksyny. Wyniki, ktére wspdlnie opracowano zostaty zaprezentowane
na konferenciji:

» Rafato-Ulinska A., Pochwat B., Nowak G., Haduch A., Daniel W.A., Pukio R.,
Szewczyk B.: Chronic antidepressants treatment reverses depressive-like changes induced
by olfactory bulbectomy and zinc deficiency animal model of depression. Central
European Biomedical Congress, Krakow, 7-9.06.2021
Nastepnie zainteresowatam si¢ nowym temat badawczym, tj. wplywem stresu na

cytochrom P450, ktory byt realizowany we wspotpracy z Pracownig Farmakologii
Behawioralnej Zaktadu Farmakologii w Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie pod
kierunkiem prof. dr hab. Mariusza Pappa. W efekcie wspotpracy powstaty 3 publikacje
oryginalne, z ktorych druga w kolejnosci stanowi czg$¢ mojego osiggniecia naukowego z racji
duzego udziatu w pracach badawczych:

» Kot M, Haduch A, Papp M, Daniel WA. 2017. The Effect of Chronic Treatment with
Lurasidone on Rat Liver Cytochrome P450 Expression and Activity in the Chronic Mild
Stress Model of Depression. Drug Metab Dispos. 45(12):1336-1344.

* Haduch A, Rysz M, Papp M, Daniel WA. 2018. The activity of brain and liver
cytochrome P450 2D (CYP2D) is differently affected by antidepressants in the chronic
mild stress (CMS) model of depression in the rat. Biochem Pharmacol. 156:398-405.
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« Haduch A, Bromek E, Rysz M, Puklo R, Papp M, Gruca P, Lason M, Niemczyk M,
Daniel WA. 2020. The effects of agomelatine and imipramine on liver cytochrome P450
during chronic mild stress (CMS) in the rat. Pharmacol Rep. 72(5):1271-1287.

Kontynuujac temat stresu jako czynnika, ktéry moze wptywaé na mézgowy cytochrom
P450, nawigzatam wspodlprace miedzynarodowa z dr Eliyahu Dremencovem (Institute of
Molecular Physiology and Genetics, Slovak Academy of Sciences, Centre for Biosciences,
Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta 9, 84005 Bratyslava, Slovakia). Tematem
naszych wspdlnych badan jest wptyw stresu pourazowego na cytochrom P450 w watrobie i
moézgu w modelu zaburzen stresu pourazowego (PTSD, ang. posttraumatic stress disorder).
Moja rola w tych badaniach polega na przeprowadzeniu badan biochemicznych — izolacji
frakcji mikrosomalnej watroby i moézgu szczurow poddanych stresowi w modelu PTSD, a
nastepnie oznaczeniu aktywnosci enzymu CYP2D w mikrosomach watrobowych oraz
mikrosomach z réznych struktur mézgowych. Sg to badania wstepne, a wspotpraca trwa
nadal.

Nastepnie uczestniczylam we wstepnych badaniach do planowanego projektu grantowego
realizowanych w ramach dziatalno$ci statutowej Zaktadu Farmakokinetyki i Metabolizmu
Lekoéw oraz z funduszy Interdisciplinary PhD Project Molecular Science for Medicine, ktore
zdobyta na realizacje tych badan doktorantka Marta Rysz. W rezultacie mojego
zaangazowania w prace badawcze zostatam wspotautorem 1 publikacji oryginalne;:

* Rysz M, Bromek E, Haduch A, Sadakierska-Chudy A, Daniel WA. 2015. Damage to the
Brain Serotonergic System Increases the Expression of Liver Cytochrome P450. Drug
Metab Dispos. 43(9):1345-1352.

Kolejnym projektem badawczym, w ktérym uczestniczytam byl grant finansowany przez
Narodowe Centrum Nauki Nr OPUS6 2013/11/B/NZ7/04897 (2014-2017) pt. ,,Znaczenie
serotonergicznego unerwienia podwzgoérza mozgu w regulacji cytochromu P450”. W
projekcie tym bratam udziat w badaniach in vivo, w ktorych za pomocg podan
dootrzewnowych  lub  domoézgowych  neurotoksyn  specyficznych  dla  uktadu
serotoninergicznego lub prekursora serotoniny (5-hydroksytryptofanu) wywolywane byto
uszkodzenie (lezja) lub aktywacja tego uktadu. W trakcie badan wykazano, ze uklad
serotoninergiczny mozgu uczestniczy w fizjologicznej regulacji cytochromu P450 w watrobie
na drodze neuroendokrynnej i ogélnie wywiera negatywny wplyw na ekspresje jego
enzymoéw. Wyniki badan zaprezentowatam na mi¢dzynarodowej konferencji:

« Haduch A., Bromek E., Rysz M., Wojcikowski J., Daniel W. A.: Activation of 5-HT1A
receptors in the hypothalamic paraventricular nuclei (PVN) negatively regulates
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cytochrome P450 expression in rat liver. 13th World Congress of Biological Psychiatry,
18-22.06.2017, Copenhagen, Denmark. Poster session P-18, Abstract, P-18-003.

Zostatam wspoétautorem 4 publikacji oryginalnych, w ktorych omowiono wyniki powyzszych
badan:

* Rysz M, Bromek E, Haduch A, Liskova B, Wojcikowski J, Daniel WA. 2016. The
reverse role of the hypothalamic paraventricular (PVN) and arcuate (ARC) nuclei in the
central serotonergic regulation of the liver cytochrome P450 isoform CYP2C11. Biochem
Pharmacol. 112:82-89.

» Bromek E, Rysz M, Haduch A, Wojcikowski J, Daniel WA. 2018. Activation of 5-HT1A
Receptors in the Hypothalamic Paraventricular Nuclei Negatively Regulates Cytochrome
P450 Expression and Activity in Rat Liver. Drug Metab Dispos. 46(6):786—793.

» Bromek E, Rysz M, Haduch A, Daniel WA. 2019a. Serotonin Receptors of 5-HT2 Type
in the Hypothalamic Arcuate Nuclei Positively Regulate Liver Cytochrome P450 via
Stimulation of the Growth Hormone-Releasing Hormone/Growth Hormone Hormonal
Pathway. Drug Metab Dispos. 47(2):80-85

* Bromek E, Rysz M, Haduch A, Daniel WA. 2019b. Stimulation of 5-HT2C serotonin
receptor subtype in the hypothalamic arcuate nuclei (ARC) increases the cytochrome
P450 activity in the liver. Pharmacol Rep. 71(6):1210-1212.

W 2016 otrzymatam wyrdznienie QUALITAS (fundusz KNOW) przyznane przez Dyrektora
Instytutu Farmakologii PAN, jako wspotautorka pierwszej z wyzej wymienionych
oryginalnych prac naukowych, opublikowanej w prestizowym czasopis$mie naukowym
Biochemical Pharmacology. W 2018 r. w celu podsumowania wynikow badan na temat
udzialu moézgowego CYP2D w alternatywnych $ciezkach syntezy neuroprzekaznikdéw
monoaminergicznych oraz podsumowania aktualnego stanu wiedzy na temat roli moézgowego
CYP w metabolizmie innych endogennych neuroaktywnych substratow, napisatam 1 prace
pogladowsg ze wspotautorstwem prof. dr hab. Wiadystawy A. Daniel, ktora wchodzi w sktad
mojego osiggniecia naukowego (omowiona w rozdziale 4 autoreferatu):

« Haduch A, Daniel WA. 2018. The engagement of brain cytochrome P450 in the
metabolism of endogenous neuroactive substrates: a possible role in mental disorders.
Drug Metab Rev. 50(4):415-429.

Publikacja ta zostala nagrodzona przez Dyrektora Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
jako wyrdzniajgca sie w 2018 roku (5-letni IF >5).

W ramach wspotpracy miedzynarodowej z prof. Michaelem Baderem i dr Natasza
Alening z Centrum Medycyny Molekularnej im. Maxa Delbriicka w Berlinie oraz z Zaktadem
Badan Nowych Lekéw kierowanym przez prof. dr hab. Piotra Popika zostaty przeprowadzone
badania na temat wplywu starzenia oraz deficytu serotoniny w mozgu szczurow
pozbawionych genu hydroksylazy tryptofanu 2 (TPH2-KO), na aktywnos¢ i poziom biatka
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mozgowego enzymu CYP2D. Wyniki tych badan zaprezentowatam na kilku konferencjach
mi¢dzynarodowych:

* Haduch A., Puklo R., Alenina N., Nikiforuk A., Popik P.,Bader M., Daniel W.A.: The
effect of ageing and tryptophan hydroxylase 2 (TPH2) deficit on the CYP2D activity in
rat brain and liver. International Conference on cytochrome P450 (ICCP450), 23-
27.06.2019, Brisbane (Australia). Book of Poster Abstract, 3C.

* Anna Haduch, Przemystaw Danek, Wojciech Kuban, Joanna Gol¢biowska, Natalia
Alenina, Piotr Popik, Michael Bader, Wiadystawa Anna Daniel. The effect of ageing and
cerebral serotonin deficit on the activity and protein level of brain and liver cytochrome
P450 2D (CYP2D) in female rats. 3rd Central European Biomedical Congress, Krakow,
7-9.06.2021.

» Haduch A., Danek P., Kuban W., Gol¢biowska J., Alenina N., Popik P., Bader M.,
Daniel W.A. The effects of aging and cerebral serotonin deficiency on brain and liver
cytochrome P450 2D in female rats. Sex differences. 34th ECNP Congress, Lisbon, 2-
5.10.2021

Podczas trwania International Conference on Cytochrome P450 (ICCP450), 23-27.06.2019,
Brisbane (Australia), z racji duzego zainteresowania prezentowanym przeze mnie tematem,
zostatam zaproszona do przedstawienia wynikéw badan w formie prezentacji ustnej. Wyniki
pierwszej czgsci badan, przeprowadzonych na samcach szczura, zostaty opublikowane w 1
pracy oryginalnej wchodzacej w skltad mojego osiagnigcia naukowego (omoéwiona w
rozdziale 4 autoreferatu):

» Haduch A, Puklo R, Alenina N, Nikiforuk A, Popik P, Bader M, Daniel WA. 2020. The
effect of ageing and cerebral serotonin deficit on the activity of cytochrome P450 2D
(CYP2D) in the brain and liver of male rats. Neurochem Int. 141:104884.

Analogiczne badania wykonano u samic szczura, w celu sprawdzenia ewentualnych
roznic plciowych w odpowiedzi mozgowego CYP2D na proces starzenia i deficytu
serotoniny. Za prezentacj¢ posterowa wynikow tych badan, pt. ,,The effects of aging and
cerebral serotonin deficiency on brain and liver cytochrome P450 2D in female rats. Sex
differences.” otrzymatam nagrod¢ ,,ECNP Excellence Award” przyznang przez European
College of Neuropsychopharmacology podczas Kongresu ECNP w Lizbonie, 2-5.10.2021.
Zostaly one opublikowane w 1 pracy oryginalnej wchodzacej w sktad mojego osiggnigcia
naukowego (omdéwiona w rozdziale 4 autoreferatu):

» Haduch A, Danek P, Kuban W, Pukto R, Alenina N, Got¢biowska J, Popik P, Bader M,
Daniel WA. 2022. Cytochrome P450 2D (CYP2D) enzyme dysfunction associated with
aging and serotonin deficiency in the brain and liver of female Dark Agouti rats.
Neurochem Int. 152:105223.

W ramach kontynuacji naszej wspOtpracy mig¢dzynarodowej i programu mobilno$ci

naukowcow w Europie ERASMUS+, odbytam staz szkoleniowy w Max Delbriick Center for
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Molecular Medicine w Berlinie w maju 2022 r. W labolatorium Bader Lab - Molecular
Biology of Peptide Hormones kierowanym przez Prof. dr hab. Michaela Badera miatam
okazj¢ zapozna¢ si¢ z opracowang w Bader Lab nowa metoda pomiaru poziomu serotoniny,
melatoniny i metabolitow na HPLC we krwi i tkance mozgowej oraz zobaczy¢ nowoczesng
metode badania ekspresji gendw receptorow melatoniny i syntetyzujacych ja enzymoéw w
mozgu 1 tkankach docelowych melatoniny. Pobraltam rowniez tkanki (watroba, struktury
mozgu) szczuré6w Dark Agouti z niedoborem hydroksylazy tryptofanu 1 (TPH1) oraz
szczuréw typu dzikiego (WT). Cenny materiatl biologiczny, ktéry przywioztam z Berlina,
postuzy mi do dalszych badan regulacji ekspresji i aktywnos$ci cytochromu P450 przez
serotoning, W rodzimym laboratorium w Zaktadzie Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekéw IF
PAN. Dzigki pobytowi w Max Delbriick Center for Molecular Medicine w Berlinie miatam
okazj¢ poszerzy¢ w bezposredniej pracy laboratoryjnej swoje umiejetnosci badawcze o nowe
metody. Osiagnigcia wynikajace z naszej dotychczasowej wspotpracy miedzynarodowe;j
zachecity obie strony do jej kontynuowania w celu przeprowadzenia wspolnych
kompleksowych badan wplywu niedoboru obwodowej hydroksylazy tryptofanu 1 u szczurow
TPH1-KO oraz niedoboru mézgowej hydroksylazy tryptofanu 2 u szczurow TPH2-KO (temat
podjety wczesniej i opisany w 2 publikacjach) na synteze melatoniny i serotoniny oraz
aktywnos$¢ i zaangazowanie CYP2D.

Obecnie uczestnicz¢ w realizacji projektu badawczego finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki, grant nr OPUS12 2016/23/B/NZ7/02283 (2017-2022), pt. ,,Rola uktadu
glutaminergicznego mozgu w neuroendokrynnej regulacji ekspresji i aktywnosci cytochromu
P450 w watrobie”, jako gtowny wykonawca. W tym projekcie uczestnicze gldéwnie w
badaniach dotyczacych wptywu selektywnego antagonisty podjednostki GIuN2B receptora
NMDA na watrobowe i mézgowe enzymy cytochromu P450. Badania sag w toku. W rezultacie
swojego dotychczasowego zaangazowania w prace eksperymentalne zostatam wspotautorem
1 publikacji oryginalnej:

* Bromek E, Haduch A, Rysz M, Jastrzgbska J, Puklo R, Wojcikowska O, Danek PJ,
Daniel WA. 2021. The Selective NMDA Receptor GIuN2B Subunit Antagonist CP-
101,606 with Antidepressant Properties Modulates Cytochrome P450 Expression in the
Liver. Pharmaceutics. 13(10):1643.

Powyzsza publikacja zostata nagrodzona przez Dyrektora Instytutu Farmakologii im. Jerzego

Maja jako wyrdzniajgca si¢ w 2021 roku (5-letni IF >5).
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W 2022 r. uczestniczytam w przygotowaniu 1 pracy pogladowej. Zostaty w niej opisane
mechanizmy, za posrednictwem ktorych leki psychotropowe moga zmienia¢ ekspresje i
aktywno$¢ cytochromu P450 w moézgu i watrobie. Mechanizmy te funkcjonuja na poziomie
uktadu nerwowego i hormonalnego, systemu immunologicznego oraz watroby. W
opracowaniu zwrocon0 uwage na fakt potwierdzony eksperymentalnie w Zaktadzie
Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekéw IF PAN, ze leki psychotropowe czesto wywieraja
odmienny wptyw na cytochrom P450 w watrobie i moézgu. W pracy zostalo przedyskutowane
znaczenie tych mechanizmow dla dziatania lekéw psychotropowych oraz wzajemnych
interakcji miedzy nimi:

+ Daniel WA, Bromek E, Danek PJ, Haduch A. 2022. The mechanisms of interactions of
psychotropic drugs with liver and brain cytochrome P450 and their significance for drug
effect and drug-drug interactions. Biochem Pharmacol. 199:115006. doi:
10.1016/j.bcp.2022.115006.

Ponadto, kieruj¢ polskim zespotem nalezacym do migdzynarodowego konsorcjum, ktore
ztozyto w maju 2022 r. wniosek projektu badawczego o kryptonimie ROSSCA na temat
“ROS-Scavenging Magnetic Nanozymes with Remote Activation for Alzheimer Disease”
w mig¢dzynarodowym konkursie M-ERA.NET3 Call 2022 wspieranym przez Uni¢
Europejska. W konsorcjum tym biorg udziat: University of Zaragoza - Hiszpania; Instytut
Farmakologii im. Jerzego Maja PAN - Polska, National Institute of Biology — Stowenia oraz
Universidade de Sao Paulo — Brazylia. Projekt ROSSCA jest bardzo interesujacy ze wzgledu
na swoj interdyscyplinarny charakter. Obejmuje on opracowanie nanoczastek wyposazonych
w syntetyczng aktywno$¢ nasladujaca dziatanie enzymoéow antyoksydacyjnych Kkatalazy
(CAT), peroksydazy glutationowej (GPx) i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), ktorych
funkcje beda aktywowane polem magnetycznym. Nastepnie planujemy zbadac
neuroprotekcyjne dziatanie nowoopracowanych ,,magnetycznych nanozyméw” in vivo w
szczurzym modelu choroby Alzheimera. Realizacja projektu moze przyczyni¢ si¢ do
stworzenia nowej formy terapii wspomagajacej leczenie choroby Alzheimera i innych chorob
neurodegeneracyjnych przy wykorzystaniu nowoczesnej nanotechnologii. Dzigki zaproszeniu
do miedzynarodowego konsorcjum przez hiszpanskiego koordynatora dr Gerardo Goya z
University of Zaragoza nawigzatam cenne kontakty z naukowcami z kilku krajow nalezacych

do sieci M-ERA.NET i zamierzam rozwija¢ naszg wspOlprace badawcza.

Podsumowanie dorobku naukowego po otrzymaniu stopnia doktora:

Liczba oryginalnych publikacji: 34
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Liczba prac pogladowych: 3
Sumaryczny impact factor: 120,046
Laczna liczba punktéw MNiSW: 1581

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke.

W trakcie swojej wieloletniej pracy naukowej w Zaktadzie Farmakokinetyki i
Metabolizmu Lekéw IF PAN sprawowatam opieke nad przyjmowanymi nowymi
pracownikami. Uczytam ich metod, ktéorymi postugujemy si¢ w naszym Zaktadzie, dzielac si¢
z nimi swoim do$wiadczeniem oraz wprowadzatlam ich w tematyke naszych badan.
Pomagatam w wykonywaniu pracy magisterskiej Tomasza Ogorka. Sprawowatam réwniez
opieke nad studentami odbywajacymi praktyki studenckie w naszym Zaktadzie. Byli wsrdd
nich student AGH z kierunku Inzynieria Biomedyczna Pawet Pieczarko (2013 r.), studentka
Neurobiologii UJ Zuzanna Rauk (2018 r.). Ponadto, pomagatam mgr Ewie Bromek w
badaniach do pracy doktorskiej, ktore zostaly wykonane W znacznej czesci w ramach
realizacji mojego projektu grantowego, pt. ,Wplyw wybranych lekow przeciwdepresyjnych
na poziom i aktywnos$¢ cytochromu P-450 2D (CYP2D) w mozgu szczura - nowy aspekt
dziatania farmakologicznego”. Pod moja opieka swoj staz odbyta u nas mgr Joanna Kujacz
absolwentkg Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UJ (2017 r.). W ramach wspotpracy
miedzynarodowej, dzielitam si¢ rowniez swoim doswiadczeniem z mgr Eva Klaskova z
Uniwersytetu Masaryka w Brnie (Republika Czeska), pomagajac jej w przeprowadzeniu w
Zakladzie Farmakokinetyki 1 Metabolizmu Lekow IF PAN doswiadczeh do jej pracy
doktorskiej na temat wptywu salidrozydu (leku pochodzenia roslinnego; Rozeniec gorski) na
watrobowy cytochrom P450.

W ramach dziatalno$ci popularyzujacej nauke wzietam udziat w Festiwalu Nauki w
Krakowie w 2017 r., podczas ktorego przedstawitam prezentacj¢ praktyczng w laboratorium
Zaktadu Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekow, pt. ,,Cytochrom P450 jako maszyneria
enzymatyczna, ktéra wptywa na skutecznos$¢ leku 1 chroni nas przed szkodliwym dziataniem
srodowiska”. Ponadto na famach czasopisma Wszechswiat we wrzesniu 2021 opublikowatam
swoj artykut popularnonaukowy pt. ,,Mdézgowy cytochrom P450 2D (CYP2D) — enzym o

istotnym znaczeniu fizjologicznym i farmakologicznym™.

53



Dr n. med. Anna Haduch

Zalacznik nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

W marcu 2022 r. przystapitam do komitetu organizacyjnego Srodkowoeuropejskiego
Kongresu Biomedycznego (ang. Central European Biomedical Congress, CEBC). Komitet
dzialajagcy w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja PAN rozpoczal prace
przygotowawcze do tego prestizowego miedzynarodowego wydarzenia w $wiecie nauki,
ktore odbedzie sie w Krakowie w dniach 29.05 - 01.06.05.2023 r. Tematem wiodacym 35

edycji konferencji CEBC bedzie: “Future trends in health interventions”.

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej.

(podpis wnioskodawcy)
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