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rozprawy doktorskiej mgr inz. Renaty Puklo pt.:
”Znaczenie receptorow glutaminianergicznych NMDA w regulacji
cytochromu P450 w watrobie”
wykonanej
w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem prof. dr hab. Wladyslawy Anny Daniel

Podawanie lekow pacjentom jest generalnie sytuacja, w ktorej lek wprowadzony do
ustroju cztowieka ze Srodowiska zewnetrznego jako ksenobiotyk winien zosta¢ z niego
wydalony. Procesy, ktore biorg udziat w przygotowaniu leku do jego wydalenia sg nazywane
metabolizmem leku lub ich biotransformacjg. Jak wiadomo, metabolizm lekéw przebiega z
udziatem ro6znych reakcji biochemicznych pod wplywem ukladow enzymatycznych 1 jest
waznym czynnikiem wptywajacym na ostateczny efekt farmakodynamiczny. Gléwnym jednak
celem procesu biotransformacji jest przygotowanie lekow do ich wydalania z organizmu np.
przeksztatcenia lipofilnych, niepolarnych zwigzkow w tatwo rozpuszczalne w wodzie
(hydrofilne metabolity), ktore moga by¢ wydalone z moczem. Przemiany, jakim ulegajg
ksenobiotyki dzieli si¢ na dwie fazy. W fazie I znakomita wigkszo$¢ lekéw jest metabolizowana
przez enzymy cytochromu P-450 (CYP), zwlaszcza z udziatem rodzin CYP1-3. Znajomos$¢
aktywnosci tych enzymow jest szczegdlnie wazna z farmakogenetyczego punktu widzenia.
Wsréd wielu z nich bowiem zauwazono wstgpowanie tzw. odmian polimorficznych np. dla
CYP2D6. Jest to obecnie jedna z przyczyn koniecznosci wdrazania tzw. indywidualizacji
farmakoterapii. Jednak wsrdéd czynnikow, ktore sa odpowiedzialne za modyfikacje
metabolizmu lekéw sg jednak nie tylko te zwigzane z farmakogenetyka, ale takze takie jak wiek
pacjenta, dawka podawanego leku oraz interakcje zachodzace podczas metabolizmu (np.
wystepowanie tzw. induktoré6w 1 inhibitorow metabolizmu lekéw). Poznanie wigc
mechanizmow regulacyjnych, ktore wpltywaja na wydajnos¢ procesu biotransformacii,

zwlaszcza w watrobie, jest wazne z klinicznego punktu widzenia.



Wiadomo, ze klasycznie podwzgdrze ma zdolno$¢ wplywania na aktywnos$¢ watroby
poprzez anatomicznie trzy wazne obszary, ktore wysytaja nerwowe sygnaty autonomiczne do
narzadéw obwodowych: jadro brzuszno-przysrodkowe podwzgorza (VMH) w obszarze
przysrodkowym, obszar boczny podwzgoérza (LHA) oraz jadro okotokomorowe podwzgorza
(PVN) w obszarze okotokomorowym, gdzie jadro VMH wysyla sygnaly wspoétczulne do
watroby za posrednictwem zwojow trzewnych, LHA wysyla sygnaty przywspotczulne do
watroby za posrednictwem nerwu blednego, a PVN integruje informacje z innych obszaréw
podwzgorza 1 wysyta oba sygnaly autonomiczne do watroby (Uyama N. et al Neural connections
between the hypothalamus and the liver. Anat Rec A Discov Mol Cell Evol Biol. 2004; 280(1): 808-820).
Obecnie jednak wiadomo, ze regulacja wydajnosci biotransformacji moze zachodzi¢ za
posrednictwem niektdérych hormonow kontrolowanych przez aktywnos$¢ podwzgorza. Prace
bowiem zespolow badawczych, m.in. pod kierunkiem promotora ocenianej dysertacji, prof. dr
hab. Wiadystawy Daniel, dostarczyly dowodow, ze regulacja podwzgdrza poprzez takie
systemy neuroprzekaznikowe jak uklad noradrenergiczny, dopaminergiczny czy
serotoninergiczny 1 wptywania na czynnos¢ przysadki oraz uwalniane przez nig hormony moze
roOwniez zmienia¢ aktywno$¢ reakcji enzymatycznych zwigzanych z CYP450.

Na tym tle podjecie przez Autorke niniejszej rozprawy badan nad okresleniem udziatu
przekaznictwa glutaminianergicznego 1 receptoréow NMDA obecnych w moézgu w
neuroendokrynnej regulacji watrobowego cytochromu P450 w warunkach modelowych bylo
ciekawe, stanowigc novum o mozliwych implikacjach klinicznych.

Przedtozona do recenzji rozprawa mgr inz. Renaty Pukto, ktora powstata w trakcie
realizacji studiow doktoranckich w Krakowskiej Interdyscyplinarnej Szkole Doktorskie;j,
posiada form¢ monografii, a uklad pracy jest typowy dla prac eksperymentalnych. Nalezy
pokresli¢, ze znakomita wigkszos¢ rezultatow tych badan zostata opublikowana w 2 artykutach,

w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem (Puklo R. et al. 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, Pukio R. et al. 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). Material recenzowanej pracy doktorskiej Autorka zamiescita w 10 rozdziatach
na 144 stronach numerowanych. Po objasnieniu uzytych skrotow (str. 5-7) w rozdziale
pierwszym (str. 9-36) przedstawiono wstep, w ktorym opisano cytochrom P450, jego budowe
i funkcje (Tabela 1) wraz z réznicami wystepujacymi pomigdzy czlowiekiem i szczurem
(Tabela 2) oraz fizjologiczna regulacj¢ zachodzaca pod wptywem tego uktadu w watrobie oraz

moézgu. Podano takze wspotczesne poglady oddziatywania uktadu neuroendokrynnego na



funkcjonowanie cytochromu P450 (Ryc. 1), a takze zamieszczono informacje na temat uktadu
glutaminianergicznego, jego roli w neuroprzekaznictwie tak w mozgu (Ryc. 2, 3), jak i na
obwodzie oraz udziatu tego ukladu w patofizjologii schorzen neuropsychiatrycznych. W
kolejnym rozdziale przedstawiono cel pracy (str. 37-41), generalnie tozsamy z tematem
recenzowanej pracy, ktory dotyczyl zbadania wplywu zwigzku CP-101,606 (znanego tez pod
nazwg — traxoprodil) jako selektywnego antagonisty podjednostki GIuN2B receptora NMDA
na centralng neuroendokrynng regulacj¢ cytochromu P450 w watrobie, a w szczegdlnosci
identyfikacje struktur mézgowych 1 hormonow posredniczacych w tym procesie. W rozdziale
tym przedstawiono takze cele szczegotowe do ktorych nalezato dawko-zalezne wielokrotne
obustronne podania wybranego zwigzku do komoér bocznych moézgu szczura, obustronnie
podanie do jader podwzgorza mozgu: jader przykomorowych (PVN) lub jader tukowatych
(ARC) 1 nastepnie ocena aktywnosci wybranych izoenzymdw cytochromu P450 wraz z analizg
ich ekspresji na poziomie mRNA oraz biatka w mikrosomalnej frakcji watroby szczurow.
Ponadto postanowiono zmierzy¢ w takich warunkach do$wiadczenia stezenia hormonu
wzrostu, kortykosteronu, troéjjodotyroniny i tyroksyny we krwi zwierzat oraz takich hormonow
jak somatoliberyna i somatostatyna w przysadce mozgowej oraz w jadrach podwzgorza.
Dodatkowo w celach poré6wnawczych zaplanowano zbadanie bezposredniego wptywu zwigzku
CP-101,606 na aktywno$¢ wybranych enzymow cytochromu P450 w szczurzych mikrosomach
watrobowych. W rozdziale tym zamieszczono rowniez schemat badan utatwial §ledzenie
realizacji zalozen recenzowanej dysertacji (Ryc. 5). W kolejnym rozdziale zatytutowanym
»Materiaty 1 Metody” (str. 42-58) szczegétowo omowiono metodyke badan wraz ze
stosowanymi metodami, ktore znalazty zastosowanie w przeprowadzonych eksperymentach
m.in. podawanie domoézgowe zwigzku CP-101,606 szczurom, przygotowanie materiatu
biologicznego, badanie aktywnosci wybranych enzymow cytochromu P450 z wykorzystaniem
specyficznych substratéw metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) oraz
oznaczenie: 1) poziomu biatka wybranych enzymow cytochromu P450 w mikrosomach
watroby technika Western blotting, 2) poziomu mRNA wybranych genéw CYP w watrobie
technikg RT-PCR, 3) poziomu wybranych hormondéw przy pomocy zestawdéw ELISA.
Rezultaty przeprowadzonych do$wiadczen umieszczono na 29 rycinach (Ryc. 6-39) i
zamieszczajac je wraz z ich szczegdtowa analizg poparta wnioskowaniem statystycznym w
rozdziale zatytutowanym ,,Wyniki” (str. 59-93). Otrzymane dane doglebnie przedyskutowano
w rozdziale zatytutlowanym ,Dyskusja” (str. 94-107), w ktorym dodatkowo zestawiono
otrzymane dane w dwodch tabelach (Tabela 4, 5) dla ulatwienia wnioskowania wraz z

zaproponowanym przez Autorke dysertacji schematem mechanizmu wplywu blokady
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podjednostki GIuN2B receptora NMDA na neuroendokrynng regulacje watrobowego
cytochromu P450 u szczura (Ryc. 36). Spis cytowanych prac (str. 116-143) obejmuje 238
pozycji pismiennictwa opublikowanych w latach 1960 — 2025 (wraz z klasyczng publikacja
Karl Joachim Netter’a z 1960 r. dotyczaca pozyskiwania mikrosoméw czy praca z 1962 r.
poswigcong opisowi cytochromu P450 przez Tsuneo Omurg i Ryo Sato), w tym 91 pozycji w
ostatnich 10 latach (tj. 2015-2025), gtownie pochodzacych z czasopism specjalistycznych oraz
1 monografi¢, ktére $cisle sa zwigzane z tematyka przedstawiang tak we wstepie, jak i
umiejetnie wykorzystywane w dyskus;ji.

Na podstawie otrzymanych wynikow Autorka sformulowala 10 wnioskow (str. 108-
109), z ktorych pierwszych 7 ma charakter wnioskow bezposrednio odnoszacych si¢ do
otrzymanych wynikéw stwierdzajac m.in., 1z ,,Wyniki uzyskane po 5-dniowych podawaniach
zwiagzku CP-101,606, selektywnego antagonisty podjednostki GluN2B receptora NMDA, do
komor bocznych moézgu szczura wywotaty efekty odwrotne anizeli po podaniach obwodowych
(wzrost 1 spadek)(...)”, ,,R0znice obserwowane po podaniu réznych dawek zwigzku CP-
101,606 do komor bocznych mozgu szczura mogty by¢ z kolei pochodng odmiennej dystrybucji
zwiagzku w obrebie narzadow okotokomorowych (..)”, ,,Pieciodniowe podawanie zwigzku CP-
101,606 do jader przykomorowych lub tukowatych podwzgoérza wywotato szereg zmian w
ekspresji 1 aktywnosci watrobowych enzymoéw CYP (spadek) oraz w poziomie hormonow.(..),
»Mechanizm centralnej regulacji neuroendokrynnej, za posrednictwem ktérego badany
antagonista NMDA moze wplywa¢ na obnizenie ekspresji 1 aktywnosci watrobowych
enzymow CYPIA, CYP2A, CYP2B, CYP2C11 1 CYP3A przebiega poprzez stymulacje
wydzielania somatostatyny oraz zahamowanie wydzielania GHRH z podwzgorza, (...),
»Kierunek dziatania antagonisty receptora NMDA podanego lokalnie do jader
przykomorowych lub tukowatych podwzgdrza na watrobowy cytochrom P450 byt podobny,
(...), »,Badania in vitro z uzyciem szczurzych mikrosomoéw watrobowych wykazaty, iz zwigzek
CP-101,606 nie wplywa bezposrednio na regulowane hormonalnie enzymy CYP2A, CYP2B,
CYP2C11 oraz CYP3A” oraz ,Zwigzek CP-101,606 nie wptywat na enzymy CYP2C6 i1
CYP2D, ktore nie sg podatne na regulacje hormonalng”. Natomiast wnioski 8-9 maja charakter
raczej konkluzji podsumowujacej, a wniosek 10 jest raczej pewna sugestia dotyczaca
ewentualnego medycznego wykorzystania otrzymanych wynikow

W pracy zamieszczono rdéwniez streszczenie w jezyku polskim (str. 110-112) i

angielskim (str. 113-115), natomiast nie zawarto zaréwno spisu rycin jak i tabel.



Przedstawiona do oceny praca ma charakter odpowiadajacy wymogom rozpraw
doktorskich bazujacych na badaniach eksperymentalnych w postaci monografii, prowadzonych
w szerokim zakresie i precyzyjnie udokumentowanych. Dysertacja ta wyrdznia si¢ nie tylko
dobrze opracowanym, opartym na aktualnym, Swiatowym piSmiennictwie wstepie, ale
takze dokonaniem wlasciwego doboru metod do przeprowadzenia badan zakreslonych w
celu pracy wraz z wyznaczonymi celami szczegdtowymi.

Chciatbym pokresli¢, ze podjety przez Autorke temat wpisuje sie¢ z coraz czesciej
podkreslany wazny dialog metaboliczny wzdluz osi ,,watroba—mo6zg” wskazujac, ze jest on
dwukierunkowy, cho¢ trzeba przyznaé, iz droga aferentna ((komunikacja ,,watroba—mozg”),
niz droga eferentna (komunikacja ,,m6zg-watroba” - bedaca przedmiotem dysertsacji) jest
bardziej znana 1 czeSciej bywa przedmiotem badan, co zapewne jest zwigzane z
wystepowaniem znanych schorzen np. encefalopatii watrobowej (Yang X. et al. Metabolic Crosstalk
between Liver and Brain: From Diseases to Mechanisms. Int J Mol Sci. 2024; 25(14): 7621).

Generalnie przedstawiona dysertacja spetnia kryteria wlasciwego sposobu
rozwiazywania problemy naukowego, a wiec postawienia hipotezy o istnieniu zaleznosci
miedzy uktadem glutaminianergicznym w moézgu a jego oddzialywaniem na procesy
peryferyjne, w tym przypadku metabolizm zachodzacy przez uktad wybranych izoenzymoéow
cytochromu P450 w watrobie, i sposobu jej zweryfikowania jest wlasciwa. Wybrane bowiem
narzedzia, a wigc uzycie wlasciwego antagonisty receptora zwigzanego z badanym uktadem
neuroprzekaznikowym, odpowiedni sposob podawania substancji do slusznie wybranych
czgsci mozgu (podanie do komor bocznych mozgu, podanie do jader przykomorowych (PVN)
lub tukowatych (ARC)), wynikajacy ze znajomosci mozliwosci dzialanie glutaminianu na
receptory NMDA w podwzgorzu, polaczone z pomiarem zwigzanych z aktywnoscig
podwzgodrza i przysadki takich hormondw jak somatolibertyna, somatostatyna i uwalnianych
do krwi hormonu wzrostu, kortykosteronu, trojjodotyroniny (T3), czy tyroksyny (T4) wraz z
zastosowaniem wlasciwych metod oceniania aktywno$ci wybranych izoenzyméw cytochromu
P450 oraz ich ekspresji na poziomie mRNA i biatka wraz z interesujaca, wynikajaca z
posiadanej wiedzy dyskusja 1 umiej¢tnoscig wyciggania odpowiednich wnioskow na podstawie
otrzymanych danych stanowi dowod na umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej przez mgr inz. Renat¢ Puklo.

Chciatbym w tym miejscu podkresli¢, ze wykonanie wszystkich badan byto zwigzane
z wykonaniem przeszto 3000 oznaczen jednostkowych, stad ich organizacja, wykonanie oraz
analiza na pewno stanowito duze wyzwanie dla Autorki recenzowanej dysertacji, z czym sobie

doskonale wg mojej opinii poradzila.



Udzial wktadu Doktorantki w powstanie dysertacji jest bardzo wysoki i dominujacy,
bowiem poréwnujac dane zamieszone w recenzowanej monografii nalezy stwierdzi¢, ze sa one
praktycznie tozsame z danymi zawartymi w dwoéch (wspomnianych juz wczesniej)
publikacjach z roku 2023 1 2025, w ktérych mgr. inz. Renata Puklo jest pierwszym autorem.

Otrzymane wyniki wraz z przedstawionymi wnioskami przez Autorke wskazuja, ze
istnieje wplyw ukladu glutaminianergicznego na regulacje cytochromu P450 w watrobie,
tym samym realizujac zalozony cel pracy, co stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego przez mgr inz. Renat¢ Puklo.

Mimo bardzo dobrej, miejscami doskonatej tresci jak 1 formy tej pracy, nie uniknigto
tez pewnych, acz nielicznych, niescistosci badz uchybien.

Po pierwsze - nie do konca wiadomo, dlaczego wybrano taki a nie inny uktad
doswiadczenia, innymi stowy, dlaczego podawano wybrany zwigzek 5-krotnie 1 skad si¢ wziely
takie (tj. 6, 151 30 pg) a nie inne dawki tego zwigzku. Rozumiem, ze zapewne oparto si¢ na
schematach poprzednich badan nad wptywem innych uktadow neuroprzekaznikowych na
aktywno$¢ enzyméw cytochromu P450 w watrobie, sadzg jednak, iz ten fakt winien byc¢
jednoznacznie wspomniany.

Po drugie - opis otrzymanych wynikow, w ktorych wartosci po podaniu stosowanego
zwigzku nie réznity si¢ statystycznie znamiennie do wartosci kontrolnych nie powinien
obejmowac dalszych rozwazan, np. o efekcie jego podawania w poszczegdlnych dawkach (np.
Ryc. 8 — wptyw CP-101,606 na aktywno$¢ CYP2A mierzonej na podstawie szybkosci 7a-
hydroksylacji testosteronu; Ryc. 9 - wptyw CP CP-101,606 na poziom biatka aktywnos$¢
CYP2B; Ryc. 10 — wplyw CP-101,606 na aktywnos¢ enzymu CYP2C6 mierzonej szybkoscia
7-hydroksylacji warfaryny; Ryc. 12 - wptyw CP-101,606 na aktywno$¢ enzymu CYP2D; Ryc.
14 - wptyw CP-101,606 na poziom somatostatyny czy trdjjodotyroniny).

Do pewnej niescistoSci mozna tez zaliczy¢ przytaczane informacje we wstepie o
wplywie zmienno$ci migdzyosobniczej obserwowanej w przypadku izoenzymu CYP3A4 z
wynikajacej z istnienia czynnikow genetycznych i pozagenetycznych, a wptywajacych na
ryzyko dziatan niepozadanych ,zwlaszcza w przypadku lekow o waskim oknie
terapeutycznym, jak na przyklad leki przeciwnowotworowe” (str. 12). Nie negujac
wystepowania waskiego indeksu lekow przeciwnowotworowych, chcialbym jednak
wspomnie¢, ze obecnie z uwagi na wielo§¢ grup farmakologicznych do ktorych zaliczamy leki
stosowane w leczeniu choréb nowotworowych i wielu réznic wystepujacych pomie¢dzy nimi
jesli chodzi o ich profil farmakologiczny, uzyte przez Autorke sformutowanie jest bardzo

ogolnikowe 1 niesie niewiele za sobg tresci.



Chcialbym takze wspomnie¢, iz nazywanie uzytego przez Autorke zwigzku
modelowego CP-101,606 lekiem (str. 39) jest pewnym naduzyciem, bowiem wydaje si¢, ze jak
dotad zwigzek ten nie jest zarejestrowany jako lek nigdzie przez zadna agencj¢ zwigzang z
dopuszczaniem lekéw do obrotu, o czym zresztag wspomniano we wstepie (str. 34).

Przedstawione wyzej uwagi sa jednak nieliczne i1 majg charakter w wigkszos$ci
porzadkowy, stad nie umniejszajg wartosci przedstawionej do recenzji pracy, co upowaznia
mnie do wnioskowania o wyroznienie tej pracy.

Uwazam, Ze recenzowana praca zastuguje na wyroznienie, m.in. dlatego, iz pokazna
czgs¢ wynikow zamieszczonych w dysertacji zostala juz, jak wspomnialem wyze;j,
opublikowana w bardzo dobrych zagranicznych specjalistycznych czasopismach naukowych o

wysokim wskazniku oddzialywania z udziatem Autorki ((Pukto R. et al. 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, Puklo R. et al. The neuroendocrine regulation of hepatic cytochrome

P450 by N-methyl-D-aspartate receptors in the paraventricular and arcuate nuclei of the hypothalamus. Drug Metal
Dispos 2025; 53: 100143). Wedlug mojej opinii mgr inz. Renata Pukto wzorowo zrealizowata
badania zwigzane z postawionym, zatozonym celem pracy, a otrzymane wyniki wnoszg istotne
nowe tresci do wspodlczesnej wiedzy na temat powiazan istniejagcych w ramach tzw. osi ,,mozg-
watroba”.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Renaty Puklo
spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pdzn. zm.). Wnosze wiec do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie o
dopuszczenie Pani mgr inz. Renaty Puklo do dalszych etapow postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie

nauki farmaceutyczne.
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