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Recenzja pracy na stopien doktora nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne mgr Iga Stukan pt. "Badania przedkliniczne zwiazku BK124 jako potencjalnego
leku przeciwnowotworowego”.

Promotor pracy: prof. dr hab. Urszula Wojda

Praca jest wynikiem realizacji jednego z celow grantu Narodowego Centrum Nauki ,.Nowe leki
przeciwbialaczkowe — zaawansowane badania przedkliniczne.”: 2014/15/B/NZ7/00966; kierownik:
prof. dr. hab. Urszula Wojda).

Gléwnym celem pracy bylo zbadanie potencjalnej aktywno$ci przeciwnowotworowej nowej
pochodnej dikarboksyimidu, zwigzku BK124 w badaniach przedklinicznych przeprowadzonych w
warunkach in vitro oraz in vivo. Badania przeprowadzono stosujac komorki przewleklej biataczki
szpikowej (ang. chronic myelogenous leukemia, CML) wyprowadzone z komorek kryzy
erytroblastycznej pozyskanych od 56 letniej chorej (linia K562), w komoérkach macierzystych i
progenitorowych przewleklej bialaczki szpikowej pobranych od pacjentéw oraz w mysim modelu
CML po ksenotransplantacji komorek linii K562.

Omodwienie wynikow badan eksperymentalnych poprzedzone jest rozlegtym wstepem dotyczacym
przedstawienia nowotworow jako schorzen genetycznych cyklu komodrkowego, skupiajac takze uwage
na danych epidemiologicznych dotyczacych choréb nowotworowych, etapach rozwoju nowotworow,
onkogenach, antyonkogenach i protoonkogenach, a takze cechach charakterystycznych nowotworow.
Ten rozdzial przygotowanej przez Autorke dysertacji potwierdza jej duza znajomo$¢ poruszanej
problematyki, takze z uwzglednieniem aspektéw historycznych. W kolejnym rozdziale Autorka
przedstawita charakterystyke biataczek u ludzi, ze szczegdlnym uwzglednieniem przewlektej biataczki
szpikowej, jej patogenezy. czynnikow prognostycznych oraz nowoczesnych metod terapii schorzenia z
zastosowaniem inhibitorow kinazy tyrozynowej BCR::ABL. Szczegétowo omodwita znaczenie
wysokiej konstytutywnej aktywnosci kinazy tyrozynowej BCR::ABL na funkcje zmienionych
komorek macierzystych szpiku, w tym zaklocenie przekazywania sygnatu komorkowego sciezka JAK-
STAT, PI3K/AKT/mTOR oraz RAS/RAF/MEK/ERK. Ich dokladna charakterystyka byla
wprowadzeniem do lepszego zrozumienia mechanizmu dziatania leku badanego - BKI124. W
kolejnym rozdziale wprowadzenia Autorka przedstawita metody leczenia NOWOtWOrOwW,
charakteryzujac mechanizm dziatania wybranych lekow cytostatycznych. W opinii Recenzenta,

niezaleznie od przedstawienia mechanizmu dzialania podstawowych lekdéw cytostatycznych
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stosowanych w terapii innych nowotwordow, wiecej uwagi nalezalo poswigci¢ mechanizmom
dzialania lekow stosowanych uprzednio w terapii CML, w tym busulfanu oraz hydroksykarbamidu.
Nalezatoby takze podkresli¢ ze w terapii CML stosowany jest takze ponatynib i allosteryczny inhibitor
kinazy BCR::ABL - asciminib.

Bardzo waznym elementem wprowadzenia jest omOwienie mechanizmow opornosci pierwotnej oraz
nabytej na leczenie, a takze mechanizmow opornosci na leczenie zaleznych i niezaleznych od kinazy
BCR-ABL. Dane te sa dobrag ilustracja ztozonego mechanizmu potencjalnej opornosci komorek
przewleklej biataczki szpikowej na dotychczas stosowane metody leczenia i potwierdzaja potrzebe
poszukiwania nowych substancji leczniczych.

W ostatniej czesSci wstepu Autorka przedstawila aktualny stan badan nad dikarboksyimidami, w tym
pochodnymi naftalenoimidu (amonafid. mitonafid) interkalujacymi do DNA oraz hamujacymi
dzialanie topoizomerazy Il oraz talidomidem, lekiem immunomodulujacym, hamujacym angiogeneze
powszechnie aktualnie stosowanym w terapii szpiczaka mnogiego. Wtlasnie jeden z
dikarboksyimidow, opracowany i wyloniony sposréd ponad 80 potencjalnych cytotoksycznych
substancji terapeutycznych przez polskie zespoty badawcze — BK 124, posiadajacy w swojej budowie
czes¢ heterocykliczng ftalimidu oraz rozgaleziony tancuch acylowy, zostat oceniony w ramach badan
przedklinicznych przez Autorke przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej jako potencjalny lek
cytostatyczny przydatny w terapii CML.

Cele szczegdtowe pracy obejmowaly ocene podstawowej cytotoksycznosci indukowanej przez BK124
w komorkach ludzkiej CML, okreslenie zdolnosci BK124 do hamowania cyklu komdrkowego,
aktywacji apoptozy i modulacji szlakow sygnatowych zwiazanych z proliferacja i przezyciem komorki
nowotworowej, wyznaczenie podstawowych parametréw farmakokinetycznych BK124 w modelu
zwierzgcym, ocene skuteczno$ci przeciwnowotworowej zwiazku BKI124 w mysim modelu
ksenotransplantacyjnym, probe indukcji opornosci wielolekowej typu 1 (MDR1) przez BK124 oraz
okreslenie wrazliwosci komérek CML o fenotypie MDRI1 na BK124, a takze cytotoksycznosci
zwigzku BK124 wobec komorek macierzystych biataczki CD34+ pozyskanych od nie leczonych
chorych na CML w fazie przewleklej.

Wymienione cele Doktorantka zrealizowala stosujac nowoczesne techniki badawcze, w tym hodowle
komorkowe, wielokolorowa cytofluorymetrie przeptywowa z ocena immunofenotypu a takze
markerow potwierdzajacych weczesng i pozng faze apoptozy oraz Smier¢ komorek. W
przeprowadzonych badaniach Doktorantka opanowata takze inne trudne techniki badawcze w tym
Western Blot oraz RT-PCR. Takze analizowane i przedstawione przez Doktorantke wyniki badan
eksperymentalnych nad toksycznosciag BK124 na modelu mysim i szczurzym zashuguja na
wyrdznienie. Konkluzjg przeprowadzonych badan jest 6 wnioskéw bedacych logicznym.
podsumowaniem przeprowadzonych analiz. Wszystkie z nich znajduje petne uzasadnienie w wynikach

przeprowadzonych badan. Wartym podkreslenia jak fakt duzego prawdopodobiefistwa praktycznego
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zastosowania ocenianego zwigzku BK124 w nieodlegtej przyszitosci w terapii przewlektej biataczki

szpikowej.

Aktualnie bowiem, niezaleznie od podejmowanych prob stosowania przerw w leczeniu inhibitorami

kinazy tyrozynowej BCR::ABL u chorych w glebokiej i dlugotrwalej odpowiedzi molekularnej,

prowadzone sg badania kliniczne nad zastosowaniem terapii celowanej wymierzonej w komorki

macierzyste CML. Przedstawiona do recenzji praca wpisuje si¢ wlasnie w ten nurt badan naukowych.

Szczegodtowa analiza uzyskanych wynikéw zrodzita nastgpujace pytania:

1.

Uwagi:

. Czy dlugotrwata hodowla komorek CML i linii komérkowej K562 nie prowadzi takze do
innych zmian czynnosciowych mogacych zmienia¢ wrazliwos¢ komorek na lek badany?
Ocena toksycznosci BK124 oparta byla o ocen¢ makroskopowa narzadéw i tkanek a takze
ocen¢ morfologii krwi. Taki model oceny uniemozliwia ocene neurotoksycznosci,
kardiotoksycznosci i toksycznosci wobec komorek srodbtonka naczyniowego. Wymienione
efekty sa typowe dla talidomidu leku z tej samej grupy chemicznej co substancja badana. Czy
Doktorantka dysponuje danymi na temat wywotywania przez BK124 wymienionych efektow
niepozadanych?

W kontekscie stwierdzenia przez Doktorantke ze ,komorki K562-MDRI, kidre majg
wyindukowany mechanizm MDRI opornosci na leki przeciwnoworworowe, reagujq
zwigkszong ekspresjqg pompy na powierzchni komorki w odpowiedzi na stres wywolany
zwigzkiem BK124. Jednak, z informacji na temat odsetka komorek apoptotycznych oraz testu
MTT wynika, ze nie jest to wystarczajgce, zeby obroni¢ komorke przed indukcjg apoptozy pod
wphywem BKI24": nalezy postawi¢ pytanie: Czy obserwowane efekty cytotoksyczne sa
zalezne od dlugo- czy krotkotrwatej ekspozycji komérek CML na substancje badang?

Co bylo co bylo nosnikiem dla imatynibu i hydroksykarbamidu podawanych w modelu
zwierzecym droga pokarmowa?

Jaki byt powdd omawiania w dyskusji farmakokinetyki lekow nie stosowanych w terapii
przewleklej biataczki szpikowej? Wydaje si¢, ze bardzie zasadne byloby omowienia
farmakokinetyki inhibitoréw kinazy tyrozynowej BCR::ABL?

W jaki sposob obliczono ekwiwalentnos¢ dawek substancji badanej stosowanych w badaniach

hodowlanych i na modelu zwierzecym?

W pracy obecne sa dos¢ liczne btedy literowe (np. str. 81, 85, 93, 118, 126, 127), a takze bledy
wynikajace z uzycia blednej terminologii (np. str. 112 — CML moze ewoluowa¢ do fazy kryzy.
limfo-, mielo-, erytro- lub rzadziej megakarioblastycznej). Jak dotad nie opisano transformacji

choroby ..w ostrg biataczke limfocytarng™
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W Tabeli 18. Kluczowe parametry farmakokinetyczne zwigzku BK124 w modelu myszy Balb/c
— dwukrotnie podano dane dotyczgce drogi dootrzewnowej podania substancji badanej

W CML moze doj$¢ do zajecia/naciekow narzadowych. W tym przypadku staba penetracja
BK124 do przestrzeni pozanaczyniowej nie jest zaleta

Doktadna charakterystyka komdrek macierzystych przewleklej biataczki szpikowej to
CD34+/CD38—/Lyn—

Co do stwierdzenia ,, Akhywnosé¢ zwigzku BK124 nie ogranicza si¢ do komorek przewleklej
bialaczki szpikowej. Charakteryzuje go réwniez wysoka cytotoksycznosé wzgledem ostrej
bialaczki szpikowej (AML) " — nalezy stwierdzi¢ ze oba omawiane typy nowotwordw
wywodza sie z linii mieloidalnej, wiec nie dziwi brak réznic

We wnioskach — ,.Zwigzek BK124 jest cytotoksyczny dla ludzkich komorek przewlekiej
bialaczki szpikowej linii K562, pochodzqcej z kryzy blastycznej - powinno byé
erytroblastycznej

We wprowadzeniu: ,.W trzeciej fazie badan klinicznych (préba kliniczna IRIS), imatinib jako
monoterapia spowodowal wystgpienie calkowitej odpowiedzi cytogennej (ang. Complete
cytogenic response, CCR)” — powinno by¢ ..W trzeciej fazie badan klinicznych (proba
kliniczna IRIS), imatinib jako monoterapia spowodowal wystgpienie catkowitej odpowiedzi
cytogenetycznej (ang. Complete cytogenetic response, CCR)”

We wprowadzeniu: ”Przeprowadzono wiele prob klinicznych, w kiérych pod kontrolg lekarza,
pacjenci przerywali leczenie imatinibem ”. Przerwanie terapii w warunkach kontrolowanych
mozna rozwazy¢ jedynie w przypadku uzyskania uprzednio trwatej odpowiedzi glebokiej
(minimum MR4.0), trwajacej dtuzej niz 3-5 lat. Poprawka takze dotyczy stwierdzenia. ,, Jezeli
chory w fazie chronicznej przewleklej bialaczki szpikowej reaguje odpowiednio na pierwszq
lini¢ leczenia, to znaczy uzyskano u niego glebokq i dlugotrwalg wigkszg odpowiedz
molekularng (MMR), mozna wowczas rozwazyé odstgpienie od dalszej terapii inhibitorami
kinazy tyrozynowej.” Co wigcej w Polsce dopuszczone prawnie jest tylko odstawienie

Nilotynibu (po spetnieniu w/w warunkow) jesli stosowany byt w 1-linii terapii CML

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji praca doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20

lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021r. poz. 478, 619, 1630).

Whikliwa analiza rezultatéw badan przeprowadzonych przez innych cztonkow zespotu badawczego

przeprowadzona przez Doktorantke w zaden sposéb nie umniejsza wartosci przeprowadzonych

samodzielnie badan i analiz. Takze zgloszone uwagi maja jedynie charakter uzupetniajacy. Nalezy

bowiem podkresli¢, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska potwierdza duze zdolnosci

Doktorantki w zakresie analizy danych w sposdb kompleksowy.
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Tym samym prosze wysoka Rade Naukowa Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN o dalsze procedowanie pracy doktorskiej Pani magister Iga Stukan zgodnie z

obowiazujacym przepisami. Jednoczes$nie wnioskuje o wyrdznienie przedstawionej do recenzji pracy.

Z wyrazami szacunku i powazania

prof. dr hab. med. Krzysztof Lewandowski
Specjalista chorob wewnetrznych
Specjalista hematolog

Specjalista transplantologii klinicznej

Poznan, 26 lipca 2023 roku y;
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n Instytut Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk

Wroctaw, 2023-08-23

Prof. dr hab. Joanna Wietrzyk
Zaktad Onkologii Do$wiadczalnej

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Igi Stukan
pt. Badania przedkliniczne zwigzku BK124 jako pofencjalnego leku przeciwnowotworowego
wykonanej w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
pod opieka promotora prof. dr hab. Urszuli Wojdy

Poszukiwanie nowych, skuteczniejszych lekow przeciwnowotworowych to wcigz niezwykle
istotna czesc badan naukowych. Pomimo znaczgcych postepow dotyczacych rozwoju wiedzy z zakresu
biologii nowotworow, przyczyn ich powstawania, nowych metod diagnostyki i leczenia, wcigz pozostaje
istotny odsetek pacjentow nie reagujgcych na wspolczesne terapeutyki lub rozwijajgcych lekoopornosc
w trakcie leczenia. Dlatego tak wazne pozostajg dobrze zaplanowane, multidyscyplinarne badania nad
nowymi lekami przeciwnowotworowymi, kiére to wiasnie stanowig przedmiot ocenianej rozprawy
doktorskiej.

Oceniana rozprawa ma klasyczny ukiad typowy dla tego typu prac, zawiera wszystkie
wymagane rozdziaty, w tym streszczenie w jezyku angielskim i polskim. Pod wzgledem edytorskim,
praca ta przygotowane jest bardzo starannie. Napotkatam jedynie nieliczne btedy jezykowe czy literowe
lub sporadyczne stosowanie zargonu laboratoryjnego.

Wsiep pracy to niezwykle ciekawa czes¢ te] rozprawy. Autorka poruszyta tutaj wszystkie
zagadnienia, kitére stanowig tto naukowe jej badan, a wiec opisata ogblne zagadnienia dotyczace
choroby nowotworowej, jej rozwoju i cech charakterystycznych, skupita sie takze na biataczkach i
sposobach leczenia CML. Przyblizyta takze zjawisko lekoopornosci oraz kierunki badar nad nowymi
lekami. Na koncu przedstawita grupe zwigzkéw do ktorej nalezy badany BK124. Czytajgc ten rozdziat
odnositam wrazenie, ze Doktorantka podchodzi z wielkg pasjg do swej pracy naukowej. Musze
podkreslic, ze sposdb napisania wstepu po prostu mnie zachwycit. Autorka w ptynny sposob przechodzi
tutaj od zagadnien historycznych, dotyczacych np. odkrywania roznych fakiow powigzanych z
molekularnymi mechanizmami rozwoju nowotworoéw, do opisu aktualnych danych z tego zakresu.
Uwazam, ze wstep, napisany w ten sposdb nie jest po prostu nudnym zbiorem informacji, jest natomiast
pieknym zobrazowaniem szerokiej wiedzy Autorki w tematyce jej pracy. Dodatkowo zostat on
wzbogacony przygotowanymi przez Doktorantke tabelami czy schematami. Tak wiec wstep w peini
wprowadza czytelnika do zagadnien zwigzanych z celem pracy.

Sam cel pracy (i zatozenia pracy) zostat precyzyjnie sformutowany i uzupetniony o szczegttowe
zagadnienia, kitore postuzyly do jego realizacji. Autorka ambitnie sformutowata cel pracy jako: ...
przeprowadzenie badan przedkiinicznych in vitro oraz in vivo i ocena BK124 jako potencjalnego nowego
leku przeciwnowotworowego do leczenia przewlekiej biataczki szpikowej.” Cele szczegolowe zebrata w
6 punktach obejmujgcych zagadnienia zwigzane z badaniami in vitro oraz in vivo.

W rozdziale opisujacym metodyke prowadzonych badarn, Autorka dos¢ szczegdlowo opisata
czesc badawczg wykonywang in vifro. Natomiast, jesli chodzi o badania in vivo, opisano je bardzo
pobieznie, stad mam kilka pytan do Doktorantki:

1. Pochodzenie zwierzat: podano tylko dane dotyczgce 2 szczepdw myszy z niedoborami
odpornosci, natomiast nie podano pochodzenia szczuréw Wistar, oraz myszy szczepu BALB/c
uzytych w badaniach farmakokinetycznych i toksycznosci.

ul. Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroctaw, kontakt: 71 370 99 30, 71 370 99 38, www.hirszfeld.pl
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Im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk

2. Nie wiadomo w kiorych badaniach wykorzystano myszy BALB/c nude.

3. Nie opisano jakg drogg podano szczurom badany zwigzek (informacja pojawita sie dopiero w
opisie wynikow).

4. W jaki sposob pobierano krew od zwierzgt w poszczegoélnych eksperymentach, czy stosowano
antykoagulanty, jesli tak, to jakie?

5. Dlaczego w punkcie 7.10.3. wykorzystano az osmiomiesieczne myszy — takie myszy mozna
uznac za raczej stare? W jakim wieku byty szczury?

6. Dlaczego do badan farmakokinetyki mieszano krew pobrang od poszczegoélnych myszy? Taka
informacja znajduje sie w opisie metod, a jednoczesnie w legendzie do wykresu 18 stwierdzono,
ze ,Na wykresie B pojedynczy punkt oznacza pomiar pochodzacy z jednej myszy”

7. Autorka w swoich badaniach z wykorzystaniem ksenoprzeszczepu ludzkiej biataczki opisuje
.grupe intaktowg” — rozumiem, ze zwierzeta te nie mialy przeszczepionych komorek
nowotworowych, wiec mozna je nazwac po prostu zwierzetami zdrowymi (zgodnie z tabelg 16)7?
Jednakze pozniej w opisie wynikow na sir. 97 Autorka podaje, ze nie znalazla réznic we
wzroscie guza miedzy ,kontrolg intaktowa a konirolg nosnika® wiec juz nie wiem czym jest ta
kontrola ,intaktowa”.

8. Jak analizowano morfologie krwi? Czesciowo informacje ta mozna znalez¢ dopiero w opisie
wynikow.

Do opisu metodyki w zakresie badan in vifro nasunely sie nastepujgce pytania:

1. Nie podano, jak uzyskano dane liczbowe z analizy densytometrycznej do zaprezentowania na
wykresach — czy jest to wartos¢ dla danego biatka w odniesieniu do wartosci dla aktyny albo
laminy (w zasadzie nie opisano takze jakg kontrole ilosci biatka zastosowano w przypadku
catych komorek, frakcji jgdrowej i cytoplazmatycznej — mozna sie tego oczywiscie domyslic).

2. W przypadku biatek fosforylowanych — co przedstawiajg wykresy? Aby oddaé¢ stopien
fosforylacji danego biatka, nalezy odnies¢ wartosci uzyskane dla formy fosforylowanej danego
biatka do niefosforylowanej — czy takie wartosci liczbowe zaprezentowano w wynikach?

3. W jaki sposéb wybrano GAPDH, jako gen kontrolny do analiz gPCR — czy testowano inne geny?
Poza w/w uwagami dotyczacymi opisu metod, uwazam, ze rozdziat ten przygotowano dobrze, podano
niezbedne szczegoty dotyczace uzytych odczynnikow czy aparatury, zaprezentowanoc takze przebieg
poszczegolnych eksperymentow. Dobrze dobrano takze metody stosowane w badaniach, w tym test
MTT, analizy cytometryczne, western blot, gPCR oraz badania na zwierzetach.

Rozdziat ,\Wyniki" Autorka rozpoczyna od opisu analizy cytotoksycznosci zwigzku BK124 wobec
komorek biataczki K5662. Ogoélnie wiekszos¢ badan in vitro, a takze badania in vivo wykonano uzywajac
tych komorek. Autorka ocenita takze wptyw badanego zwigzku na apoptoze, aktywnosc kaspazy 3, 8 i
9, ekspresje bialek zaangazowanych w rézne szlaki sygnatowe komorki. W badaniach tych wykorzystata
m.in. technike cytometrii przeptywowej oraz western blott. Badania potwierdzity aktywnosc
cytotoksyczng zwigzku BK124, jego aktywnos¢ proapoptotyczng, wraz z aktywacjg badanych kaspaz
(zalezng od czasu). Autorka pokazata takze zdolno$¢ badanego zwigzku do modulowania ekspresji
szeregu biatek szlakow sygnatowych komorki, czy tez bialek zaangazowanych w regulacje cyklu
komoérkowego. Wartym podkreslenia i wartoSciowym jest prowadzenie wiekszosci tych analiz w
zaleznosci od czasu inkubacji z badanym zwigzkiem, a takze w jego réznych stezeniach. Nastepne
rozdziaty przedstawiajg badania in vivo, w tym analize farmakokinetyki oraz efekiywnosc
przeciwnowotworowg wobec komorek K562 przeszczepionych myszom szczepu NSG. Jako kontrole
pozytywna mgr Iga Stukan zastosowata dwa leki: imatinib oraz hydroksymocznik. Autorka wykazata, ze
BK124 hamuje rozwoj guzow K562 w stopniu podobnym do imatinibu, jednoczesnie nie wykazano
wspotdziatania w efekcie terapeutycznym tych 2 zwigzkéw zastosowanych tgcznie. Dalej Autorka
przechodzi do zagadnien zwigzanych z opornoscig wielolekowa, wigcznie z podjeciem proby uzyskania
linii lekoopornej na ten zwigzek (6-cio miesieczny cykl). Doktorantka uzyskata jednoczes$nie linie oporng
na winkrystyne, dowodzac, ze w przypadku BK124 opornos¢ krzyzowa nie wystepuje wobec tej linii.
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n Instytut Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk

Ostatnim cennym etapem badan s te wykonane na komérkach pochodzgcych od pacjentéw
cierpigcych na CML, w tym na komérkach o charakterze macierzystym. Recenzowana praca doktorska
jest wiec bardzo bogata w r6znorodne, cenne wyniki, zatem Autorka musiata zapoznaé sie z szerokim
wachlarzem technik biologii molekularnej, ale takze z metodykg badan na zwierzetach. W tak szerokie;
rozprawie tatwiej wigc o niedopatrzenia, czy pominiecie informacji, ktére dla recenzenta wydajg sie
istotne, a mianowicie:

1. W niektorych miejscach opisu wynikéw Autorka postuguje sie nazwg BK124, a gdzie indziej
BK124.1. Wczesniej Autorka wyjasnia, ze to ten sam zwigzek. Dlaczego nie ujednolicono
nazewnictwa w catej rozprawie?

2. Podawanie myszom badanych zwiazkéw czy komorek Autorka okresla terminem
.nastrzykiwanie” — czyta sie to niestety, jakby traktowano mysz jako probéwke, czy kolumne w
jakiejs aparaturze, a nie jak zywe zwierze. Podobne wrazenie daje uzywanie terminu ,stezenie”
w odniesieniu do zastosowanej dawki leku.

3. Nie przeprowadzono analizy statystycznej danych dotyczacych kinetyki wzrostu guza i innych
parametrow dotyczgcych analizy eksperymentu terapeutycznego in vivo.

4. Czy efekt wspotdziatania imatinibu z BK124 oceniono in vitro zanim przystapiono do badania
in vivo?

5. Tabela 19 — dlaczego ,kontrola intaktowa” miata 5x ciezsze serca od myszy z pozostatych
grup?

6. Tabela 20 —wida¢ duze roznice pomiedzy niektérymi grupami zwierzat w przypadku niektorych
parametréw morfologii krwi — czy te réznice byly istotne statystycznie? Autorka stwierdza, ze
wyniki nie odbiegaly od ,normy” — czy za tg norme przyjeta wartosci okreslone dla myszy
zdrowych tego samego szczepu? Dlaczego nie podata tych wartosci referencyjnych?

7. Dlaczego nie przeprowadzono badan na prawidtowych PMBC — komorki $rodbtonka sg troche
odlegte od tych nowotworowych, ktére byly celem niniejszych badan?

8. Rozdziat 10. ,Widzac, ze zwigzek wywoluje apoptoze w komorkach K562 zaréwno w hodowli
komérkowey, jak i w modelu mysim...” — czy pobierano krew, tkanki od myszy i analizowano
apoptoze aby udowodni¢ takie stwierdzenie?

9. Czy komoérki hodowane 6-mcy z BK124 uodpornity sie na inne leki przeciwnowotworowe?

10. Lamina B1 - uzyto btednego skrétu dla nazwy tego biatka w opisie blotow.

Rozdziat Dyskusja podzielono na podrozdzialy, bedgce w zasadzie odpowiednikami
poszczegobinych etapow badan. Autorka sprawnie konfrontuje wyniki swoich badan z doniesieniami z
pismiennictwa naukowego. Zaréwno tutaj, w dyskusji, jak i w catej pracy Autorka postuguje sie dobrze
dobranym merytorycznie i aktualnym pi$miennictwem naukowym. O dojrzatoéci Doktorantki $wiadczg
takze te fragmenty dyskusji, w ktérych zwraca ona uwage na to, co nalezatoby jeszcze zrobié, aby
udowodni¢ proponowane mechanizmy dziatania zwiazku BK124. Uwazam, ze dyskusja jest dobrze
napisana, ale nasunety mi sie w trakcie jej czytania dodatkowe pytania do Doktorantki:

1. W komérkach opornych na winkrystyne traktowanych BK124 obserwowano wzrost ekspresiji
MDR1 - czy to mogtoby by¢ niebezpieczne dla pacjenta leczonego takim preparatem?

2. Dyskusja str. 117 — nie obserwuje sie morfologicznie nietypowych komérek” — chodzito o brak
cech charakterystycznych dla katastrofy mitotycznej — ale nie znalaztam w pracy analiz
mikroskopowych czy innych opisujacych tg forme $mierci komarki? Skad wiec to stwierdzenie?
Ponadto, stosowane byly wysokie stezenia badanego zwigzku, moze w mniejszych bylaby
szansa na pojawienie sie innych zjawisk?

3. W dyskusji dotyczacej farmakokinetyki: ,prawdopodobnie nie kumuluje sie w ciele” — skad takie
wnioski. Czy oceniono poziom BK124 w narzadach w czasie analiz farmakokinetycznych?

Doceniam takze ostatni rozdziat dyskusji zatytutowany: ,Przyszto$é rozwoju BK124 jako leku
przeciwnowotworowego®, w ktorym Autorka trafnie rozwaza wady i zalety badanego zwiazku, jako
potencjalnego leku przeciwnowotworowego, zwracajgc uwage na fakt, iz nie jest on zwigzkiem, ktérego
mechanizm dziatania mozna by uzna¢ za ,celowany”.
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n Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk

W kolejnym rozdziale Autorka w punktach podsumowata wszystkie wyniki i przedstawita ptynace
z nich wnioski. Chciatabym w tym miejscu podkreslic, ze uwazam za bardzo wartosciowe wyniki
dotyczace proby okreélenia mechanizmu dziatania badanego zwigzku. Autorka wykonata tutaj szereg
analiz, ktore sugerujg mechanizm dziatania badanego zwigzku i otwierajg pole do dalszych badan w
tym zakresie. Wykazata m.in., ze BK124 obniza poziom biatek szlakow komorkowych zwigzanych z
przezyciem i proliferacjg, takich jak STAT5, BCR-ABL1, AKT, mTOR czy NF-kB; dodatkowo BK124
aktywuje kinazy p38MAPK oraz JNK oraz sprzyja wzrostowi poziomu biatka p21 oraz czynnika
transkrypcyjnego FOXO3A w jadrze komérkowym prowadzgc do zahamowania cyklu komorkowego w
fazie G2/M. Wykazata takze, ze bezpieczna dawka zwigzku BK124, jest skuteczna terapeutycznie u
myszy obarczonych biataczkg K562. Bardzo interesujgce sa takze dane dotyczace opornosci
wielolekowej, a wiasciwe jej braku po diugotrwatej hodowli komorek K562 z BK124, przy jednoczesnym
omijaniu lekoopornoéci wyindukowanej na winkrystyne. Istotng cechg tego zwigzku, odkrytg przez
Autorke, jest takze jego cytotoksyczny wptyw na komoérki CD34+*CD38". Przeprowadzone badania
mozna wiec uzna¢ za szeroki panel badan przedklinicznych zwigzku o dziataniu
przeciwnowotworowym, zatem Doktorantka w peini zrealizowata zatozony cel badan. Badania te mogg
znalez¢ zastosowanie praktyczne, co podkresla fakt opatentowania zwigzku BK124; mar Iga Stukan
jest wspodtautorkg zgtoszenia patentowego.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa dokiorska prezentuje szeroki zakres
badan, ktorych wyniki opisujg wiasciwosci zwigzku BK124, jako potencjalnego leku
przeciwnowotworowego. Wyniki te sg zatem oryginalnym wkiadem Autorki w rozwigzanie tego problemu
naukowego. Dodatkowo, nalezy podkresli¢, ze w przypadku niektérych badan, w ktérych Autorka
uczestniczyia, a nie wykonywala ich w catosci samodzielnie, zostato to wyraznie wyodrebnione przez
Autorke, wraz ze wskazaniem os6b wykonujgcych poszczegolne analizy czy ich czesci oraz rolg Autorki
w opisywanych badaniach. Realizujgc te badania mgr Iga Stukan zastosowata szeroki wachlarz technik
i modeli badawczych, co $wiadczy o Jej otwartosci i wszechstronnosci i jednoczesnie pokazuje dobre
opanowanie tych technik. Jednoczesnie doskonale przygotowany wstep do rozprawy i dobrze
przeprowadzona dyskusja ukazujg duzg dojrzato$¢ naukowg oraz szerokg wiedze teoretyczng
Doktorantki, a takze umiejetnos¢ wykorzystania tej wiedzy do samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Wobec tego stwierdzam, ze rozprawa dokiorska mgr Igi Stukan pt. Badania przedkliniczne
zwigzku BK124 jako potencjalnego leku przeciwnowotworowego spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619,
1630). Zatem wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego
Polskiej Akademia Nauk o dopuszczenie mgr Igi Stukan do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Ponadto, ze wzgledu m.in. na wyrozniajgce sie przygotowanie wstepu do oceniane] rozprawy
doktorskiej, a takze szeroki zakres wykonanych badan, wartos¢ praktyczna uzyskanych wynikéw oraz
opublikowanie czesci z nich w 2 publikacjach naukowych wnioskuje o wyréznienie rozprawy.

Prof. dr hab. Joanna Wietrzyk
Kierownik Laboratorium
Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowe;
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Krakéw, 26 sierpnia 2023

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Igi Stukan pt.:
»Badania przedkliniczne zwigzku BK124 jako potencjalnego leku
przeciwnowotworowego”

Mimo stalego postepu wiedzy na temat przyczyn, przebiegu i leczenia choroby
nowotworowej, pozostaje ona jedng z gldwnych przyczyn $mierci w krajach
rozwinigtych, a zwigzane to moze by¢ w réwnym stopniu z postgpujaca
»antropogenizacja” $rodowiska czlowieka, jak 1 z rozwojem cywilizacyjnym i
zwigzanym z tym wzrostem $redniej dlugosci zycia. Rozwoj strategii profilaktyki i
leczenia nowotwordow to jedno z najpowazniejszych wyzwan stojacych przed
wspolczesng medycyna, a najwickszym wyzwaniem dla wspotczesnej onkologii
klinicznej pozostaje rozwoj lekoopornosci nowotworow. Dotyczy to rowniez tych
nowotworéw, dla ktoérych dysponujemy juz stosunkowo skutecznymi lekami.
Jednym z nich jest przewlekla biataczka szpikowa, ktora wystepuje glownie u
dzieci, a zwigzana jest z wystepowaniem translokacji miedzy chromosomem 9 i 22.
Nowotwor ten zdolny jest do wyksztalcania lekoopornosci na skadinad bardzo
skuteczny w jego leczeniu imatinib. Z tego wzgledu konieczna jest intensyfikacja
badan nad nowymi lekami przeciw tej chorobie, a do tego konieczne jest
uniwersalne podejscie doswiadczalne w sposob maksymalnie uniwersalny testujace
konsekwencje 1 mechanizmy dziatania konkretnych substancji na komorki
konkretnego nowotworu zaréwno in vitro, jak i in vivo.

Rozprawa doktorska Pani mgr Igi Stukan stanowi probe okreslenia aktywnosci,
a co za tym idzie potencjalnej przydatnosci jednej z nowo zsyntetyzowanych
substancji z grupy dikarboksyimidow w leczeniu przewlektej biataczki szpikowe;j.
Wykorzystujac wszechstronny warsztat badawczy, ocenita ona potencjat
cytotoksyczny, farmakokinetyke i skuteczno$¢ terapeutyczng BK124 w modelu
komoérkowym K562 in vitro i in vivo. Badania te uzupehita o analizy indukcji
lekooporno$ci komorek nowotworowych 1 skutecznosci zwiazku wzgledem
komorek pochodzacych od osob chorych na biataczke. Zaproponowana tematyka
wpisuje si¢ w aktualnie rysujace si¢ trendy w onkologii doswiadczalnej i
klinicznej, gdyz obejmuje ona zarowno aspekty podstawowe, jak i Kkwestie
potencjalnie kluczowe dla rozwoju nowych terapii nowotworow krwi.

Praca ma rozktad typowy dla tego typu opracowan, mimo ze wyniki W niej
zamieszczone zostalty juz czgsciowo opublikowane. Sktada si¢ z dobrze
skompilowanych Streszczen w jezyku polskim i angielskim, tabeli skrotow,
Wstepu, Celéw Pracy, opisu Metod i Wynikéw, oraz ich Dyskusji, Literatury i
Suplementu. Objgtosciowo jest ona dos¢ obszerna, gdyz liczy 147 stron i zawiera
29 rycin oraz 21 tabel, a bibliografia liczy 259 pozycji literaturowych, w tym
publikacji, ktére uzna¢ mozna za klasyczne, jak i najnowszych prac dotyczacych
tematyki pracy. Strona redakcyjna rozprawy nie wzbudza wigkszych zastrzezen:
praca przygotowana jest starannie, ryciny sg czytelne i wyrazne, a liczba bledow
literowych i usterek redakcyjnych (np. angielski opis wykresow na Ryc. 28), ktore
zauwazylem, jest na tyle znikoma, ze nie wplywa na jednoznacznie pozytywny
odbior catosci rozprawy.

Tto tematyczne badan stanowigcych podstawe rozprawy zostato zarysowane w
44-stronnicowym Wstepie. Autorka wprowadza w nim czytelnika w podstawowe
zagadnienia dotyczgce znaczenia cywilizacyjnego nowotwordw i podstawowych
praw rzadzacych ich powstawaniem. W dalszej kolejnosci skoncentrowata si¢ ona
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na bialaczkach, ze szczegdlnym uwzglednieniem przewlektej biataczki szpikowe;,
jej etiopatogenezy, obrazu klinicznego, podtoza genetycznego i biochemicznego
oraz roli komorek macierzystych w jej rozwoju. Wreszcie na tle ogoélnego opisu
strategii chemioterapii nowotworéw omowione zostaly kwestie zwigzane z terapia
przewleklej biataczki szpikowej 1 mechanizmami jej lekoopornosci, po czym
Autorka ptynnie przeszta do zagadnien zwigzanych z poszukiwaniem nowych
lekdéw na t¢ chorobe.

Styl tego rozdziatu, dobdr faktéw i rozlozenie akcentow wskazuje, ze Autorka
swobodnie porusza si¢ w tematyce zwigzanej z rozprawa. Mimo stosunkowo duzej
objetosci tej czesci rozprawy, czyta si¢ ja dobrze, co wynika na réowni z jej
przejrzystej struktury, ilustratywnego jezyka rozprawy i epickiego talentu Autorki.
W opis aktualnego stanu wiedzy umiejetnie wplotta ona bowiem ciekawe watki
historyczne. Sprawia to, ze lektura wstepu pracy staje sie podrozg zar6wno w
przestrzeni wiedzy dotyczacej wybranych aspektow choroby nowotworowej, jak i
do czasow, gdy niektore z obecnie aktualnych koncepcji dopiero sie wykluwaty.
Diagramy i tabele ilustrujace niektore z watkow 0maw1anych w tej czesci rozprawy
wspomagaja czytelnika w nadazaniu za tokiem jej rozumowania i pomagaja
zachowac¢ orientacje w poszczegdlnych zagadnieniach bedacych przedmiotem
badan Autorki. Nieco brakowato mi syntetycznego chocby omoéwienia
problematyki ,ztotego standardu” analiz przeciwnowotworowej aktywnosci
nowych lekéw, co jest o tyle istotne, ze istota pracy jest proba (skadinad
zakonczona sukcesem) wszechstronnej analizy konsekwencji podania konkretnej
substancji dla dobrostanu komodrek nowotworowych. Jednak rozdziat ten
skonstruowany jest w sposob logiczny, zawiera duzy tadunek merytoryczny, a
takze dobrze wprowadza czytelnika w tematyke pracy.

Zalozenia i cel pracy wyltozone zostaly w sposob klarowny. Cho¢ formalnie
trudno uznac¢ za takowy "przeprowadzenie badan", to jasnym pozostaje poczynione
przez Autorke zatozenie przeciwnowotworowej aktywnosci BK124. Szczegotowe
cele wykonanych w ramach rozprawy badan zostaly przedstawione w sposob
kompletny; prowadza one czytelnika przez cz¢$¢ metodyczng i eksperymentalng
rozprawy.

Metodyka to bardzo mocna strona recenzowanej pracy doktorskiej. Dobor i
spektrum wykorzystanych technik doswiadczalnych, ktorych uszczegétowiony opis
zostat zawarty w rozdziale Materiaty i Metody, sa wystarczajace aby zweryfikowaé
postawione hipotezy. Na uwage zastuguje skojarzenie w jednej pracy technik in
vitro, ex vivo i in vivo. Wsrdd tych pierwszych wykorzystano m.in. cytometryczne
i kolorymetryczne techniki analiz wplywu badanego zwiazku na Zywotnosc¢
komorek (ich aktywno$¢ metaboliczng i odpowiedz apoptotyczna), przebieg cyklu
komorkowego i proliferacje, a takze analizy ekspresji genow na poziomie mMRNA z
wykorzystaniem techniki gRT-PCR i analizy poziomoéw biatek z wykorzystaniem
techniki immunoblot. Waznym fragmentem catos$ci metodyki byta z natury rzeczy
zmudna i czasochlonna proba wyprowadzenia szczepow lekoopornych, ktora
dostarczyta istotnych danych na temat potencjatu terapeutycznego badanego
zwigzku. Rowniez opanowanie i efektywne wykorzystanie doswiadczalnych
modeli ex vivo (w tym analizy z wykorzystaniem komoérek CD34" pobranych od
pacjentéw) i in vivo (analizy aktywnosci BK124 w modelu mysim i szczurzym)
bywa wyzwaniem samym w sobie. Na tyle, na ile bytem w stanie to oceni¢, opis
metodyki jest kompletny i szczegétowy. Stwarza on mozliwos¢ powtdrzenia
opisywanych doswiadczen przez osobe dysponujaca odpowiednim sprzgtem i
wiedza. Uzycie urozmaiconych 1 wzajemnie komplementarnych metod bardzo
dobrze $wiadczy o warsztacie badawczym Autorki rozprawy.
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Roéwnie wysoko oceniam tres¢ i forme podrozdzialow, w ktorych Doktorantka
przedstawila uzyskane wyniki. Opis wynikéw podzielony jest na cztery czesci, Z
ktérych pierwsza dotyczy cytotoksycznosci BK124 w modelu przewleklej
biataczki szpikowej K562, a kolejne opisujg odpowiednio: wyniki badan
farmakokinetyki tego zwigzku in vivo, wplywu BK124 na mikroewolucje
opornosci  wielolekowej i na funkcjonalno$¢ "biataczkowych komorek
macierzystych”. Taka konstrukcja jest przejrzysta w odbiorze; ponadto w
poszczegolnych sekcjach tekstu pracy nie brakuje krotkich wstepow i konkluzji,
ktore ulatwiaja zrozumienie ciggow logicznych, rzadzacych wykonywanymi przez
Autorke doswiadczeniami.

Analizy aktywnosci BK124 w modelu K562 ponad wszelka watpliwos¢
wykazaly cytostatyczng i pro-apoptotyczng aktywnos¢ tego zwigzku. Konkluzja ta
wsparta zostata wynikami analiz aktywnosci metabolicznej komorek, ktora spadata
w sposob zalezny od dawki leku, wynikami testow apoptozy (indukcja tego
procesu), analiz dystrybucji komoérek w poszczegélnych fazach cyklu
komorkowego (indukowany przez BK124 blok G,/M) oraz pozioméw i
wewnatrzkomorkowej lokalizacji niektorych biatek regulatorowych (m.in. jadrowa
akumulacja p21 i FOX0O3a). Analizy mechanistyczne wykazaty ponadto znaczace
zmiany poziomow szeregu innych biatek potencjalnie zaangazowanych w regulacje
apoptozy. Uzyskane wyniki tworzg ciagg logiczny |1 nie pozostawiajg pola do
watpliwosci, jednak niektore watki interpretacyjne takich watpliwosci dostarczajg.
Po pierwsze, testy metaboliczne, cho¢ powszechnie stosowane, czesto zaklamuja
wyniki i generuja trudnosci interpretacyjne. Dlatego proliferacje komorek najlepiej
bada¢ bezposrednio analizujac zmiany liczby komorek po czasie. W tym
przypadku nie wydaje si¢, aby zastosowanie testu MTT zasadniczo wptyngto na
jako$¢ uzyskanych wynikéw, jednak interpretacja uzyskanych wynikow w
kategoriach liczby komorek (np. Ryc. 12 i 23) jest juz zasadniczym naduzyciem
konwencji. Po drugie, Autorka zanalizowata poziomy p-JNK i p-p38 po 24
godzinach od podania zwigzku, kiedy znaczna cze$¢ komorek weszta juz w
apoptoze, a na "polu walki" pozostaty komorki o zwigkszonej opornosci na podany
zwigzek. Czy w zwiazku z tym interpretacja wzrostu poziomow obu biatek jako
przejawu ich aktywnos$ci pro-apoptotycznej nie jest zbyt odwazna?

Badania farmakokinetyki BK124 in vivo zostaly zaprojektowane poprawnie i
poprawnie wykonane, a liczba zwierzat wykorzystanych w doswiadczeniach wedle
mojej oceny zapewnia minimum ,,komfortu statystycznego”. Na uwage zashuguje
rozbudowane spektrum parametrow farmakokinetycznych wykorzystanych do
zaprojektowania procedur aplikacji zwiazku zwierzetom do§wiadczalnym oraz fakt
wykorzystania w tych doswiadczeniach zar6wno myszy, jak i szczurow.
Generalnie analizy te wykazaly wysoka aktywno$¢ cytostatyczng zwiazku in vivo
(podobna do imatinibu) przy jego stosunkowo niewielkiej toksycznosci ustrojowej
i potencjalnej retencji w obrgbie uktadu krwiono$nego. Wyniki sg dobrze
udokumentowane, ich opis jest konkluzywny i nie budzi watpliwosci. Catos¢
stanowi wiec dobra podstawe dla bardziej szczegdélowych analiz
dlugoterminowego wptywu BK124 na potencjat komorek biataczkowych.

W badaniach dtugotrwatej odpowiedzi komoérek na dziatanie BK124 Autorka
rozwingta 2 podstawowe watki badawcze. W pierwszym z nich skoncentrowata si¢
ona na relacjach migdzy lekoopornoscia komorek CML a aktywnosciag BK124. W
drugim za$ okreslita wplyw BK124 na funkcjonalnos¢ subpopulacji biataczkowych
komorek macierzystych. Wyniki analiz wptywu BK124 na lekooporno$¢ komorek
biataczkowych wykazaty, ze dlugotrwala inkubacja komorek K562 nie jest
wystarczajaca do indukcji mikroewolucji ich lekoopornosci. Zaobserwowano
niewielki tylko wzrost poziomow btonowej lokalizacji P-gp w komoérkach po 6-
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miesi¢gcznej ekspozycji komorek na lek, przy braku jego wpltywu na wartosé
parametru ICsop. W drugim watku zanalizowano reaktywnos¢ komorek uprzednio
uodpornionych na winkrystyne (K562_MDR1) na podanie BK 124. Wykazano
brak krzyzowej opornosci tych komoérek na BK124, mimo ze wykazywaty one
zwigkszong oporno$¢ na paklitaksel i doksorubicyng. Z drugiej strony
zaobserwowany wzrost liczby komoérek P-gp* w tych populacjach po podaniu
BK124 moim zdaniem §wiadczy¢ moze 0 selekcji populacji komorek
wykazujacych wyzsze poziomy tego biatka. Nalezy zada¢ w tym miejscu pytanie,
czy podobna populacja wystepuje w ,natywnych” komorkach K562, czy
uwidacznia si¢ ona po podaniu BK124 w wyzszych stezeniach i jakie moga by¢
konsekwencje kliniczne takiego stanu rzeczy?

Wreszcie potencjat terapeutyczny BK124 zostat potwierdzony wynikami analiz
wptywu BKI124 na funkcjonalno$¢ komorek CD34" oraz CD34'/CD38
izolowanych z krwi obwodowej $wiezo zdiagnozowanych pacjentow. Wykazaty
one stosunkowo niskie wartosci parametru ICsp dla tych komorek™ oraz ich reakcje
apoptotyczng na podanie zwigzku. Mimo, ze na Ryc. 27 brakuje danych dla
komorek nietraktowanych zwigzkiem, uzyskane wyniki pokazuja potencjalng
wrazliwo$¢ biataczkowych komoérek macierzystych na BK124. Wpisuja si¢ one w
cigg interpretacyjny nakreslony w poprzedzajacych sekcjach.

Generalnie, sposob opisu wynikoéw pracy $wiadczy o bardzo dobrej orientacji
Autorki w zagadnieniach bgdacych przedmiotem rozprawy. Podej$cie metodyczne
oraz interpretacja, dobdr strategii analitycznych nie budza watpliwosci (poza
zZastrzezeniami oméOwionymi powyzej). Wnioski z poczynionych analiz zostaly
zawarte w Dyskusji i w krotkim rozdziale podsumowujacym przestanie pracy.
Zawieraja one wszechstronng synteze znaczenia uzyskanych przez Autorke
wynikow, w tym dotyczacych biochemicznego podloza cytostatycznego i pro-
apoptotyczngo  dziatania ~ BK124,  parametrow  fizykochemicznych i
farmakodynamicznych badanego zwigzku, wszechstronnosci jego dziatania, w tym
zdolnosci do pokonywania opornosci wielolekowej nowotworowych komorek
macierzystych. Mimo kilku niedociagnie¢ stylistycznych (np. ,,powr6t komorki
nowotworu do proliferacji i inhibicji apoptozy™), rozdziat ten w sposob syntetyczny
kompiluje znaczenie uzyskanych wynikow na podstawie szczegoétowego przegladu
danych literaturowych. Interpretacja ta jest wszechstronna, co pozwolito rowniez
na rozbudowanie wnioskow z pracy. Cho¢ brakuje kilku kontroli (na przyktad
analiz wptywu BK124 na komorki hematopoetyczne, komorki linii mieloidalnej
oraz podscieliska szpiku pobrane od zdrowych dawcow), uzyskane wyniki jasno
pokazuja potencjal BK124 w leczeniu przewlektej biataczki szpikowej a takze jej
lekoopornych wariantow. Troch¢ szkoda, Zze Autorka nie zdobyta si¢ na
odwazniejsze dywagacje na temat zr6znicowania opornosci komorek biataczki w
zaleznosci od ich fenotypu. Nie podwaza to jednak wagi uzyskanych wynikéw ani
nie kwestionuje wysokiej wartosci merytorycznej i metodycznej rozprawy. Tym
bardziej, ze Autorka pokusita si¢ 0 sformutowanie perspektyw badawczych na
przyszto$¢é, w tym zwigzanych z dalszymi analizami aktywnosci BK124 i ze
sposobami jego podania pacjentom. Z drugiej strony lektura tej czesci rozprawy
nasuneta mi Kilka pytan:

- nowotwory charakteryzuje zwykle duza fenotypowa heterogennos¢ budujacych
je komorek. Czy wiadomo co$ na temat dywersyfikacji fenotypowej komorek
K562, jej ,regionalizacji” (np. szpik vs. krew obwodowa po przeszczepie do
myszy)? Ciekaw jestem roéwniez przemyslen Autorki na temat ewentualnego
wplywu tego typu zrdéznicowania fenotypowego na wydajno$¢ terapeutyczna
BK124?
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- Autorka wnioskuje o braku indukcji lekoopornosci komoérek K562 przez BK124.
Z drugiej strony udato si¢ utrzyma¢ hodowle tych komoérek przez 6 miesiecy w
obecnosci 2 uM BK124. Jak wygladata dynamika reakcji apoptotycznej komorek
w zaleznosci od czasu ekspozycji na ten zwigzek?
- czy analizowano mozliwos¢ selekcji komorek K562 po ,,pulsowym” podaniu
BK124 w wysokich (cytotoksycznych) stezeniach? Wzrost frakcji P-gp™" w
populacjach K562 po podaniu BK124 (Ryc. 22A) moze sugerowacé zasadno$¢
takiego podejscia;

- moze wiadomo juz, jaka jest reaktywnos¢ komoérek CD34" i CD38
pochodzacych od zdrowych dawcow na BK124?

Reasumujac, podjete przez Autorke badania dotycza bardzo waznej kwestii
posrednio odnoszacej si¢ do problemoéw klinicznych zwigzanych z lekoopornoscia
przewlektej biataczki szpikowej. Wskazuja one jednoznacznie na potencjat BK124
I na mozliwe zastosowanie tego leku w leczeniu tej choroby, w tym jako czynnika
podnoszacego wrazliwo$¢ komorek biataczki na imatinib. Niezaleznie od
poczynionych przeze mnie uwag, ktore maja charakter dyskusyjny i nie podwazaja
merytorycznej wagi uzyskanych wynikéw uwazam, ze badania podjete przez
Autorke moga przyczyni¢ si¢ zarowno do glgbszego poznania molekularnych
mechanizmow rzadzacych rozwojem 1 progresja chronicznej biataczki szpikowej,
jak 1 moga pomodc wytyczy¢é nowe Sciezki terapii wspomagajace leczenie tej
choroby. Jest to szczegdlnie istotne w $wietle danych pokazujacych, ze czes¢
pacjentow wykazuje opornos¢ pierwotng na imatinib, a wigkszo$¢ pacjentow
nabywa oporno$¢ w trakcie kilkuletniej terapii. Podsumowujac, rozprawa spetnia
wszelkie ustawowe wymogi rozprawy doktorskiej okreslone w art. 187 Ustawy z
dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r., poz.
85 z pozn. zm.). Przedktadam zatem Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN wniosek o dopuszczenie Pani mgr
Igi Stukan do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod
uwage duzg warto$§¢ poznawczg pracy, jej rozmach metodologiczny i fakt
opublikowania wynikoéw pracy, a takze dotychczasowy dorobek naukowy Autorki,
Wnosz¢ rowniez o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

(Jarostaw Czyz)
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