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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pana magistra Przemystawa Danka pt.:
,Interakcje nowych atypowych neuroleptykow z cytochromem P450”
wykonanej w Zakladzie Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekow Instytutu
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem prof. dr hab. Wiadystawy Anny Daniel oraz
prof. dr hab. Wojciecha Piekoszewskiego z Wydziatu Chemii UJ.

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana magistra Przemystawa Danka
wpisuje si¢ w cykl badah, od lat prowadzonych pod kierunkiem Pani prof. dr hab.
Wiadystawy Anny Daniel, dotyczacych znaczenia fizjologicznego i farmakologicznego
ukladu cytochromu P450, ze szczegdlnym uwzglednieniem udzialu izoenzymoéw cytochromu
P450 w katalizowaniu glownych szlakow metabolicznych lekéw psychotropowych w
wattobie i mozgu. Praca doktorska pt.. “Interakcje nowych atypowych neuroleptykdow z
cytochromem P450” jest obszernym studium dotyczacym kompleksowej oceny wplywu
asenapiny, iloperidonu i lurasidonu, nowych atypowych neuroleptykow wprowadzonych do
terapii schizofrenii na przestrzeni ostatnich lat, na aktywnos¢ i ekspresj¢ izoenzymow
cytochromu P450 w mozgu i watrobie. Enzymy CYP450 biorag udzial w metabolizmie
wickszosci lekéw stosowanych w codziennej praktyce klinicznej oraz innych ksenobiotykéw 1
substancji endogennych. Wykazano, ze atypowe leki przeciwpsychotyczne stosowane w
teczeniu schizofrenii, w odréZznieniu od typowych neurolepiykéw, sg skuteczne w leczeniu
objawow wytworczych oraz negatywnych schizofrenii. Wywotuja mniej dziatan
niepozadanych i sg korzystne w leczeniu pacjentéw opornych na konwencjonalne leki
przeciwpsychotyczne. Podczas leczenia schizofrenii neuroleptyki sg stosowane przewlekle,
aby wywola¢ efekt terapeutyczny i zapobiega¢ nawrotom choroby. Ich diugotrwate
stosowanie moze powodowac interakcje z enzymami cytochromu P450, co moze mie¢ wplyw
nie tylko na metabolizm innych lekéw stosowanych jednoczesénie z neuroleptykami, ale takze
fizjologicznie waznych endogennych substancji. Dotychezas w literaturze naukowej zostaty

opisane izoenzymy CYP450 biorgce udzial w metabolizmie asenapiny, iloperidonu i



lurasidonu. Brak jest badafn na temat wplywu tych lekéw na aktywnos¢ i ekspresje
izoenzymow metabolizujacych te leki, zwlaszcza podczas dlugotrwatej terapii. Dlatego temat
badawczy podjety przez Pana magistra Przemystawa Danka nalezy uzna¢ za oryginalny 1
uzasadniony. Poznanie i uwzglednienie wptywu mechanizméw interakcji pomiedzy badanymi
lekami a izoenzymami CYP450, a szczegolnie wplywu na mechanizmy regulacji CYP450,
moze mie¢ znaczenie w zwickszeniu skuteczno$ci i bezpieczefistwa podczas przewlekle)
terapii schizofremi. Praca jest doskonalym przykiadem kompleksowego podejscia do
wyjasnienia mechanizmoéw wplywu atypowych neuroleptykéw na aktywnos¢ 1 ekspresje
CYP450 w watrobie i moézgu. Badania wykonano in vitro wykorzystujac rozne modele
doswiadczalne, takie jak: ludzkie mikrosomy watrobowe, Supersomy zawierajace ludzkie
enzymy CYP o zdefiniowane] ekspresji 1 hepatocyty pochodzace od trzech dawcow oraz in
vivo u szczurow, ktore otrzymywaly neuroleptyki przez okres 2 tygodni. Przeprowadzone
badania poszerzaja wiedze¢ na temat interakcji nowych, atypowych neuroleptykow z
enzymami CYP450, zwlaszeza o zmiany zachodzgoe przy przewiekiym stosowaniu tych
lekéw oraz uwzgledniajg badania dotyczace mézgowego cytochromu P450. Uzyskane wyniki
nalezy uzna¢ za oryginalne osiagniecie naukowe Autora. Majg one nie tylko znaczacg wartos¢
naukowa, ale takze praktyczng. Moga by¢ wykorzystane w praktyce klinicznej. O wadze
uzyskanych wynikéw $wiadcza prace opublikowane na podstawie tej rozprawy, w
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym z listy filadelfijskiej, ktérych Doktorant jest
wspdtautorem.
Formainy opis rozprawy

Tres$¢ rozprawy przedstawiona na 177 stronach, wzbogacona 4 tabelami i1 38 rycinami,
ktére przedstawiono zbiorczo w rozdziale X w postaci osobnego zalacznika, jest zgodna z
tematyka podjetych badan. Praca ma uklad typowy i zawiera wszystkie elementy wymagane
w tego typu opracowaniach, takie jak: wykaz skrotow uzytych w pracy, wstgp bedacy
wprowadzeniem 1 uzasadnieniem do zaplanowanych do$wiadczen, cel pracy, opis materialu
badawczego 1 zastosowanych metod, wyniki, dyskusj¢ i wnioski, streszczenia w jezyku
poiskint i angielskim, bibliografie sktadajgea sic z 294 pozyeji prawidlowo cytowanych w
tekécie, wozonych w sposob logiczny i uporzadkowany oraz informacj¢ o finansowaniu
projektu i spis publikacji, w ktorych zostaty opublikowane wyniki zrealizowanych badan
przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej.
Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Wstep rozprawy stanowi doskonate wprowadzenie czytelnika w zagadnienia, ktore

byly celem podjetych badafi. Doktorant szczegétowo omowil budowg cytochromu P450, jego



role w metabolizmie zwigzkow endogennych i ksenobiotykow oraz miejsca wystgpowania
izoenzyméw CYP450 w organizmie, podkreslajagc ich zmienno$¢ migdzygatunkows, jak
réwniez konserwatywno$¢ i podobienstwo sekwencyjne niektérych z nich. Pozwala to na
ustalenie u zwierzat sekwencji analogicznych do ludzkich i prowadzenie badafi z udziatem
organizmow modelowych. Uwzglednit podobienstwa i rdéznice izoenzymow CYP450 u

cztowieka 1 szczura, ktory byl obiektem przeprowadzonych badan in vivo. Na szczegolng

uwagg zastuguje rozdziai dotyczgey fizjologiczinej regulacii cytochromu P456 w watrobie. W
oparciu o najnowsza wiedze, Autor omowil mechanizmy regulacji aktywnosci i ekspresji
CYP450 na poziomie obwodowym i molekularnym oraz neuroendokrynna regulacje
cytochromu P450 przez uklady monoaminergiczne. Osobny rozdzial poswigcil regulacji
mozgowych enzymow CYP450, ktore takze byly przedmiotem Jego badan. W ostatniej czgscl
wstepu  przedstawit  charakterystyke  badanych lekéw oraz  wplyw  lekow
przeciwpsychotycznych na watrobowe i moézgowe enzymy cytochromu P450. Doktorant
zwrdcit uwage, ze wplyw lekdéw przeciwpsychotyczinych na enzymy CYP456 jest zlozony.
Leki te moga bezposrednio lub posrednio, na drodze réznych mechanizmow, wpltywac na
aktywnos$¢ i regulacje ekspresji CYP450, powodujagc wystgpowanie istotnych klinicznie
interakcji lekowych podczas diugotrwalej terapii neuroleptykami. Oceniajac te czgs$é
rozprawy doktorskiej na podkreslenie i uznanie zastuguje bardzo dobra znajomos¢ badanej
problematyki. Autor omdéwit w sposdb wyczerpujacy, w oparciu o najnowsze badania
zagadnienia, ktore postanowit zrealizowaé w swojej pracy doktorskie;.

Cel tozprawy dokiorskiej zostal dokladnie przemyStany. Autor uzasadnil istotg i
znaczenie zaplanowanych badan oraz przedstawit ogélne zatozenia pracy. Ze wzgledu na
roéznice w sktadzie jakosciowym i ilosciowym izoenzymow CYP450 w watrobie i mozgu oraz
réznice w regulacji enzyméw w poszczegdlnych narzadach i tkankach, badania przeprowadzit
in vitro oraz in vivo z wykorzystaniem kilku modeli badawczych. Pozwolilo to na wyjasnienie
kompleksowego wptywu atypowych neuroleptykéw na aktywnos¢ i ekspresj¢ watrobowych 1
mozgowych enzymoéw CYP450 podczas przewlektego stosowania tych lekow, ponadto
oddzialywania pomiedzy badanymi fekami a ukfadami neuroprzekaznikéw w oSrodkowym i
obwodowym ukladzie nerwowym oraz wplyw na metabolizm substancji endogennych,
bioragcych udzial w regulacji ekspresji enzyméw CYP450. Podjete badania wskazuja na
bardzo szeroki zakres pracy wlozonej w realizacje tych zalozen oraz zastosowanie

nowoczesnych metod biologii molekularnej. Badania sa oryginalne i nie zostaly dotychczas

opisane w literaturze naukowej. Cel zostal przedstawiony w sposob jasny, dobrze



umotywowany i okreslony, jednoznacznie wskazujac na wnikliwe przeanalizowanie i
zaplanowanie podjetych badan, jako cato$ciowego eksperymentu.
Do tej czgsci pracy mam jedng uwage dotyczaca okreslenia: “chroniczne podawanie lekow™.
Autor uzywa tego okreslenia wielokrotnie, takze w innych rozdziatach, na rycinach 1 w
tabelach. Jest to bezposrednie thumaczenie z jezyka angielskiego 1 powinno by¢ zastgpione
okresleniem np. przewlekle lub wielokrotne podawanie lekow.
Muaterialy i metody

Do realizacji zaplanowanych badan Autor wykorzystal bardzo bogaty warsztat
naukowy 1 nowoczesne metody analityczne. Techniki te wymagaty duzej wiedzy teoretycznej
i umigjetnosci manualnych. Szczegélowo opisal wszystkie zastosowane procedury w
poszczegblnych modelach badawczych. W modelu 1 badal bezposredni wplyw atypowych
neuroleptykow na aktywno$¢ enzyméw CYP450w ludzkich mikrosomach watrobowych 1
Supersomach. Szybko$¢ specyficznych reakcji metabolicznych oceniat w nieobecno$ci oraz
obecnosei leku dodanego in vitro. Stgzenia substratéw i ich metabolitéw oznaczano przy
uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg UV (dla CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP3A4) lub fluorescencyjng do oceny szybkosci reakcji hydroksylacji
bufuralolu katalizowanej przez CYP2D6. Metody te zostaly wykorzystane takze w innych
modelach, w ktorych oceniano aktywnos$¢ CYP. W podrozdziale 4.1 dotyczgcym badania
aktywnosci CYP1A2 za pomocg reakcji 3-N-demetylacji kofeiny, Autor napisal [cyt.]:
»otezenie specyficznego substratu kofeiny i jej metabolitu 3-N-demetylokofeiny
{paraksantyny)y oziaczano...” Takie sformutowante nie jest prawidtowe. Glowny metabolit
kofeiny — paraksantyna to 1,7-dimetyloksantyna, ktora powstaje w reakcji 3-N-demetylacji
kofeiny. Prawidlowa nazywa paraksantyny to 1,7-dimetyloksantyna, a nie 3-N-
demetylokofeina. W modelu 1I Autor badal posredni wplyw atypowych neuroleptykow na
aktywnos¢ i ekspresje enzymoéw CYP450 w hodowli ludzkich hepatocytéw, ktore byly
traktowane lekami przez 72 godz. Ekspresje genow CYP450 mierzono za pomocg oznaczania
poziomu mRNA enzyméw CYP w komodrkach watroby metodg qRT-PCR. W modelu III
Autor przeprowadzit pordwnawcze badania bezpodrediiego wplywu neuroleptykéw na
aktywno$¢ enzymu CYP2D w szczurzych mikrosomach watrobowych i mézgowych. Model
IV i V dotyczyt oceny przewleklego podawania wybranych neuroleptykow na aktywno$¢ i
ekspresi¢ CYP450w szczurzej watrobie i moézgu. W doswiadczeniu tym wykorzystano
mikrosomy watrobowe i moézgowe. W modelu IV specyficzne substraty dodawano do
mieszaniny inkubacyjnej in vitro, a szybko$¢ specyficznych reakcji badano w nicobecnosci

lekow, ktore podawane przewlekle in vivo zostaly wyplukane in vitro. W otrzymanych



mikrosomach zmierzono st¢zenie biatka odpowiednich enzyméw CYP oraz ilos¢ mRNA
genow kodujacych te enzymy. Dodatkowo, w surowicy oraz w przysadkach mézgowych
oznaczono st¢zenia hormondéw regulujacych ekspresje genow CYP przy uzyciu metody
ELISA. W modelu V wykorzystano mikrosomy pochodzace z réznych struktur mézgowych
szczura.

W aspekcie wykonawczym praca zastuguje na najwyzsze uznanie. Zastosowane
modele badawcze i techniki analityczne, pozwolily na uzyskanie obiektywnych 1
wiarygodnych wynikow umozliwiajgcych pelng oceng wplywu atypowych neuroleptykéw na
aktywnos¢ i ekspresje CYP450 w watrobie i mézgu. Cze¢s¢ doswiadczalna zostata bardzo
dobrze zaplanowana i przejrzyscie opisana.

Uzyskane wyniki poddano doktadnej analizie statystycznej i przedstawiono w postaci
tabel, rycin 1 opisow. Tabele i ryciny zostaly zebrane w jednym rozdziale X i dolgczone do
rozprawy w postaci zatacznika, co bardzo utatwia lekturg tej czgsei pracy. Nalezy podkreslic,
ze uzyskane wyiiki sg oryginailnym i interesujgcym wikladem Autora w rozszerzenie wiedzy
na temat mechanizmow interakcji i regulacji pomiedzy badanymi neuroleptykami a
enzymami CYP450, ktére metabolizujg wiele lekéw stosowanych w codziennej praktyce
klinicznej. Efekty tych badan moga by¢ wykorzystane w terapii w celu zwigkszenia jej
skutecznosci 1 bezpieczenstwa, zwlaszcza u pacjentdw z innymi chorobami towarzyszacymi
schizofrenii.

Dyskusja w przedstawionej do oceny pracy $wiadczy o znakomitej wiedzy Autora w
zakresie zagadnienn bedacych pizedmiotem rozprawy doktorskiej. Omdwienie wynikow
uzyskanych w poszczegélnych modelach doswiadczalnych jest logiczne 1 rzeczowe. Autor
przeprowadzit szczegolowg analize swoich badan, konfrontujac je z badaniami innych
zespotow badawczych. Na podkreslenie zastuguje podsumowanie zawarte w rozdziale
Dyskusja 1 obrazowe przedstawienie mechanizméw wplywu badanych neuroleptykow na
watrobowy 1 moézgowy cytochrom P450. Autor uwaza, Ze uzyskane wyniki stanowig
podstawe do dalszych badan na poziomie molekularnym, ktore pozwolilyby wskaza¢ nowe
aspekty dziatania farmakologicznego neuroleptykéw w centralnym ukladzie nerwowym.
Podsumowaniem przeprowadzonych badan jest sze$¢ wnioskow, ktore wynikajg bezposrednio
z analizy uzyskanych wynikéw.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Rozprawa zostala przygotowana niezwykle starannie, w oparciu 0 najnowszg

literature, w sposob swiadczacy o duzej wiedzy dotyczgcej przedmiotu zainteresowan Autora.

Nalezy podkresli¢, ze rozprawa zostala napisana poprawng polszczyzna. W tak obszernym



opracowaniu znalaztam jedynie pojedyncze bledy literowe oraz okre$lenia, ktére czesto
wynikajg z bezposredniego thumaczenia z jezyka angielskiego np.: str. 17 - fenytoiny a nie
fenytioiny, dziatanie represyjne na aktywnos$¢ receptora PXR — str. 23, kancerogeneza a nie
karcenogeneza str. 25, poprawne jest okredlenie ilo$¢, stezenie leku a nie poziom leku, czy
wyzszy poziom enzymu lub hormonu (str.30), sertindol a nie sertindon - str. 39, haloperidol a

nie haloperidon.

Rozprawe doktorskg Pana magistra Przemystawa Danka oceniam bardzo wysoko, a
wspomniane przez mnie uwagi, gldwnie natury redakcyjnej, nie obnizaja warto$ci ostatecznej
rozprawy. Badania, ktore byly przedmiotem rozprawy doktorskiej zostaly wykonane w
ramach 2 projektow finansowanych ze $rodkow NCN. Autor rozprawy byl kierownikiem 1
projektu. Potwierdzeniem wartosci naukowej uzyskanych wynikow jest siedem publikacji w
renomowanych czasopismach naukowych, ktérych Doktorant jest wspotautorem.

twisidzai, ze praca dokiorska ma duzg warto$é poznawczg, a uzyskaie wyniki moga
by¢ wykorzystane w praktyce klinicznej. Pan mgr Przemystaw Danek wypelnit wszystkie
zadania postawione w celu rozprawy. Wykazal si¢ znakomitg wiedzg teoretyczng w
reprezentowanej dziedzinie, przygotowaniem metodycznym w zakresie podjetych badafi oraz
umiej¢tnoscig analizowania wynikOw i wyciggania wnioskow. Jego rozprawa doktorska
stanowi oryginalny wklad w dziedzing badan na temat interakcji nowych atypowych
neuroleptykow z cytochromem P450. Uwazam, Ze praca stanowi znaczacy dorobek z
elementami nowosci naukowych, o czym $wiadczy opublikowanie uzyskanych wynikdw w
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. Rozprawa doktorska mgr. Przemystawa Danka w
petni odpowiada warunkom okreslonym w art.13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65 poz. 595 z pézn. zm.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego
Maja Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr. Przemystawa Danka do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednocze$nie, biorgc pod uwage wysoka warto$¢ merytoryczng
rozprawy doktorskiej oraz dorobek naukowy Doktoraiita, stawiam witiosek o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej Pana mgr. Przemystawa Danka (wniosek w zataczeniu).
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Whiosek

0 wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr. Przemystawa Danka

Zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej
Akademii Nauk w Krakowie z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr.
Przemystawa Danka pt.: “Interakcje nowych atypowych neuroleptykow z cytochromem P4507.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest doskonatym przykladem kompleksowego
podejscia do wyjasnienia mechanizmow wplywu atypowych neuroleptykow na aktywnos¢ i
ekspresje CYP450 w watrobie i mozgu. Prezentuje wysoki poziom merytoryczny, wpisuje si¢
w $wiatowe trendy zwigzane z badaniami nad poznaniem mechanizmoéw interakcji pomiedzy
lekami przeciwpsychotycznymi a cytochromem P450. Uzyskane wyniki nalezy uzna¢ za
oryginalne osiggni¢cie naukowe Autora. Majg one nie tylko znaczacg wartos¢ naukows, ale
takze praktyczng. Mogg by¢ wykorzystane w praktyce klinicznej. O wadze uzyskanych
wynikoéw $wiadczg prace opublikowane na podstawie tej rozprawy, w czasopismach o zasiggu
miedzynarodowym z listy filadelfijskiej, ktorych Doktorant jest wspdtautorem. Sumaryczny
Impact Factor tych publikacji wynosi 32,581. W 6 publikacjach mgr. Przemystaw Danek jest
pierwszym, a w jednej drugim Autorem. Badania bedace tematem rozprawy doktorskiej zostaty
wykonane w ramach 2 projektéw naukowych finansowanych przez NCN. Mgr Przemystaw
Danek byt kierownikiem jednego projektu.

Publikacje naukowe, ktore powstatly na podstawie przeprowadzonych badan:

1. Woéjcikowski J., Danek P. i wsp. In vitro inhibition of human cytochrome P450 enzymes
by the novel atypical antipsychotic drug asenapine: a prediction of possible drug-drug
interaction. Pharmacol Rep 2020, 72, 612-621. (IF=3,027)

2. Danek P. i wsp. The atypical neuroleptics iloperidone and lurasidone inhibit human
cytochrome P450 enzymes in vitro. Evaluation of potential metabolic interactions.
Pharmacol Rep 2020, 72, 1685-1694. (IF=3,027)

3. Danek P. i wsp. Asenapine and iloperidone decrease the expression of major
cytochrome P450 enzymes CYP1A2 and CYP3A4 in human hepatocytes. A
significance for drug-drug interactions during combined therapy. Toxicol Appl
Pharmacol 2020, 406, 115239. (IF=4,219)

4. Danek P. i wsp. The influence of long-term treatment with asenapine on liver
cytochrome P450 expression and activity in the rat. The involvement of different

mechanisms. Pharmaceuticals (Basel) 2021, 14, 629. (IF=5,863)



5. Danek P. iwsp. The effect of chronic iloperidone treatment on cytochrome P450
" expression and activity in the rat liver: involvement of neuroendocrine mechanisms.
Int ] Mol Sci 2021, 22, 8447. (1F=5,924)

6. Danek P. iwsp. Chronic treatment with asenapine affects cytochrome P450 2D
(CYP2D) in rat brain and liver. Pharmacological aspects. Neurochem Int 2021, 151,
105209. (IF=3,921)

7. Danek P. iwsp. Long-term treatment with atypical antipsychotic iloperidone modulates
cytochrome P450 2D (CYP2D) expression and activity in the liver and brain via
different mechanisms. Cells 2021, 10, 3472. (IF=6,6)

Powyzsze osiggniecia upowazniajg mnie do wystapieniaz wnioskiem o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej mgr. Przemystawa Danka pt.. “Interakcje nowych atypowych

neuroleptykdéw z cytochromem P4507.
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