
tM, (

U n iwersytet lVedyczny i m, Karola lVlarci n kowskiego
w poznaniu

Katedra Hematologii i Transplantacji Szpiku
. KIEROWNIK: prof. zw. dr hab. Krzysżof Lewandowski

60-569 Pomań, ul. Szamarzęwskiego 84 ; tęl. 061 854 93 83/ fax : 0 61 854 93 56
e-mail: lęwandowski@ump.edu.pl; secretariat: e-mail: jadwiga.dworek@skpp.edu.poznan.pl

Recenzja pracy na stopień doktora nauk ścisĘch i prryrodnicrych w dyscyplinie nauki

biologiczne mgr Iga Stukan pt. "Badania przedkliniczne rwiązku BK124 jako potencjalnego

leku przeciwnowotworowego".

Promotor pracy: prof. dr hab. Urszula Wojda
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prof. dr, hab. Urszula Wojda).

Gtówrrynr celet-ll pl,ac}/ było zbadarlie potenc.|alrre.j akt1,,wności przeciwlrowotworolvej nowe.i

pochodrrej dikarboksl,imidu, zlviązkLr BKl24 rv badarriach przedklinicznych przeprowadzonych rv

r,varunkaclr in vitro oraz in vil,o. BadaIlia przeprclrvadzot-lo stosLrjąc konrórki przew|ekłe.j białaczki

szpikowej (arrg, chrorric myelogenous leukenria. CMl-) lvvprorvadzone z kornórek kry'zy

erytroblastyczne.j pozyskanych od 56 letniej chorej (linia K562). rv konrórkach nracierz."-stych i

progenitororvych przewlekłej bialaczki szpikorve_j pobranych ocl pacjentów oraz rł, mysinr modelu

CML po ksenotransplarrtac.|i kornórek linii K562.

Oniówienie r,vvnikór.v badan eksper,"-,nentaln;-cil poprzedzone jest rozległy,ni wstępem dotyczącyn

przedstarvienia nclwotr,voróll, jako schorzeń genet},czllvch cyklrr konrórkor,vego. skupiając takze uwagę

na darlych epiderniologicznvclr doty,czący,cIl chorcib I]owotworo$,ych. etapach rozr,voju norvotrł,orów.

onkogenaclr. antvonkogenacIl i protclonkogenaclr. a także cechaclr clrarakteI,ystycznych nowotworów.

Ten rozdział przyeotor.vanej przez Autorkę dyseftacji potrłierdza.iej dLrzą znajomość poruszanej

problernatyki. takze z ur,vzględnieniem aspektólv historr,,czlly,ch. W kolejn,v.-tn rozdziale Autorka

przedstar,viła charakterystl,kę białaczek Lr ludzi. ze szczególnynl urvzględnienienl przeu,lekłej białaczki

szpikorvej, jej patogenezy. czynników prognostycznych oraz nowoczesnyclr tnetod terapii sclrorzenia z

zastosolvatlienr inhibitorów,kinazv ty,rozynollej BCR::ABL. Szczegółorł,o ornórviła znaczenie

wysokiej konstvtutywnej aktl,w,ności kinazy, tvrozyllowe.j BCR::ABL na t-1-1nkcję zmienionych

konrórek macierzystvch szpikLr. w t},m zakłócenie przekazvrvania sygnału konrórkowego ścieżką JAK-

STAT. PI3K/AKT/mTOR oraz RAS/RAF/MEK/ERK, Ich dokladna charaktery,sty,ka była

wpror,vadzeniem do lepszego zrozrtmienia lneclraniznru działania lekLr badanego - BKl24. W

kolejnym rozdziale lvpror,vadzenia ALrtorka przedstawiła rnetody leczenia nowotrvoróll.

chara,kteryzując mechanizn działania r,vybranych lekóu c),tostatycz1-1ych. W opinii Recenzenta.

niezależnie od przedstawienia lnechatlizmu działarria podstarvowl,clr leków cytostatycznycIr
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stoso§,anycIl w terapii ilurych tlowotr.vorów. lv iecej uwagi nalezało poświęcić t-lreclranizlnonr

działania lekórv stosowanyclr uprzednio lv terapii CML. rł, tym bLrsulf-a|]tl oraz lrydroksykarbarnidu.

Należałoby takze podkreślić że w terapii CML stosowany,.iest takze ponat1,,nib i allosteryczll)" inhibitor

kinaz1, BCR::ABL _ asciminib.

Bardzo waznym elenrentetn rł,prolvadzenia .jest omólvienie nrechanizmów oportrości pierlvotnej oraz

naby,tej na leczenie. a takze lnechanizmórv oporności na leczenie zalezny,ch i lliezaleznl,ch od kinaz1,,

BCR-ABL. Dane te są dclbrą ilLrstrac.ją złozonego lnecllanizll-1l-r poterrcjalIrej oporności komórek

przelvlekłej białaczki szpikclrł,e.j rra dotychczas stoso\\,ane Inetodv leczetlia ipotwierdzają potrzebę

poszuk irł,an ia tloll t,ch sLrbstanc.j i leczn icz1,,clr.

W ostatniej części wstępu Autorka przedstawiła aktiralny,staIl badań nad dikarboks,r-irnidami. w tym

poclrodnymi naftalenoimidu (arnonafid. nritonafid) interkalLrjący,rni do DNA oraz hamującymi

działanie topoizonrerazv I| oraz talidoInidenl. lekiern ilnlnulrotrroduItljąc1,1ll. halnLriąc1 m arlqiogenezę

porvszeclrnie aktualnie stosou,anvm \\ terapii szpiczaka nrnouiego. Właśnie _ieden 7-

dikarboksyirnidów. opracowan),iwr,łoniony,spośród porlad 80 potenc_ialn1,,ch cytotoksycznyclT

substarrcji terapeut),czllyclr przez polskie zespoły badarrcze - BKl2,1. posiada_jącl,rv srvojej brrdowie

część heterocykliczllą ftalimidLl oraz rozgałęziotlr,łańcuch ac1,Ior,vy. zosta]l clceniony w ranraclr badati

przedkliniczny,clr przez Autorkę przedstalvionej do recen{i pracy doktorskiej .jako potencjalny lek

cytostatyczny przydatny w terapii CML.

Cele szczegó]owe pracy obejrrrował1, ocenę podstarrorve_j cytotoks1,,czności induko\vanej przezBK124

lv komórkach ludzkie.i CML" określenie zdolrlości BK124 do halnowania cyklu kolnórkorł,ego.

aktywacji apoptoz},inodLrlac.|i szlakóu,svgnałorrvclr zu,iązanyclr z proliferacją iprzeżlciern komórki

nowotworowej, r.vyznaczenie podstarvorvvch paralnetró*, farnlakokinetycztll,clr BK12.1 rr rnodelu

zwierzęc.n',m. ocenę skuteczności przeciwno\\ot\\oro\\ej zlviązku BKl24 w ml,sitll modelu

ksenotransplantacvjnyln. próbę indLrkcji oporności r,rielolekowe_i t"vptr I (MDRi) przez BK12,1 oraz

okreśIenie wrazlirvości komórek CMt, o fenotlpie MDRl na BKl24^ a także cltotoksvczności

zlviązku BKl24 rvobec konrórek tnaciet,z.n-st."-,ch białaczki C]D3.ł-t pozl,skan_"-ch od nie leczony"ch

clrorych na CML l,v f-azie przerł,leklej.

Wymieniorre cele Doktorantka zrealizowała stosu.jąc llo\\oczeslle techniki badawcze, w tylT hodowle

komórkolve. rvielokolororł,ą cl,tofluor1,,lnetrię przepły,worvą z oceną imrnr.rnofenoty,pu a takze

markerów potwierdzającycl' wczesną i poźną fazę apoptoz} oraz śmierc kornórek. W

przeprorvadzonl"ch badaniaclr Doktorarrtka opanorvała także inne trudne techrriki badarvcze w tył
Western Blot oraz RT-PCR. Także analizorvaIre iprzedstarł,ione przez Doktorantkę wvniki badań

eksperytlrentalnl,ch nad toks."-cznością BK 1 2,1 na lnodelLt lrl5,silll i szczurz5,m zasługLrją na

wyrózrrienie. Konkltlr,ią przeprou,adzonr,,ch badali jest 6 rvniosktiw będących logicznym

podsumowanienr przeprorł,adzon},clt analiz. Wszy,stkie z nich znajdrrję pełne uzasadnienie lv rvl,rrikach

przeprolvadzon,"-clr badań, Waftyrn podkreślenia jak fakt dr,rzego pralvdopodobieristrva prakty,cznego

Str. 2



zastosowania ocenianego zu,iązku BK124 rł,rrieodległej przyszłości w terapii przewlekłe.| białaczki

szpikowej.

Aktualnie bowieln" niezaleźnie Ód pode.jmorvanych prób stosol.vania przerr.v w leczeniu inhibitorarni

kinaz1,,tvrozynowej BCR::ABL tr chorych w glębokie.j idługotrwałe.j odpowiedzi rnolekularnej,

prolvadzone są badania klirriczne nad zastosorrallielll terapii celowanej rv;-mierzc,lne_j w komórki

macierzyste CML. Przedstawiona do receIlz,jipracalvpisLtie się lvłaśnie lv ten nuft badań naukor.vyclr.

Szczegółowaanaliza uzy,skanl,cIt rvl,nikóu,zrodzila następujące pl,tallia:

l. . Czy, długotrwała hodorvla kolnórek CML i linii konrórkowe.j K562 nie prowadzi także do

innvch znlian czlnlrościcllvvclr mogącyclr znieniać wrazliwość komórek na lek badany?

2. Ocena toksyczności BKl24 opafta by,ła o ocenę rnakroskoporvą rrarządór,v itkanek a takze

ocenę morfblogii krrł,i. Taki nrodel oceny uniemozliwia ocenę neurotoksyczności.

kardiotoksl,czności i toksvcztlości rvobec konrórek śródbłonka traczvniorł,ego. Wymienione

ef-ektl,są t},powe dla talidonridu lektr z tej sarnej grupy,cherniczlrej co substancja badana. Cz1,

Doktorantka d1 spontrje danvnli lla temat lvylłołyrvallia przez BKl24 wyrnienionych efektórł,

niepożądanl,ch?

3. W korrtekście strr ierdzenia przez Doktorantkę że .-komórki K562-IIDR] . krórc majc1

lyv-indukolruny lttechtmiłn X,IDRl opomości łl0 leki przeciv:nov:Oht0l,tllt,t,, t,L,LlglljL!

zlłiększonq ek,spresjq pOillp| na powierzchłli komórki y, oclpov,iec]zi nu ,rlres v|,u,ołcln|

tliclzkiem BKl21. .Jednak, : infbrmucji ną lelltttt odsetku komórek lpop|otvcztl\:ch 0r(lz leslLl

1,ITT v,.vnika, ze nie jest to u,..vsturczajclc,e, zebv obronić komórkę przecl indttkcjc1 ttlltlpto:l,pocl

wpłwtem BK]2ł": nalezy postawić pvtanie: Cz_v obserlvowal]e ef-ekty, cl,totoksl,czne są

zależne od długo- czy,krótkotrlvałe_i ekspozycji kornórek CML na substancję badalrą?

1. Co było co bl,ło rrośnikiem dla inratr,,nibLr ihydroksl,karbanridu podar.vany,clr lv t-nodelu

zrv ierzęcym drogą pokanT o\\,ą']

5. Jaki był porvód onrarviatlia ri,dy,skLrs.ii fannakokinetyki lekórł trie stosor.vanyclr rv terapii

przer,vlekłej bialaczki szpikorve.j'/ Wl,daje się. że bardzie zasadne b1,,łoby omówienia

f'arnrakokirretvk i i nhi bitorów kinazy, t1,,rozynor.vej BC R: : A B L?

6. W _iaki sposób obliczono ekr,virvalentność dar,vek sr_rbstancji badanej stosolvanyclr r,r, badaniach

hodorł,lanvch i na Ilodelu zrvierzęcvtn?

Uwagi:

1. W pracy, obecne są dośc liczne błęd1,, literorve (np. str. 8 l . 85. 93. l l 8. 126. l27)- a takze błęd5,

rł,ynikające zużvcia błędne.jtenninologii(np. str. l12 CML lnoze ewoluorvać do tazy kry,zy,

litnfb-. nielo-. ervtro- lub rzadzie.j me_eakarioblast.vczne.j). Jak dotąd nie opisano transforlnac.ji

clroroby ..rv ostrą białaczkę lilnfocytarną"
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2. W Tabeli lB, Kltłczoll)e porametr),.fttrmctkokinelyczne ;rt,iclzku BK|21 y; tnodeltt łtt))sz|,Balhic

, dwr-rkrotrrie podancl dane dotyczące dro_qi dootrzewnorł,ej podania srrbstanc_j i badarle.j

3. W CML nroże dojśc do zd.ięcia/naciekólv narządolvych, W tyn przvpadku słaba perretracja

BK124 do przestrzelli pozallacz1lliorrej nie jest zaletą

4. Dokładna charakterystyka komorek nracierzystych przervlekłe.i białaczki szpikor.vej to

CD34+/CD38-/Lyn

5. Co do strvierdzenia ,,AkĄy,nośc z,riqzku BKl21 nie ogruł,ticza się do komrlrek przev,lekłąj

białaczki szpikowei. ('haruklerll:tje go róy,niez y,ysoku cytrltoksyczltośc lłzglęclem tl,ttt,łj

hiulac:ki ,s:pikov,e.j (AMLl" nalezl,str,vierdzić ze oba olnarviane typy nor,votrvorórł

rvywodzą się z linii nieloidalnej. więc nie dzilvi brak róznic

ó. We wnioskach - ^.Zwiq:ek BKl21 jest c.l,totoksl:człtt,cllct luclzkich ktnnrirek pr:ev,leklej

bialuczki szpikov:e.j linii K5ó2, pochodzqcef z krv:.v hlosrvcznei"- porvinno bl"ć

erytroblastvczne.j

7. We lvprorvadzeniu: ..W u,:ec:iej fazie baclcłi klinic:ny,c:h (próbu kliniczna IRIS1, imutinih jakct

ntonoterapict s7ltll1,oclou,ąl y:ystqpieltie c,ulkolrite j oclpov,ieclzi cvtogennej (ung. Contplete

cytogenic resl)llls(, CCR)" - porvinno bl ć ..W trzecie_j fazie badari klinieznych (próba

kliniczna IRIS). ilnatirrib.jako monoterapia spouodolval rvy,stąpienie całkowitej odpowiedzi

cytogenet\ czne.i ( ang. Complete cytogenet i c fesponSe. CC R)"

8. We rłprolvadzeniu,,"Przeprowctclzono viele pl,óh klinicznvch, vr których pod kontrolq lekarzu,

pcłcjenci 1lr:ertlt,ttli leczenie imatinihent ". Pt,ze1,lł,alrie terapii w warunkach kontrolorł,anyclr

tnożtra rozrłaz1,,ć jedl,nie w przr"padku Ltzr skania uprzednic,l trlvałe.i odporviedzi głębokiej

(mininlttm MR4.0). tnvające.j dłLrże.j niż j-5 lat. Poprar,vkatakzę dotyczl,stu,ierdzetria. ,,.Ieżeli

chorv v,.fhzie chronicznej przevrlekle.j hiułut,:ki s:pikov,e j reuguje od1ltlv,ieclnio na 1lienrs:q

linię lec:zenia, lo zlluczv ttz.vskuno u ltiegrl glęhokc1 i dlugotl.u,ałq v,ięk.szc1 rilptlv,iedź

ntolekulttrnq (MMRI, tnożnu y,rly,c:tts r0:\,d:.vc odstq1:ienie od dttlsze.l leru1lii inhibitorami

kinuzy t1;1,ozlłtol,re.1'. " Co rvięce.j u Polsce dopuszczolre prawnie jest t1,1ko odstawietlie

Nilotvrribr,r (po spełnieniu r.v/r,l, rvarlttrktlrł ) _jeśli stosowany b1,1 u, l -linii terapii CML

podsumowanie

Przedstawiona dcl recenzji praca doklorska spełnia rłarunki określorle \\i alt. l 87 tJstarv1" z dnia 20

lipca20l8 roku Pral,vo o Szkolnictlvie Wt,zszrtn itrattce (Dz.U. z2O2h. poz, 47B,619. l630).

Wnikliwa analiza rezultatów badari przeprou,adzo1-1,-,ch prz,ez innl,ch członków zespołu badarvczego

przeprowadzona przez DoktoraIltkę rł zadeIr sposób nie unrniejsza waftości przeprowadzonych

samodzielnie badali i analiz. Także zgloszone ur.vagi ma.ją .|edl,rlie clrarakter uzLrpełniający. Należy

bolviem podkreślic. że przedstawiolla do recellzji praca doktorska potwierdza duże zdolności

Doktorantki rł,zakresie arralizy dany,ch lv sposób kornpleksorvy,.
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Tym sanytn proszę r.vysoką Radę NaLrkową Insty,tuttr Biologii Dośr.viadczalnej im. Marcelego

Nenckiego PAN o dalsze procedorvanie prac1 doktorskie.i Pani magister lga Stukan zgodnie z

oborviązującyn przepisalni. JedIlócześnie wnioskLr ję o rvyróznienie przedstar.vionej do recenzji prac}'.

Zwyrazami szacunku i poważania

prof. dr hab. med. Krzysztof Lewandowski
,S pe cj a l i,s t a c h o ro h w ev,n ę t rzłl.vc ll
Spe c.j al is tcl he m at o l o g
Spe cj al i s t a lran s pl un l o l o gi i kl in ic:n el

P oznań, 26 lipca 2023 roku

ł7.---'7

pral. di hab, med; 
[,ł,.:ł?l h*,ndow§ki

*- ], ;,oi "; ,,LoG ,_i-l Hąiit' ! 1,i,l ..',^,,ypę1l2nyc"
tpecialista o,t,i{. ) l," "
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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Igi Stukan pt.: 

„Badania przedkliniczne związku BK124 jako potencjalnego leku 

przeciwnowotworowego” 

 

Mimo stałego postępu wiedzy na temat przyczyn, przebiegu i leczenia choroby 

nowotworowej, pozostaje ona jedną z głównych przyczyn śmierci w krajach 

rozwiniętych, a związane to może być w równym stopniu z postępującą 

„antropogenizacją” środowiska człowieka, jak i z rozwojem cywilizacyjnym i 

związanym z tym wzrostem średniej długości życia. Rozwój strategii profilaktyki i 

leczenia nowotworów to jedno z najpoważniejszych wyzwań stojących przed 

współczesną medycyną, a największym wyzwaniem dla współczesnej onkologii 

klinicznej pozostaje rozwój lekooporności nowotworów. Dotyczy to również tych 

nowotworów, dla których dysponujemy już stosunkowo skutecznymi lekami. 

Jednym z nich jest przewlekła białaczka szpikowa, która występuje głównie u 

dzieci, a związana jest z występowaniem translokacji między chromosomem 9 i 22. 

Nowotwór ten zdolny jest do wykształcania lekooporności na skądinąd bardzo 

skuteczny w jego leczeniu imatinib. Z tego względu konieczna jest intensyfikacja 

badań nad nowymi lekami przeciw tej chorobie, a do tego konieczne jest 

uniwersalne podejście doświadczalne w sposób maksymalnie uniwersalny testujące 

konsekwencje i mechanizmy działania konkretnych substancji na komórki 

konkretnego nowotworu zarówno in vitro, jak i in vivo.  

Rozprawa doktorska Pani mgr Igi Stukan stanowi próbę określenia aktywności, 

a co za tym idzie potencjalnej przydatności jednej z nowo zsyntetyzowanych 

substancji z grupy dikarboksyimidów w leczeniu przewlekłej białaczki szpikowej. 

Wykorzystując wszechstronny warsztat badawczy, oceniła ona potencjał 

cytotoksyczny, farmakokinetykę i skuteczność terapeutyczną BK124 w modelu 

komórkowym K562 in vitro i in vivo. Badania te uzupełniła o analizy indukcji 

lekooporności komórek nowotworowych i skuteczności związku względem 

komórek pochodzących od osób chorych na białaczkę. Zaproponowana tematyka 

wpisuje się w aktualnie rysujące się trendy w onkologii doświadczalnej i 

klinicznej, gdyż obejmuje ona zarówno aspekty podstawowe, jak i kwestie 

potencjalnie kluczowe dla rozwoju nowych terapii nowotworów krwi.  

Praca ma rozkład typowy dla tego typu opracowań, mimo że wyniki w niej 

zamieszczone zostały już częściowo opublikowane. Składa się z dobrze 

skompilowanych Streszczeń w języku polskim i angielskim, tabeli skrótów, 

Wstępu, Celów Pracy, opisu Metod i Wyników, oraz ich Dyskusji, Literatury i 

Suplementu. Objętościowo jest ona dość obszerna, gdyż liczy 147 stron i zawiera 

29 rycin oraz 21 tabel, a bibliografia liczy 259 pozycji literaturowych, w tym 

publikacji, które uznać można za klasyczne, jak i najnowszych prac dotyczących 

tematyki pracy. Strona redakcyjna rozprawy nie wzbudza większych zastrzeżeń: 

praca przygotowana jest starannie, ryciny są czytelne i wyraźne, a liczba błędów 

literowych i usterek redakcyjnych (np. angielski opis wykresów na Ryc. 28), które 

zauważyłem, jest na tyle znikoma, że nie wpływa na jednoznacznie pozytywny 

odbiór całości rozprawy.  

Tło tematyczne badań stanowiących podstawę rozprawy zostało zarysowane w 

44-stronnicowym Wstępie. Autorka wprowadza w nim czytelnika w podstawowe 

zagadnienia dotyczące znaczenia cywilizacyjnego nowotworów i podstawowych 

praw rządzących ich powstawaniem. W dalszej kolejności skoncentrowała się ona 



 

  Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology, Jagiellonian University 
   

P
ag

e2
 

na białaczkach, ze szczególnym uwzględnieniem przewlekłej białaczki szpikowej, 

jej etiopatogenezy, obrazu klinicznego, podłoża genetycznego i biochemicznego 

oraz roli komórek macierzystych w jej rozwoju. Wreszcie na tle ogólnego opisu 

strategii chemioterapii nowotworów omówione zostały kwestie związane z terapią 

przewlekłej białaczki szpikowej i mechanizmami jej lekooporności, po czym 

Autorka płynnie przeszła do zagadnień związanych z poszukiwaniem nowych 

leków na tę chorobę. 

Styl tego rozdziału, dobór faktów i rozłożenie akcentów wskazuje, że Autorka 

swobodnie porusza się w tematyce związanej z rozprawą. Mimo stosunkowo dużej 

objętości tej części rozprawy, czyta się ją dobrze, co wynika na równi z jej 

przejrzystej struktury, ilustratywnego języka rozprawy i epickiego talentu Autorki. 

W opis aktualnego stanu wiedzy umiejętnie wplotła ona bowiem ciekawe wątki 

historyczne. Sprawia to, że lektura wstępu pracy staje sie podróżą zarówno w 

przestrzeni wiedzy dotyczącej wybranych aspektów choroby nowotworowej, jak i 

do czasów, gdy niektóre z obecnie aktualnych koncepcji dopiero sie wykluwały. 

Diagramy i tabele ilustrujące niektóre z wątków omawianych w tej części rozprawy 

wspomagają czytelnika w nadążaniu za tokiem jej rozumowania i pomagają 

zachować orientację w poszczególnych zagadnieniach będących przedmiotem 

badań Autorki. Nieco brakowało mi syntetycznego choćby omówienia 

problematyki „złotego standardu” analiz przeciwnowotworowej aktywności 

nowych leków, co jest o tyle istotne, że istotą pracy jest próba (skądinąd 

zakończona sukcesem) wszechstronnej analizy konsekwencji podania konkretnej 

substancji dla dobrostanu komórek nowotworowych. Jednak rozdział ten 

skonstruowany jest w sposób logiczny, zawiera duży ładunek merytoryczny, a 

także dobrze wprowadza czytelnika w tematykę pracy.  

Założenia i cel pracy wyłożone zostały w sposób klarowny. Choć formalnie 

trudno uznać za takowy "przeprowadzenie badań", to jasnym pozostaje poczynione 

przez Autorkę założenie przeciwnowotworowej aktywności BK124. Szczegółowe 

cele wykonanych w ramach rozprawy badań zostały przedstawione w sposób 

kompletny; prowadzą one czytelnika przez część metodyczną i eksperymentalną 

rozprawy. 

Metodyka to bardzo mocna strona recenzowanej pracy doktorskiej. Dobór i 

spektrum wykorzystanych technik doświadczalnych, których uszczegółowiony opis 

został zawarty w rozdziale Materiały i Metody, są wystarczające aby zweryfikować 

postawione hipotezy. Na uwagę zasługuje skojarzenie w jednej pracy technik in 

vitro, ex vivo i in vivo. Wśród tych pierwszych wykorzystano m.in. cytometryczne 

i kolorymetryczne techniki analiz wpływu badanego związku na żywotność 

komórek (ich aktywność metaboliczną i odpowiedź apoptotyczną), przebieg cyklu 

komórkowego i proliferację, a także analizy ekspresji genów na poziomie mRNA z 

wykorzystaniem techniki qRT-PCR i analizy poziomów białek z wykorzystaniem 

techniki immunoblot. Ważnym fragmentem całości metodyki była z natury rzeczy 

żmudna i czasochłonna próba wyprowadzenia szczepów lekoopornych, która 

dostarczyła istotnych danych na temat potencjału terapeutycznego badanego 

związku. Również opanowanie i efektywne wykorzystanie doświadczalnych 

modeli ex vivo (w tym analizy z wykorzystaniem komórek CD34+ pobranych od 

pacjentów) i in vivo (analizy aktywności BK124 w modelu mysim i szczurzym) 

bywa wyzwaniem samym w sobie. Na tyle, na ile byłem w stanie to ocenić, opis 

metodyki jest kompletny i szczegółowy. Stwarza on możliwość powtórzenia 

opisywanych doświadczeń przez osobę dysponującą odpowiednim sprzętem i 

wiedzą. Użycie urozmaiconych i wzajemnie komplementarnych metod bardzo 

dobrze świadczy o warsztacie badawczym Autorki rozprawy.  
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Równie wysoko oceniam treść i formę podrozdziałów, w których Doktorantka 

przedstawiła uzyskane wyniki. Opis wyników podzielony jest na cztery części, z 

których pierwsza dotyczy cytotoksyczności BK124 w modelu przewlekłej 

białaczki szpikowej K562, a kolejne opisują odpowiednio: wyniki badań 

farmakokinetyki tego związku in vivo, wpływu BK124 na mikroewolucję 

oporności wielolekowej i na funkcjonalność "białaczkowych komórek 

macierzystych”. Taka konstrukcja jest przejrzysta w odbiorze; ponadto w 

poszczególnych sekcjach tekstu pracy nie brakuje krótkich wstępów i konkluzji, 

które ułatwiają zrozumienie ciągów logicznych, rządzących wykonywanymi przez 

Autorkę doświadczeniami. 

Analizy aktywności BK124 w modelu K562 ponad wszelką wątpliwość 

wykazały cytostatyczną i pro-apoptotyczną aktywność tego związku. Konkluzja ta 

wsparta została wynikami analiz aktywności metabolicznej komórek, która spadała 

w sposób zależny od dawki leku, wynikami testów apoptozy (indukcja tego 

procesu), analiz dystrybucji komórek w poszczególnych fazach cyklu 

komórkowego (indukowany przez BK124 blok G2/M) oraz poziomów i 

wewnątrzkomórkowej lokalizacji niektórych białek regulatorowych (m.in. jądrowa 

akumulacja p21 i FOXO3a). Analizy mechanistyczne wykazały ponadto znaczące 

zmiany poziomów szeregu innych białek potencjalnie zaangażowanych w regulację 

apoptozy. Uzyskane wyniki tworzą ciąg logiczny i nie pozostawiają pola do 

wątpliwości, jednak niektóre wątki interpretacyjne takich wątpliwości dostarczają. 

Po pierwsze, testy metaboliczne, choć powszechnie stosowane, często zakłamują 

wyniki i generują trudności interpretacyjne. Dlatego proliferację komórek najlepiej 

badać bezpośrednio analizując zmiany liczby komórek po czasie. W tym 

przypadku nie wydaje się, aby zastosowanie testu MTT zasadniczo wpłynęło na 

jakość uzyskanych wyników, jednak interpretacja uzyskanych wyników w 

kategoriach liczby komórek (np. Ryc. 12 i 23) jest już zasadniczym nadużyciem 

konwencji. Po drugie, Autorka zanalizowała poziomy p-JNK i p-p38 po 24 

godzinach od podania związku, kiedy znaczna część komórek weszła już w 

apoptozę, a na "polu walki" pozostały komórki o zwiększonej oporności na podany 

związek. Czy w związku z tym interpretacja wzrostu poziomów obu białek jako 

przejawu ich aktywności pro-apoptotycznej nie jest zbyt odważna? 

 Badania farmakokinetyki BK124 in vivo zostały zaprojektowane poprawnie i 

poprawnie wykonane, a liczba zwierząt wykorzystanych w doświadczeniach wedle 

mojej oceny zapewnia minimum „komfortu statystycznego”. Na uwagę zasługuje 

rozbudowane spektrum parametrów farmakokinetycznych wykorzystanych do 

zaprojektowania procedur aplikacji związku zwierzętom doświadczalnym oraz fakt 

wykorzystania w tych doświadczeniach zarówno myszy, jak i szczurów. 

Generalnie analizy te wykazały wysoką aktywność cytostatyczną związku in vivo 

(podobną do imatinibu) przy jego stosunkowo niewielkiej toksyczności ustrojowej 

i potencjalnej retencji w obrębie układu krwionośnego. Wyniki są dobrze 

udokumentowane, ich opis jest konkluzywny i nie budzi wątpliwości. Całość 

stanowi więc dobrą podstawę dla bardziej szczegółowych analiz 

długoterminowego wpływu BK124 na potencjał komórek białaczkowych. 

 W badaniach długotrwałej odpowiedzi komórek na działanie BK124 Autorka 

rozwinęła 2 podstawowe wątki badawcze. W pierwszym z nich skoncentrowała się 

ona na relacjach między lekoopornością komórek CML a aktywnością BK124. W 

drugim zaś określiła wpływ BK124 na funkcjonalność subpopulacji białaczkowych 

komórek macierzystych. Wyniki analiz wpływu BK124 na lekooporność komórek 

białaczkowych wykazały, że długotrwała inkubacja komórek K562 nie jest 

wystarczająca do indukcji mikroewolucji ich lekooporności. Zaobserwowano 

niewielki tylko wzrost poziomów błonowej lokalizacji P-gp w komórkach po 6-
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miesięcznej ekspozycji komórek na lek, przy braku jego wpływu na wartość 

parametru IC50. W drugim wątku zanalizowano reaktywność komórek uprzednio 

uodpornionych na winkrystynę (K562_MDR1) na podanie BK 124. Wykazano 

brak krzyżowej oporności tych komórek na BK124, mimo że wykazywały one 

zwiększoną oporność na paklitaksel i doksorubicynę. Z drugiej strony 

zaobserwowany wzrost liczby komórek P-gp+ w tych populacjach po podaniu 

BK124 moim zdaniem świadczyć może o selekcji populacji komórek 

wykazujących wyższe poziomy tego białka. Należy zadać w tym miejscu pytanie, 

czy podobna populacja występuje w „natywnych” komórkach K562, czy 

uwidacznia się ona po podaniu BK124 w wyższych stężeniach i jakie mogą być 

konsekwencje kliniczne takiego stanu rzeczy?  

Wreszcie potencjał terapeutyczny BK124 został potwierdzony wynikami analiz 

wpływu BK124 na funkcjonalność komórek CD34+ oraz CD34+/CD38- 

izolowanych z krwi obwodowej świeżo zdiagnozowanych pacjentów. Wykazały 

one stosunkowo niskie wartości parametru IC50 dla tych komórek- oraz ich reakcję 

apoptotyczną na podanie związku. Mimo, że na Ryc. 27 brakuje danych dla 

komórek nietraktowanych związkiem, uzyskane wyniki pokazują potencjalną 

wrażliwość białaczkowych komórek macierzystych na BK124. Wpisują się one w 

ciąg interpretacyjny nakreślony w poprzedzających sekcjach. 

Generalnie, sposób opisu wyników pracy świadczy o bardzo dobrej orientacji 

Autorki w zagadnieniach będących przedmiotem rozprawy. Podejście metodyczne 

oraz interpretacja, dobór strategii analitycznych nie budzą wątpliwości (poza 

zastrzeżeniami omówionymi powyżej). Wnioski z poczynionych analiz zostały 

zawarte w Dyskusji i w krótkim rozdziale podsumowującym przesłanie pracy. 

Zawierają one wszechstronną syntezę znaczenia uzyskanych przez Autorkę 

wyników, w tym dotyczących biochemicznego podłoża cytostatycznego i pro-

apoptotyczngo działania BK124, parametrów fizykochemicznych i 

farmakodynamicznych badanego związku, wszechstronności jego działania, w tym 

zdolności do pokonywania oporności wielolekowej nowotworowych komórek 

macierzystych. Mimo kilku niedociągnięć stylistycznych (np. „powrót komórki 

nowotworu do proliferacji i inhibicji apoptozy”), rozdział ten w sposób syntetyczny 

kompiluje znaczenie uzyskanych wyników na podstawie szczegółowego przeglądu 

danych literaturowych. Interpretacja ta jest wszechstronna, co pozwoliło również 

na rozbudowanie wniosków z pracy. Choć brakuje kilku kontroli (na przykład 

analiz wpływu BK124 na komórki hematopoetyczne, komórki linii mieloidalnej 

oraz podścieliska szpiku pobrane od zdrowych dawców), uzyskane wyniki jasno 

pokazują potencjał BK124 w leczeniu przewlekłej białaczki szpikowej a także jej 

lekoopornych wariantów. Trochę szkoda, że Autorka nie zdobyła się na 

odważniejsze dywagacje na temat zróżnicowania oporności komórek białaczki w 

zależności od ich fenotypu. Nie podważa to jednak wagi uzyskanych wyników ani 

nie kwestionuje wysokiej wartości merytorycznej i metodycznej rozprawy. Tym 

bardziej, że Autorka pokusiła się o sformułowanie perspektyw badawczych na 

przyszłość, w tym związanych z dalszymi analizami aktywności BK124 i ze 

sposobami jego podania pacjentom. Z drugiej strony lektura tej części rozprawy 

nasunęła mi kilka pytań: 

 

- nowotwory charakteryzuje zwykle duża fenotypowa heterogenność budujących 

je komórek. Czy wiadomo coś na temat dywersyfikacji fenotypowej komórek 

K562, jej „regionalizacji” (np. szpik vs. krew obwodowa po przeszczepie do 

myszy)? Ciekaw jestem również przemyśleń Autorki na temat ewentualnego 

wpływu tego typu zróżnicowania fenotypowego na wydajność terapeutyczną 

BK124? 
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- Autorka wnioskuje o braku indukcji lekooporności komórek K562 przez BK124. 

Z drugiej strony udało się utrzymać hodowle tych komórek przez 6 miesięcy w 

obecności 2 M BK124. Jak wyglądała dynamika reakcji apoptotycznej komórek 

w zależności od czasu ekspozycji na ten związek?  

- czy analizowano możliwość selekcji komórek K562 po „pulsowym” podaniu 

BK124 w wysokich (cytotoksycznych) stężeniach? Wzrost frakcji P-gphigh w 

populacjach K562 po podaniu BK124 (Ryc. 22A) może sugerować zasadność 

takiego podejścia; 

- może wiadomo już, jaka jest reaktywność komórek CD34+ i CD38- 

pochodzących od zdrowych dawców na BK124? 

 

Reasumując, podjęte przez Autorkę badania dotyczą bardzo ważnej kwestii 

pośrednio odnoszącej się do problemów klinicznych związanych z lekoopornością 

przewlekłej białaczki szpikowej. Wskazują one jednoznacznie na potencjał BK124 

i na możliwe zastosowanie tego leku w leczeniu tej choroby, w tym jako czynnika 

podnoszącego wrażliwość komórek białaczki na imatinib. Niezależnie od 

poczynionych przeze mnie uwag, które mają charakter dyskusyjny i nie podważają 

merytorycznej wagi uzyskanych wyników uważam, że badania podjęte przez 

Autorkę mogą przyczynić się zarówno do głębszego poznania molekularnych 

mechanizmów rządzących rozwojem i progresją chronicznej białaczki szpikowej, 

jak i mogą pomóc wytyczyć nowe ścieżki terapii wspomagające leczenie tej 

choroby. Jest to szczególnie istotne w świetle danych pokazujących, że część 

pacjentów wykazuje oporność pierwotną na imatinib, a większość pacjentów 

nabywa oporność w trakcie kilkuletniej terapii. Podsumowując, rozprawa spełnia 

wszelkie ustawowe wymogi rozprawy doktorskiej określone w art. 187 Ustawy z 

dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2020 r., poz. 

85 z późn. zm.). Przedkładam zatem Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Biologii 

Doświadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN wniosek o dopuszczenie Pani mgr 

Igi Stukan do dalszych etapów przewodu doktorskiego. Jednocześnie biorąc pod 

uwagę dużą wartość poznawczą pracy, jej rozmach metodologiczny i fakt 

opublikowania wyników pracy, a także dotychczasowy dorobek naukowy Autorki, 

wnoszę również o wyróżnienie rozprawy stosowną nagrodą.  
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