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rozprawy doktorskiej mgr inz. Renaty Pukto pt. Znaczenie receptoréw glutaminianergicznych NMDA w
regulacji cytochromu P450 w watrobie” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Wtadystawy Anny Daniel w
Zaktadzie Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekdéw Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii

Nauk.

Obwodowe mechanizmy regulujgce aktywnos¢ izoenzymdéw cytochromu P450 pozostajg nie w petni
poznane. Szczegdlnie stabo zbadanym obszarem jest wptyw funkcji osrodkowego uktadu nerwowego (OUN)
na metaboliczng aktywnos¢ tkanek obwodowych. Dotychczas wykazano, ze modulacja stezenia hormondw
syntetyzowanych w OUN moze oddziatywa¢ na aktywnos¢ enzymatyczng w narzgdach obwodowych.
Badania prowadzone przez zespdt pod kierunkiem prof. Wtadystawy Anny Daniel wskazujg na istotng role
osrodkowych uktadéw noradrenergicznego, dopaminergicznego i serotoninergicznego w regulacji
aktywnosci izoenzyméw cytochromu P450 w watrobie. Aktualnie realizowany przez Doktorantke projekt
stanowi kontynuacje wieloletnich zainteresowan badawczych tego zespotu. Dane literaturowe sugeruja
ponadto, ze osrodkowy uktad glutaminianergiczny moze modulowa¢ obwodowe stezenia hormondw, ktére
z kolei wptywaja na aktywnos$¢ enzymoéw watrobowych. Wykazano réwniez, ze obwodowe podanie
substancji modulujgcych o$rodkowy uktad glutaminianergiczny wptywa na aktywnos$é cytochromu P450 w

watrobie.

W Swietle przedstawionych przestanek w petni uzasadnione jest podjecie przez Doktorantke badan
majacych na celu okreslenie wptywu modulacji osrodkowego uktadu glutaminianergicznego na aktywnos$¢
wybranych izoenzymoéw cytochromu P450 w tkankach obwodowych, w szczegdlnosci w watrobie. Ustalenie
zmian aktywnosci enzymatycznej wywotanych zmiennym oddziatywaniem ukfadu glutaminianergicznego
moze przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia uwarunkowan farmakokinetyki lekéw u pacjentéw
przyjmujacych substancje modulujgce ten uktad. Tematyka pracy doktorskiej jest nowoczesna i wpisuje sie

w aktualny nurt badan prowadzonych w osrodkach naukowych na catym swiecie.

W oparciu o powyisze przestanki Doktorantka podjeta sie okreslenia wptywu zwigzku CP-101,606
(bedacego selektywnym antagonistg podjednostki GIuN2B receptora NMDA) na centralng
neuroendokrynng regulacje cytochromu P450 w watrobie, w szczegdlnosci identyfikacje struktur
madzgowych i hormondw posredniczacych w tym procesie. Szczegétowe cele badania obejmowaty ocene, po
wielokrotnym obustronnym podaniu CP-101,606 do komér bocznych médzgu szczura lub wielokrotnym

podaniu CP-101,606, obustronnie do jgder przykomorowych (PVN) lub jader tukowatych (ARC): 1.



aktywnosci enzymow cytochromu P450 (CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYP3A) w mikrosomalnej
frakcji watroby po zastosowaniu réznych drég podania domdzgowego zwigzku CP-101,606; 2. poziomu
biatka oraz mRNA wybranych enzymdw cytochromu P450, dla ktérych obserwowano zmiany w aktywnosci
enzymatycznej; 3. stezenia hormondw w surowicy krwi (hormon wzrostu, kortykosteron, tréjjodotyronina,
tyroksyna) oraz w przysadce mdzgowej oraz w jgdrach podwzgérza (GHRH, somatostatyna); 4. wptyw CP-
101,606 na aktywnos¢ wybranych enzyméw cytochromu P450 w szczurzych mikrosomach watrobowych.
O jakosci zamierzen badawczych oraz aktualnosci podjetej tematyki swiadczy réwniez fakt przyznania
funduszy zewnetrznych na realizacje niektérych zadan badawczych przez Narodowe Centrum Nauki (NCN —
OPUS 12 (kierownik: prof. dr hab. Wtadystawa Anna Daniel, ,Rola systemu glutaminianergicznego mozgu w
neuroendokrynnej regulacji ekspresji i aktywnosci cytochromu P450 w  watrobie” (nr
2016/23/B/NZ7/02283). Realizacja powyzszych zadan badawczych umozliwita publikacje uzyskanych
wynikéw w czasopismach umieszczonych na liscie JCI: Pukto R, Bromek E, Haduch A, Basifiska-Ziobron A,
Kuban W, Daniel WA. Molecular Mechanisms of the Regulation of Liver Cytochrome P450 by Brain NMDA
Receptors and via the Neuroendocrine Pathway-A Significance for New Psychotropic Therapies. Int J Mol
Sci. 2023; 24:16840 (IF=4,9) oraz Pukto R, Bromek E, Basinska-Ziobron A, Haduch A, Kuban W, Danek PJ,
Daniel WA. The neuroendocrine regulation of hepatic cytochrome P450 by N-methyl-D-aspartate receptors
in the paraventricular and arcuate nuclei of the hypothalamus. Drug Metab Dispos 2025; 53:100143
(IF=4,0).

We wstepie, stanowigcym doskonate wprowadzenie do pracy doktorskiej, Doktorantka przedstawita
wspotczesne poglady dotyczace izoenzymdw cytochromu P450 w watrobie i osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN), tacznie ze znanymi mechanizmami regulacyjnymi. Kolejna cze$¢ wstepu zostata
poswiecona opisowi uktadu glutaminianergicznego w OUN i obwodzie oraz jego potencjalnej roli w
patofizjologii zaburzed neuropsychiatrycznych. Poszczegdlne podrozdziaty Wstepu stanowig znakomite
opracowania i z catg pewnoscia po dalszym dopracowaniu mogtyby zostaé opublikowane jako prace
pogladowe.

Dla zrealizowania postawionych celéw Autorka przeprowadzita szereg badan na szczurach, samcach
szczepu Wistar Han, u ktédrych modulowano aktywnosé¢ uktadu glutaminianergicznego poprzez wielokrotne
podanie CP-101,606 (selektywny antagonista podjednostki GIuN2B receptora NMDA) do komér bocznych
mozgu szczura lub obustronnie do jgder przykomorowych (PVN) lub jader tukowatych (ARC) przy uzyciu
pompy do mikroiniekcji. W nastepnym etapie oceniano wptyw ww. procedur modulujacych aktywnosc
uktadu glutaminianergicznego na aktywnos¢ enzyméw CYP w mikrosomach watrobowych przy
zastosowaniu swoistych substratow (1’-hydroksybufuralolu - CYP2D; 2a- i 16a-hydroksytestosteronu -

CYP2C11; 2B- i 6B-hydroksytestosteronu - CYP3A; 7a-hydroksytestosteronu - CYP2A; 16pB-



hydroksytestosteronu - CYP2B; 7-hydroksywarfaryny - CYP2C6; kwasu 1,3,7-trimetylomoczowego,
paraksantyny, teobrominy - CYP1A) i detekcji za pomocg wysokosprawnego chromatografu cieczowego z
detekcjg fluorymetryczng lub UV, jak rowniez oznaczono poziom biatka enzymow cytochromu P450 (CYP1A,
2B, 2C6, 2C11, 2D, 3A, CYP2A) stosujgc technike Western blotting (przy zastosowaniu komercyjnych
przeciwciat i zestawdéw) oraz ekspresje genéw wybranych genéw CYP w watrobie technikg RT-PCR (stosujac
komercyjnie dostepng mieszanine reakcyjng TagMan Gene Expression MasterMix oraz sondy TagMan Gene
expression assay; ACTB jako gen referencyjny). Ponadto dokonano pomiaru stezenia wybranych hormondéw
(somatostatyna, hormon uwalniajgcy hormon wzrostu, hormon wzrostu, kortykosteron, tréjjodotyronina,
tyroksyna) w surowicy krwi oraz w przysadce mdzgowej i w obszarach podwzgdrza zawierajgcych PVN lub
ARC przy uzyciu komercyjnych zastawdéw ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) wg metodyki
producenta. Nalezy stwierdzié, ze sposdb zaplanowania badan oraz ich przeprowadzenie swiadczg o bardzo
dobrym przygotowaniu Doktorantki do realizacji zatozonych celdw badania. Wynikajg one réwniez z
dtugotrwatej pracy w obszarze prowadzonych badan promota, prof. Wtadystawy Anny Daniel, ktdra jest
uznanym ekspertem w dziedzinie oddziatywania osrodkowego uktadu nerwowego na metabolizm lekéw w
tkankach obwodowych. Metodyka badania jest bardzo nowoczesna, plan badan dobrze skonstruowany. W
zadaniach badawczych by¢é moze nalezatoby uwzgledni¢ réwniez zastosowanie blokeréw badanych
hormonéw w celu jednoznacznego wykazania ich wptywu na zmiany ekspresji/aktywnosci nadanych
enzymow, np. pegwisomantu dla hormonu wzrostu, flutamidu dla testosteronu, inhibitoréw peroksydazy
tarczycowej itp. Do dyskusji pozostaje zastosowanie ketaminy jako srodka znieczulenia, ze wzgledu na jej

wptyw na ukfad glutaminianergiczny.

Doktorantka wykazata m.in., ze pieciodniowe podawanie CP-101,606 do komér bocznych mézgu szczura (w
dawkach 6, 15 lub 30 pug/mozg) wywierato zalezny od dawki wptyw na aktywnos¢ enzymoéw cytochromu
P450 w watrobie oraz na profil hormonalny podwzgdrza i przysadki. Najnizsza dawka antagonisty
powodowata zwiekszenie aktywnosci, poziomu biatka oraz ekspresji mRNA izoformy CYP2Cl1ll w
poréwnaniu z grupg kontrolng. Aktywnos¢ enzymow CYP2A, CYP2B, CYP2C11, CYP2C6 i CYP2D, a takze
poziomy biatka CYP2B i CYP2C11 byly wyzsze po zastosowaniu najnizszej dawki niz po dawce najwyzsze;j.
Ponadto CP-101,606 zwiekszat zawartos$¢ biatka CYP1A oraz ekspresje CYP1A1 i CYP1A2, nie wptywajac
jednak na aktywnos$¢ enzymatyczng tych izoform. Preparat obnizat takze steienie somatostatyny w
przysadce oraz zwiekszat poziom hormonu wzrostu (GH) w surowicy po podaniu najnizszej dawki, a
jednoczesnie — niezaleznie od dawki — zmniejszat stezenie kortykosteronu w surowicy. Podawanie CP-
101,606 przez pie¢ dni bezposrednio do jgdra przykomorowego podwzgdérza zwiekszato poziom
somatostatyny zarowno w tym jadrze, jak i w przysadce modzgowej, obnizato stezenie GH oraz

kortykosteronu w surowicy, a jednoczesnie podwyiszato poziom tréjjodotyroniny (Ts). Zaobserwowano



rowniez obnizenie ekspresji (na poziomie mRNA i biatka) oraz aktywnosci izoenzyméw CYP1A1/2,
CYP2A1/2, CYP2B1/2, CYP2C11 i CYP3A w watrobie. Z kolei wielokrotne podawanie CP-101,606 do jadra
tukowatego podwzgdérza prowadzito do zmniejszenia poziomu hormonu uwalniajgcego hormon wzrostu
(GHRH) w jadrze tfukowatym i w przysadce, a takze do obnizenia stezern GH i kortykosteronu w surowicy,
bez istotnych zmian w zakresie hormondw tarczycy. Stwierdzono ponadto redukcje ekspresji i aktywnosci

watrobowych enzymdéw CYP1A1/2 oraz CYP2C11, jak rowniez obnizenie ekspresji CYP3A2.

Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka przedstawita dziesie¢ wnioskow: 1. Wyniki uzyskane po 5-
dniowych podawaniach zwigzku CP-101,606, selektywnego antagonisty podjednostki GIuUN2B receptora
NMDA, do komdr bocznych moézgu szczura wywotaty efekty odwrotne anizeli po podaniach obwodowych
(wzrost i spadek), co mogto wynikaé¢ z odmiennej dystrybucji badanego zwigzku w médzgu po tych dwdch
roznych drogach podania i/lub udziat mechanizméw obwodowych po podaniu dootrzewnowym; 2. Rdznice
obserwowane po podaniu réznych dawek zwigzku CP-101,606 do komodr bocznych mdzgu szczura mogty
by¢ z kolei pochodng odmiennej dystrybucji zwigzku w obrebie narzadéw okotokomorowych, zwigzanej z
potozeniem anatomicznym jader podwzgdrza zaangazowanych w regulacje sekrecji hormonoéw
przysadkowych oraz aspektem farmakokinetycznym. Wydaje sie, iz zwigzek CP-101,606 mogt silniej
oddziatywaé na jadro przykomorowe, ktére wydziela somatostatyne, anizeli na jadro tukowate uwalniajgce
GHRH; 3. Pieciodniowe podawanie zwigzku CP-101,606 do jgder przykomorowych lub tukowatych
podwzgdrza wywotato szereg zmian w ekspresji i aktywnosci watrobowych enzymoéw CYP (spadek) oraz w
poziomie hormondw. Kierunek tych zmian byt zgodny z efektami obserwowanymi po 5-dniowym
podawaniu antagonisty drogg dootrzewnowa; 4. Mechanizm centralnej regulacji neuroendokrynnej, za
posrednictwem ktorego badany antagonista NMDA moze wptywacé na obnizenie ekspresji i aktywnosci
watrobowych enzymoéw CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2C11 i CYP3A przebiega poprzez stymulacje wydzielania
somatostatyny oraz zahamowanie wydzielania GHRH z podwzgédrza, regulujgcych kolejno negatywnie i
pozytywnie wydzielanie hormonu wzrostu z przysadki mdzgowej, jak rodwniez poprzez stymulacje osi
podwzgdrze—przysadka—tarczyca, i zahamowanie osi podwzgorze—przysadka—nadnercza; 5. Kierunek
dziatania antagonisty receptora NMDA podanego lokalnie do jader przykomorowych lub tukowatych
podwzgdrza na watrobowy cytochrom P450 byt podobny, co wskazuje, iz w przypadku obwodowych podan
CP-101,606 wypadkowy efekt oddziatywania zwigzku na enzym poprzez wymienione jagdra podwzgorza
powinien ulega¢ wzmocnieniu, w przeciwienstwie do opisanych w literaturze naukowej uktadow
monoaminergicznych, ktére wykazywaty przeciwstawng role jader przykomorowych i tukowatych
podwzgdrza w neuroendokrynnej regulacji cytochromu P450; 6. Badania in vitro z uzyciem szczurzych
mikrosoméw watrobowych wykazaty, iz zwigzek CP-101,606 nie wptywa bezposrednio na regulowane

hormonalnie enzymy CYP2A, CYP2B, CYP2C11 oraz CYP3A; 7. Zwigzek CP-101,606 nie wptywat na enzymy



CYP2C6 i CYP2D, ktore nie sg podatne na regulacje hormonalng. Mozna zatem przypuszczac, ze szybkos¢
metabolizmu tego zwigzku (ulegajgcego biotransformacji przez CYP2D) nie ulegnie zmianie podczas
wielokrotnego podawania; 8. Wyniki badan otrzymane w niniejszej pracy wskazuja, ze wptyw obwodowego
podania zwigzku CP-101,606 na watrobowy cytochrom P450 pochodzi gtéwnie z oddziatywania zwigzku na
poziomie uktadu nerwowego madzgu; 9. Receptory NMDA zawierajgce podjednostke GIuN2B, obecne w
jadrach przykomorowych i tukowatych podwzgdrza, majg istotne znaczenie w mechanizmach regulacyjnych
cytochromu P450 przez uktad glutaminianergiczny. 10. Obserwowane zmiany w ekspresji i aktywnosci
enzymow cytochromu P450 pod wptywem blokady receptora NMDA (przez nowe leki) mogg mieé znaczenie
medyczne, zaréwno dla metabolizmu substancji endogennych (np. sterydéw), jak i biotransformacji
jednoczesnie podawanych innych lekéw, co moze prowadzi¢ do interakcji farmakokinetycznych.
Sformutowane przez Doktorantke wnioski dobrze oddajg uzyskane wyniki, wynikajg bezposrednio z analizy
wynikéw uzyskanych w czasie realizacji badan. Niektdre sposréd nich sg jednakze raczej przytoczeniem
wynikéw i powinny miec bardziej uogdlniony charakter.

Dyskusja przeprowadzona przez Autorke jest prowadzona bardzo dojrzale. Doktorantka umiejetnie odniosta
wtasne wyniki do dostepnych danych literaturowych. Sposéb przeprowadzenia analizy uzyskanych wynikéw
potwierdza bardzo dobre przygotowanie metodyczne i szerokg wiedze dotyczacg tematyki prowadzonych
badan. W dyskusji Autorka wskazuje, ze osrodkowa modulacja uktadu glutaminianergicznego prowadzi do
zmian stezenia hormondw, ktére to z kolei wptywajg na aktywnos¢ cytochromu P450 watrobie. By¢é moze
nalezatoby réwniez stwierdzi¢, ze zastosowanie blokeréw receptoréw dla hormondéw umozliwitoby na
bezposrednie powigzanie wptywu poszczegélnych hormondéw na obwodowg indukcje/zahamowanie
aktywnosci badanych enzyméw w watrobie (powyiszy wplyw moze by¢ przeciez mediowany innymi
dotychczas nie znanymi czynnikami uwalnianymi z OUN pod wptywem modulacji ukfadu

glutaminianergicznego).

Praca jest napisana w sposob przejrzysty, ma ukfad typowy dla tego typu rozpraw obejmuje wstep,
hipoteze badawczg/cel pracy, materiat i metody, wyniki badan oraz dyskusje wynikéw, wnioski i wykaz
pismiennictwa oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Rozprawa doktorska obejmuje 147 stron.
Pismiennictwo w liczbie 238 pozycji zamieszczono we witasciwy sposdb. Uzyskane wyniki przedstawiono w
postaci adekwatnie opracowanych tabel i rycin utatwiajgcych zapoznanie sie z wynikami pracy.
Przejrzystosci pracy dodaje umiejetne podzielenie poszczegdlnych czesci na podrozdziaty co bardzo utatwia
zapoznanie sie z rozprawa i jej ocene. Nalezy jednakze zwréci¢ uwage na btedne oznaczenie zastosowanego
testu — powinno by¢ t-test Studenta, a nie test t-Studenta; tytut podrozdziatu ,9. Oznaczenie poziomu
mRNA wybranych gendw CYP w watrobie technikg RT-PCR” powinien raczej brzmie¢ ,9. Oznaczenie

ekspresji wybranych genéw CYP w watrobie technikg RT-PCR”. Powyisze uwagi nie obnizajg jednakze



wysokiej oceny pracy.

Reasumujac nalezy stwierdzié, ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, a uzyskane wyniki sg oryginalnym
osiggnieciem Autorki, ktéra bardzo dobrze opanowata nietatwy warsztat badawczy i wykazata bardzo dobre
merytoryczne przygotowanie. Uwazam, ze praca stanowi znaczacy dorobek z elementami nowosci
naukowych i w petni odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim okreslonym w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. 2024, poz. 1571 z pdzn. zm.
Fakt opublikowania wynikdw w renomowanych czasopismach $Swiadczy o aktualnosci podjetej tematyki
badawczej i nowoczesnej metodyce badan, jak rowniez o umiejetnosci Doktorantki (bedgcej pierwszym
autorem wszystkich publikacji) prowadzenia dyskusji z recenzentami w podczas ostatecznej redakc;ji
artykutéw. Dlatego tez zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN o
dopuszczenie mgr inz. Renaty Pukto do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki farmaceutyczne. Jednoczesnie ze
wzgledu na duzg warto$¢ poznawczg wynikéw oraz opublikowanie ich w renomowanych czasopismach:
International Journal of Molecular Sciences (IF=4,9) oraz Drug Metabolism and Disposition (IF=4,0)
(Doktorantka we wszystkich racach jest pierwszym autorem) wnioskuje o wyréznienie pracy ,Summa cum

laude”.
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