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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Kurdyn
pt. "Cellular response induced by unsymmetrical bisacridines in
pancreatic cancer cells cultured in 2D and 3D conditions"

Przekazana do recenzji praca doktorska mgr Agnieszki Kurdyn zostata wykonana pod kierunkiem
dr hab. Ewy Augustin, prof. PG na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej. Celem badan
prowadzonych przez mgr Agnieszke Kurdyn bylo poznanie wtasciwosci trzech nowych,
niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny iich aktywnosci biologicznej wobec ludzkich komdrek raka
trzustki.

Tematyka badawcza podjeta w przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej stanowi element
intensywnie rozwijanego aktualnie obszaru badaf nad zwigzkami niskoczgsteczkowymi jako
potencjalnymi czynnikami przeciwnowotworowymi. Wspdtczesna onkologia oraz chemia medyczna w
coraz wiekszym stopniu opierajg sie na projektowaniu czgsteczek zdolnych do selektywnej modulacji
kluczowych szlakéw sygnatowych odpowiedzialnych za proliferacje, angiogeneze oraz proces
przerzutowania komérek nowotworowych. Warto w tym miejscu podkreslic, ze zwigzki
niskoczgsteczkowe pozostajg jedng z najwazniejszych klas kandydatow na nowoczesne leki
przeciwnowotworowe, a poszukiwanie nowych zwigzkéw o korzystnym profilu farmakokinetycznym
nadal stanowi jeden z priorytetowych kierunkéw badan w chemii medycznej i farmakologii
onkologicznej. W tym kontekscie badania przedstawione w rozprawie doktorskiej nalezy uzna¢ za
aktualne, dobrze uzasadnione pod wzgledem naukowym oraz wpisujace sie w Swiatowe trendy
rozwoju terapii przeciwnowotworowych.

Przekazana do oceny praca doktorska napisana jest w jezyku angielskim w formie zbioru publikacji.
Posiada ona typowy dla tego rodzaju dysertacji uktad, rozpoczynajgcy sie dobrze zbalansowanym
wstepem teoretycznym, przedstawiajgcym cel podjetych badan oraz zawierajgcym materiaty i metody
wykorzystywane w trakcie realizacji doktoratu. Najwazniejszg zas$ czes¢ stanowi cykl trzech publikacji
w ktérych mgr Agnieszka Kurdyn jest pierwszg autorka. Co istotne, wszystkie publikacje pochodzg z
listy JCR i posiadajg dobry lub bardzo dobry wspétczynnik wptywu. W dysertacji mozna rowniez znalezé
deklaracje istotnego wktadu Doktorantki w badania wchodzgce w skfad rozprawy doktorskiej oraz spis
pozostatych artykutdw, ktorych mgr Kurdyn jest wspoétautorka. Z przedstawionych danych wynika, ze
Doktorantka jest wspdtautorka osmiu opublikowanych juz prac oraz jednej bedacej w trakcie oceny.
Jest to w mojej ocenie bardzo dobry dorobek jak na ten etap kariery naukowej. Ponadto, w pracy
zamieszczono informacje na temat doniesiel konferencyjnych oraz liste otrzymanych stypendidw i
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wyrdznien. Wszystko to swiadczy zdecydowanie pozytywnie o aktywnosci naukowej mgr Agnieszki
Kurdyn i wskazuje na swietng wspdtprace pomiedzy Doktorantkg a Panig Promotor.

Publikacje, ktére zostaty wskazane jako trzon pracy doktorskiej, tworzg spdjny tematycznie cykl
artykutow naukowych. Dotyczy on, zgodnie z deklarowanym celem, przeciwnowotworowego dziatania
niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny (UA) wobec ludzkich komérek raka trzustki. Przedstawione
artykuty wskazujg na wysoki stopien merytorycznego zaawansowania oraz logiczng strukture badan.

Pierwsza z publikacji rozpoczynajgcych cykl badawczy dotyczy molekularnych mechanizméw
indukowania odpowiedzi komdrkowe] przez asymetryczne bisakrydyny (C-2028, C-2045, C-2053) w
warunkach hodowli 2D na czterech liniach komdrkowych raka trzustki (Panc-1, MIA PaCa-2, AsPC-1,
BxPC-3). Badania nakierowane zostaty w szczegdlnosci na charakterystyke mechanizmu indukowanej
Smierci komérkowej oraz starzenia komérkowego. Doktorantka wykazata silne dziatanie cytotoksyczne
badanych zwigzkéw, hamowanie wzrostu komérek nowotworowych z indukcja apoptozy jako
gtéwnym mechanizmem oraz przyspieszone starzenie komdrkowe linii MIA PaCa-2, ktére ostatecznie
rowniez konczy sie apoptozg. We wspomnianej pracy wskazuje Ona takze na kluczowy mechanizm
wyciszenia ekspresji c-Myc oraz nadekspresje biatka p21 jako pierwotng $ciezke odpowiedzi
apoptotycznej. Doktorantka ustalifa rowniez stezenia ICso oraz ICgg, ktdre staty sie punktem odniesienia
dla kolejnych prac.

Druga z prezentowanych publikacji przenosi badania do bardziej zaawansowanego fizjologicznie
modelu 3D sferoidow wielokomérkowych MCTS. Doktorantka do analiz wykorzystata tu te same
wartosci ICso/1Cso co W pierwszej pracy i wykonata analizy na trzech liniach komérkowych (Panc-1, MIA
PaCa-2, AsPC-1). Opisane badania udowodnity, ze asymetryczne bisakrydyny zachowujg swojg wysoka
aktywnos¢ proapoptotyczng hamujac wzrost sferoidéw, ktére lepiej niz hodowle 2D oddajg
mikrosrodowisko guza. Badane zwigzki skutecznie penetrowaty sferoidy, hamujgc wzrost i prowadzac
do dezintegracji ich struktury, przy czym ich skutecznos¢ zalezata od rodzaju linii komdrkowej
niezaleznie od warunkéw hodowli (2D vs. 3D). Mgr Kurdyn wykazata, ze dominujgcym mechanizmem
Smierci komérkowej w modelu 3D byta apoptoza. Jednocze$nie wiekszo$¢ badanych komorek
znajdowata sie w fazie wczesnej apoptozy, podczas gdy w hodowlach 2D przewazaty komérki w fazie
poinej apoptozy. Doktorantka wydaje sie przy tym zasadnie interpretowac¢ te rdznice jako
konsekwencje opdznionej kinetyki Smierci komodrkowej w modelu sferoidowym, zwigzanej z
ograniczong i stopniowa penetracjg struktur 3D.

Ostatnia z publikacji wchodzacych w sktad cyklu artykutéw naukowych stanowi swoiste rozszerzenie
analizy mechanizmdéw wczedniejszych badarn wzbogacajgc analize o proces autofagii oraz wptyw
badanych zwigzkéw na migracje komérek raka trzustki. Analizy biologiczne byly wykonywane na
czterech nowotworowych liniach komdérkowych (Panc-1, MIA PaCa-2, AsPC-1, BxPC-3) i pordwnane z
nienowotworowg linia komdrkowa hTERT-HPNE. Mgr Kurdyn wykazafa dzieki temu, ze badane
asymetryczne bisakrydyny posiadajg znacznie nizszg cytotoksyczno$é wzgledem nienow otworowych
komoérek trzustki, potwierdzajgc tym samym ich selektywnosé. Doktorantka udowodnita réwniez, ze
badane zwigzki indukujg, w sposéb niezalezny od biatka Beclinl, autofagie o zmiennym charakterze,
zaleznym od linii komérkowej oraz silnie hamujg migracje komérek poprzez niekanoniczny mechanizm
zwigzany z modulacjg markeréw EMT.

Powyzsze trzy publikacje stanowig w moim przekonaniu bardzo silng podstawe rozprawy doktorskiej.
S3 spdjne, wzajemnie sie uzupetniajg i dostarczajg dowoddéw na to, ze niesymetryczne bisakrydyny
mogg by¢ obiecujgcymi kandydatami w terapii raka trzustki dzieki wielokierunkowemu dziataniu
(apoptoza, starzenie, autofagia i hamowanie migracji) przy zachowaniu bezpieczeristwa dla komérek
zdrowych. Doktorantka konsekwentnie wykorzystata trzy asymetryczne bisakrydyny do logicznego
ciggu badan rozpoczynajac od poszukiwania podstawowego mechanizmu dziatania na liniach
komédrkowych 2D, poprzez walidacje swoich obserwacji w hodowlach 3D, a koniczac na pogiebieniu



mechanizmu weryfikacji selektywnos$ci dziatania. Takie podejscie stanowi wiec nie tylko cenne zrédto
wiedzy o nowych zwigzkach ale tez bogaty opis farmakologiczny potencjalnego leku.

W trakcie lektury samych artykutéw naukowych nasunety mi sie pewne pytania dotyczgce czesci
zaprezentowanych badan. Jednakze po lekturze catej rozprawy okazato sie, ze rozprawa jest znacznie
bardziej samoswiadoma metodologicznie niz sugerowataby to lektura wytgcznie trzech publikacji z
osobna. Moje gtdwne zarzuty poczgtkowo dotyczyty niespdjnego panelu linii komérkowych oraz braku
niezaleznej reoptymalizacji wartosciICso oraz ICso W kolejnych publikacjach. W publikacji nr 2 pominieto
linie BxPC-3, ktora byta obecna w publikacjach nr 1 i nr 3. Rozprawa zawiera jednak dedykowany
rozdziat wyjasniajacy te decyzje. Poniewaz efekt spodziewany po traktowaniu asymetrycznymi
bisakrydynami wystepowat juz w kontroli, Doktorantka stusznie uznata, ze wigczenie tej linii
uniemozliwitoby wiarygodng interpretacje wynikéw. Jezeli natomiast chodzi o brak ponownej
optymalizacji stezen 1Cso/1Cso to jak juz wczesniej wspomniatam w recenzji, prace nr 2 i nr 3 opierajg
sie w catos$ci na wartosciach wyznaczonych w pierwszym artykule, bez powtérnej walidacji w nowych
warunkach. Dodatkowe informacje pojawity sie jednak w rozprawie doktorskiej wykazujac, ze préba
ponownejoptymalizacji byta podejmowana. Ostatecznie jednak badania zdecydowano sie wykonac wg
dawek wyznaczonych na liniach komdrkowych 2D z logicznym uzasadnieniem. Uwazam, Zze taka
decyzja broni sie metodologicznie, cho¢ w samej publikacji nr 2 nigdzie nie znalaztam informacji, ze tak
duze rozbieznosci miedzy liniami komdérkowymi 2D i 3D w ogdle istniejg i byty mierzone. Oznacza to,
ze publikacja nr 2, czytana samodzielnie, bez rozprawy, jest w tym miejscu niepetna informacyjnie,
nawet jesli decyzja byta stuszna merytorycznie.

Zastanawiajgca dla mnie jest rowniez niewielka moc statystyczna (zwtaszcza gdy n=2) przedstawionych
wynikow. Przy tak matej liczebnosci prob istotnosé statystyczna (szczegdlnie liczne p<0.05 przy n=2 na
grupe) jest watpliwa metodologicznie i powinna by¢ traktowana z ostroznoscig interpretacyjng w catej
serii prac. Nie znalaztam w rozprawie zadnego odniesienia do tego problemu.

Czytajagc wstep teoretyczny dotyczgcy mechanizmu dziatania asymetrycznych bisakrydyn oraz
proponowany mechanizm dziatania nowych zwigzkdéw wskazujgcy na ich zaangazowanie w
oddziatywanie z promotorem c-Myc zastanawia mnie na ile nowe zwigzki mogg by¢ selektywne
wzgledem G-kwadruplekséw. Ponadto, jak zwykle w przypadku badan nad ligandami nakierowanymi
na G-kwadrupleksy, zastanawia mnie kwestia ich rzeczywistej selektywnosci. W genomie wystepuja
tysigce potencjalnych sekwencji zdolnych do tworzenia struktur G-kwadrupleksowych, ktére réznig sie
dtugosciag i sekwencjg petli, topologig oraz regionami flankujgcymi. Jednoczesnie ogrom zwigzkéw
niskoczgsteczkowych oddziatuje przede wszystkim z powierzchnig zewnetrznych tetrad guaninowych
poprzez oddziatywania warstwowe, a rdznicowanie poszczegdlnych struktur wynika gtéwnie z
dodatkowych oddziatywan z petlami, rowkami czy tez z preferencji wzgledem okreslonej topologii. W
zwigzku z tym zastanawiam sie, czy w przypadku takich liganddw rzeczywiscie mozna méwié o wysokiej
selektywnosci wobec pojedynczych struktur G-kwadrupleksowych, jak choéby c-Myc, czy raczej o
preferencyjnym wigzaniu pewnej klasy G-kwadrupleksdw o podobnych cechach strukturalnych.
Prositabym Doktorantke o ustosunkowanie sie do powyzszego zagadnienia podczas publicznej obrony.

Podsumowaujgc, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera oryginalne wyniki badan, ktére
wnoszg wartosciowy wkitad do aktualnego stanu wiedzy w omawianym obszarze badawczym.
Uzyskane rezultaty zostaty zaprezentowane w sposéb przejrzysty i logiczny, a ich interpretacja jest
rzetelna, krytyczna oraz oparta na aktualnym stanie wiedzy. Dyskusja wynikow $wiadczy o bardzo
dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki, umiejetno$ci samodzielnego prowadzenia badan
naukowych oraz swobodnym poruszaniu sie w problematyce realizowanego projektu doktorskiego. Na
podkreslenie zastuguje rowniez umiejetnos¢ formutowania trafnych wnioskéw oraz krytycznej oceny
uzyskanych rezultatéw w kontekscie danych literaturowych. W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze
rozprawa doktorska mgr Agnieszki Kurdyn spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r., Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Gdanskiej o dopuszczenie mgr Agnieszki Kurdyn do dalszych etapdow



postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Jednocze$nie zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Gdanskiej z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki
Kurdyn i zatgczam ponizej argumentacje wymagang uchwatg w sprawie wyrdznien rozpraw
doktorskich procedowanych w dyscyplinie Nauki Chemiczne na Politechnice Gdanskiej.

Argumentacja wyrdznienia rozprawy

Same zwigzki nie s3 nowym wynalazkiem tej rozprawy, poniewaz sg one juz chronione patentami.
Rozprawa dostarcza jednak podstaw do dalszego rozwoju przedklinicznego niesymetrycznych
bisakrydyn jako kandydatow terapeutycznych w raku trzustki, wykazujac na podstawie konkretnych
danych ilosciowych ich przewage nad obecnie stosowanymi standardami leczenia oraz zdolno$¢ do
obchodzenia gtéwnych, znanych mechanizméw lekoopornosci tego nowotworu. Na szczegdlng uwage
zastuguja:

1. Udokumentowana przewaga iloSciowa nad lekami referencyjnymi

Doktorantka wykazata, ze skuteczne stezenia UA (ICso rzedu 0,023-0,198 uM w warunkach hodowli
2D) sg 0 1-2 rzedy wielkosci nizsze niz stezenia klinicznie stosowanej irynotekanu (ICso = 8,5 UM wobec
Panc-1) czy gemcytabiny w liniach opornych. W modelu 3D, mimo naturalnego wzrostu wartosci
ICs0/1Cs0 Wynikajgcego z barier dyfuzyjnych sferoidu, przewaga ta utrzymuje sie na poziomie ponad
2000-krotnym (np. ICsp C-2028 w 3D = 0,020 uM wobec ICsq irynotekanu w 3D = 44,3 uM dla Panc-1).
Mimo réznic bezwzglednych wartosci ICso oraz 1Cso miedzy modelami 2D i 3D, wzgledna przewaga nad
lekami referencyjnymi zostata zachowana i udokumentowana ilosciowo. Jest to precyzyjnie wykazana,
powtarzalna réznica ilosciowa, a nie ogdlna deklaracja wyzszej aktywnosci.

2. Mechanistycznie uzasadnione obchodzenie kluczowej bariery lekoopornosci

Mutacje TP53 wystepujg w >50% przypadkdéw raka trzustki i s3 gtéwng przyczyng opornosci na
standardowe leki genotoksyczne (dziatajgce przez indukcje odpowiedzi zaleznej od p53). Rozprawa
wykazuje, na czterech liniach o zréznicowanym statusie p53, ze cytotoksycznos¢ UA jest w petni
niezalezna od statusu p53, poniewaz ich pierwotnym celem molekularnym jest stabilizacja struktur G-
kwadrupleksu w promotorach onkogendw (m.in. c-MYC) prowadzaca do obnizenia poziomu biatka c-
Myc. To konkretny, sprecyzowany mechanizm omijania dominujgcej bariery opornosci w tym
nowotworze, a nie ogdlnikowe stwierdzenie nowosci mechanizmu dziatania.

3. Udokumentowany margines selektywnosci terapeutycznej

Wartosci 1Cgo dla zdrowych komdérek trzustkowych (hTERT-HPNE) sg co najmniej 2-krotnie wyzsze niz
odpowiednie wartosci dla komérek nowotworowych (np. C-2053: 0,853 puM w komdrkach
prawidfowych vs 0,080 UM w Panc-1). Precyzyjnie okreslony margines bezpieczenstwa jest kluczowym
parametrem oceny potencjatu wdrozeniowego zwigzku, umozliwiajgcym racjonalne planowanie
dalszych badan toksykologicznych.

4. Odwrdcenie fizjologicznego mechanizmu opornosci na poziomie procesu komérkowego

Autofagia w raku trzustki jest udokumentowanym w literaturze mechanizmem cytoprotekcyjnym,
sprzyjajagcym przezyciu komérek nowotworowych pod wptywem terapii. Rozprawa precyzyjnie
wykazuje, ze UA przeprogramowujg ten proces z funkcji ochronnej na prosmiertng, w sposéb
niezalezny od Beclinl. Jest to opisany iloSciowo, weryfikowalny funkcjonalnie proces, a nie
deklaratywna obserwacja korelacyjna.

Zwigzki posiadajg juz ochrone patentowa, co oznacza, ze infrastruktura wifasnosci intelektualnej
niezbedna do komercjalizacji jest zabezpieczona. Rozprawa dostarcza jednak brakujgcego dotad
elementu jakim jest precyzyjny pakiet danych farmakodynamicznych (mechanizm, selektywnosé,



skutecznos¢ w warunkach 2D i 3D, efekt antymigracyjny) uzasadniajacy skierowanie zwigzkéw do
badan in vivo, co samo w sobie stanowi jasno okreslony, kolejny krok wdrozeniowy, a nie ogdlng
deklaracje potencjatu. W zwigzku z powyziszym uwazam, ze rozprawa doktorska zastuguje na
wyrdznienie.
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