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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agnieszki Kurdyn przygotowana na
wniosek Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Gdanskiej. Rozprawa na stopien
doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.

Rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Kurdyn pt. ,,Cellular response induced by
unsymmetrical bisacridines in pancreatic cancer cells cultured in 2D and 3D conditions”
(,,Odpowiedz komorkowa indukowana przez niesymetryczne bisakrydyny w komorkach raka
trzustki hodowanych w warunkach 2D i 3D”) zostata przygotowana pod kierunkiem Pani prof.
dr hab. Ewy Augustin. Praca zostata napisana w jezyku angielskim. Praca dotyczy bardzo
aktualnego i waznego obszaru badan naukowych zwigzanych z poszukiwaniem nowych
zwigzkow przeciwnowotworowych. Praca skupia si¢ na ocenie aktywno$ci zwigzkow,
niesymetrycznych bisakrydyn wobec komérek raka trzustki, ktérego leczenie jest ogromnym
wyzwaniem medycznym. Wciaz nie istniejg bowiem wystraczajaco skuteczne metody leczenia
tego nowotworu, zwlaszcza w jego zaawansowanym stadium. Stad, podjety przez Doktorantke
oraz Promotor temat uwazam za niezwykle istotny klinicznie.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w ukladzie obejmujacym czg$¢ teoretyczna
poprzedzong streszczeniami (w j. polskim 1 angielskim) oraz wykazem skrotéw. Nastepnie
zostaly opisane cele pracy, materialy i metody, przedstawienie wynikow badan w postaci trzech
oryginalnych publikacji uzupelnionych wynikami nieopublikowanych, przyszte badania,
wnioski. Praca zawiera réwniez o$wiadczenia wspotautorow publikacji oraz osiggnigcia
naukowe Doktorantki, pi$miennictwo, wykaz rysunkoéw oraz tabel. Uktad rozprawy jest
przejrzysty i logiczny, a poszczeg6lne czgséci tworza spojng catos¢ odpowiadajaca realizacji
zatozonego celu badawczego.

Czg$¢ teoretyczna zostala podzielona na cztery gléwne rozdzialy, ktore w sposob
logiczny wprowadzaja w tematyke rozprawy. Obejmuje ona charakterystyke raka trzustki, w
tym jego epidemiologi¢, etiologie, patogeneze molekularng, heterogenno$¢ jak réwniez
problemy zwigzane z oporno$ciag na leczenie. Nastgpnie oméwiono kluczowe procesy
komorkowe zwigzane z odpowiedzia komorek nowotworowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem apoptozy, starzenia komorkowego, autofagii oraz migracji i inwaz;ji, procesow
ktore sg analizowane w pracy. Kolejna cze$¢ wprowadzenia poswiecona zostata pochodnym
akrydyny jako potencjalnym zwigzkom przeciwnowotworowym, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem niesymetrycznych bisakrydyn, ich mechanizméw dziatania oraz
selektywnosci wobec komorek nowotworowych jak rowniez komorek prawidtowych. Istotnym
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elementem czg$ci teoretycznej jest rowniez przedstawienie znaczenia zaawansowanych modeli
hodowli komérkowej, w tym modeli 3D (organoidow, sferoiddw) ich zastosowania w analizie
nowych, potencjalnych lekdw. Cze$¢ tg uwazam za bardzo wazng i przygotowang w sposob
niezwykle rzetelny i skrupulatny. Szczegoélnie pomocne dla czytelnika sa starannie
przygotowane schematy i rysunki. Rozdzial ten $wiadczy o duzej wiedzy Doktorantki i
szerokim zaznajomieniu si¢ z tematyka pracy.

Po czeg$ci teoretycznej Doktorantka przedstawita cele badawcze oraz opis
zastosowanych materiatow i metod. Gtéwnym celem pracy wskazanym przez Doktorantke¢ byta
kompleksowa charakterystyka aktywno$ci biologicznej oraz mechanizmow dziatania trzech
nowych niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny (C-2028, C-2045 i C-2053) wobec
ludzkich komdrek raka trzustki. Realizacj¢ celu glownego podzielono na trzy zasadnicze
kierunki badan oraz cele szczegdétowe. Pierwszy zaktadal ocen¢ cytotoksycznosci badanych
zwigzkow oraz ich wplyw na proliferacje, zmiany w cyklu komérkowym, apoptoze i starzenie
komorkowe w roznych liniach raka trzustki. Dodatkowo zaktadano zbadanie takze
potencjalnych celow molekularnych w szczegdlnosci markera c-Myc oraz biatek p16, p21, p53
1 SMADA4. Drugi kierunek dotyczyt oceny dziatania bisakrydyn w trojwymiarowych modelach
sferoidow oraz poréwnania odpowiedzi komoérek w warunkach 2D i 3D. Trzeci cel
szczegblowy obejmowal analiz¢ wplywu badanych zwigzkéw na proces autofagii, jej
wzajemne powigzania z apoptoza oraz potencjal migracyjny komorek raka trzustki z
uwzglednieniem markeréw zwigzanych z przejsciem epitelialno- mezenchymalnym (EMT).
Cele moim zdaniem zostaty postawione prawidtowe i odpowiadaty tematowi pracy; pozwolily
one na wieloaspektowa ocene zaréwno aktywnosci przeciwnowotworowej badanych
bisakrydyn, jak i potencjalnych mechanizméw odpowiedzialnych za ich dziatanie.

Zakres wykorzystanych metod jest szeroki i odpowiadat zatozonym celom. Obejmowat
on zaréwno klasyczne testy oceny cytotoksycznosci w modelach 2D 1 3D, jak i analizy z
wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, mikroskopii, Western blot, oceny autofagii,
starzenia komorkowego, aktywnos$ci kaspaz, zdolno$ci migracyjnych oraz tworzenia kolonii.
Badania przeprowadzono z wykorzystaniem modeli komérkowych hodowanych zaréwno w
uktadzie monowarstwowym, jak 1 w postaci sferoidow. Pozwolilo t0 na szeroka oceng
odpowiedzi komorek raka trzustki na dziatanie badanych niesymetrycznych bisakrydyn.

Zasadniczg cze$¢ rozprawy stanowig trzy oryginalne wieloautorskie artykuty naukowe
wydawnictw 0 zasiegu miedzynarodowym, uzupetnione o dodatkowe, niepublikowane wyniki.

1. c-Myec inhibition and p21 modulation contribute to unsymmetrical bisacridines-induced
apoptosis and senescence in pancreatic cancer cells. Pharmacological Reports (2025)
77:182-209; doi: 10.1007/s43440-024-00658-6. 1F2024 = 3.8, Q1, Pkt. Min.100.

2. Pro-Apoptotic Effects of Unsymmetrical Bisacridines in 3D Pancreatic Multicellular
Tumor Spheroids. International Journal of Molecular Sciences (2025) 26, 7557; doi:
10.3390/ijms26157557. 1IF2024 = 4.9, Q1, Pkt. Min.140.
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3. Apoptosis-promoting autophagy mediates anti-migratory effects of unsymmetrical
bisacridines in pancreatic cancer cells. Biomedicine & Pharmacotherapy (2025) 193,
118786; doi: 10.1016/j.biopha.2025.118786. IF2024 = 7.5, Q1. Pkt. Min. 100.

Przedstawione prace tworzag spOjng cato$¢, przechodzac od charakterystyki
podstawowych efektow cytotoksycznych i mechanizmow $mierci komérkowej indukowanych
przez badane zwiazki, przez ich weryfikacje w modelach 3D, az do analizy roli autofagii i
migracji komdrek. Co istotne w kazdej z prac Doktorantka jest pierwszg Autorka. Na podstawie
o$wiadczen Wspotautorow mozna réwniez stwierdzié, iz udziat Doktorantki w powstawaniu
tych publikacji byt kluczowy.

Pierwsza publikacja (1) koncentruje si¢ na okresleniu aktywnosci trzech bisakrydyn (C-
2028, C-2045 i C-2053) w modelach 2D raka trzustki. Wykorzystano w pracy linie komérkowe
raka trzustki Panc-1, MIA PaCa-2, AsPC-1, BXPC-3 oraz linie nienowotworowa hTERT-
HPNE. Wykazano, ze badane zwiazki charakteryzuja si¢ wyzsza cytotoksycznoscia wobec
komoérek nowotworowych niz wobec prawidlowych komoérek nabtonka trzustki.
Zidentyfikowano apoptoze jako gldéwny mechanizm indukowanej $mierci komorkowej oraz
wykazano udziat SMADA4 i obnizenie poziomu onkoproteiny c-Myc, przy czym efekt zwigzany
Z c-Myc zachodzil niezaleznie od p53. Ponadto stwierdzono takze indukcje¢ zaleznego od dawki
starzenia komorkowego, zwigzanego ze wzrostem poziomu p21, a nastgpnie przechodzenie
komorek starzejacych sie¢ w kierunku komorek apoptotycznych.

Druga publikacja (2) stanowi rozszerzenie badan o bardziej zaawansowany model
hodowli 3D w postaci wielokomérkowych sferoidow nowotworowych. Wykorzystano w pracy
trzy rodzaje linii komoérkowych Panc-1, MIA PaCa-2, AsPC-1. Waznym elementem pracy byto
zoptymalizowanie tworzenia sferoidow w warunkach in vitro. Wykazano, ze badane
bisakrydyny zachowuja aktywno$¢ przeciwnowotworowg réwniez w warunkach 3D,
prowadzac do zmian morfologii i zahamowania wzrostu sferoidow jak rOwniez istotnego
obnizenia zywotnosci komoOrek. Potwierdzono réwniez, ze apoptoza jest dominujagcym
mechanizmem $mierci komoérkowej w tym modelu. Interesujacym wynikiem byto wykazanie,
ze poszczegdlne zwigzki wykazywatly podobng specyficzno$¢ wobec okreslonych linii
komorkowych niezaleznie od zastosowanego modelu hodowli; podkresla to znaczenie
wlasciwosci genotypowych 1 fenotypowych komoérek w ocenie aktywnosci potencjalnych
lekow.

Trzecia publikacja (3) rozwija wcze$niejsze obserwacje poprzez analize roli autofagii
oraz jej zwiazku z apoptoza i migracja komorek raka trzustki. Wykazano, Ze bisakrydyny
zwiekszajg przeptyw autofagiczny w sposob zalezny od linii komorkowej 1 niezalezny od
Beclinl. Analiza wzajemnych zaleznos$ci pomigdzy autofagia i apoptoza wskazala na ich
ztozony, lecz przede wszystkim pro$mierciowy charakter. Jednoczesnie wszystkie badane
zwiagzki istotnie hamowaty migracje komdrek raka trzustki, a efekt ten byt powiazany z
aktywnoS$cig autofagii 1 zmianami w markerach zwigzanych z przejsciem epitelialno-
mezenchymalnym.
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Podsumowujgc, trzy publikacje tworzg logiczny cigg badawczy, w ktorym mgr
Agnieszka Kurdyn przechodzi od oceny podstawowej aktywnosci przeciwnowotworowe;j
bisakrydyn, poprzez potwierdzenie ich dziatania w modelu 3D, do poglebionej analizy
mechanizméw odpowiedzialnych za ich dziatanie. Wyniki wskazujg na wielokierunkowg
aktywnos$¢ badanych zwigzkow, obejmujaca przede wszystkim indukcje apoptozy, starzenia
komorkowego i autofagii oraz hamowanie migracji komorek raka trzustki. Szczego6lnie
wartosciowe jest wykazanie selektywnosci dziatania wobec komoérek nowotworowych oraz
zachowania aktywnos$ci w bardziej ztozonym modelu 3D.

Whnioski przedstawione w rozprawie doktorskiej stanowig podsumowanie
najwazniejszych wynikow zarowno opublikowanych jak réwniez tych nieopublikowanych.
Doktorantka wskazuje na selektywng cytotoksycznos$¢ niesymetrycznych bisakrydyn wobec
komorek raka trzustki, ich wpltyw na szlak c-Myc/p21, indukcje apoptozy i starzenia
komorkowego, a takze zachowanie ich aktywnosci w modelach 3D. Ponadto Doktorantka
podkresla wazny aspekt indukowanej autofagii oraz hamowanie migracji testowanych komorek
nowotworowych. Wnioski sa3 moim zdaniem logiczne, spojne z przedstawionymi wynikami i
dobrze oddaja najwazniejsze wyniki i osiggni¢cia badawcze recenzowanej rozprawy. Na
szczegolne podkreslenie zastuguje ich wieloaspektowy charakter, odzwierciedlajacy zlozone
mechanizmy dziatania badanych bisakrydyn. Wnioski wskazuja rowniez na potencjalne
znaczenie uzyskanych wynikéw dla dalszych badan nad nowymi strategiami leczenia raka
trzustki. Jednocze$nie aplikacyjny charakter wynikdw nalezy traktowaé jako perspektywe
wymagajaca dalszej walidacji w badaniach przedklinicznych.

Praca pod wzglgdem naukowym jest z pewnoscia na bardzo wysokim poziomie. Mam
jednak kilka uwag 1 pytan, ktore prositbym aby Doktorantka wyjasnita podczas publiczne)
obrony pracy doktorskiej. Zastosowanie 7-AAD pozwolito na ocen¢ populacji komorek o
zaburzonej integralnosci btony; te wyniki zostaly dodatkowo zweryfikowane za pomocg
barwienia Annexin V/PI oraz obrazowania fluorescencyjnego. Na ile, zdaniem Doktorantki
mozliwe jest bezposrednie porownanie odsetka komorek 7-AAD+ pomigdzy modelami 2D 1
3D, biorgc pod uwage odmienne warunki hodowli, dostepnos¢ tlenu i sktadnikow odzywczych
oraz potencjalnie r6zng penetracje badanych zwigzkéw? Dodatkowo, chciatbym zapytaé czy
zastosowane odczynniki/zestawy uzywane do badania sferoidow byly rowniez dedykowane,
rekomendowane do tego typu analiz np. analiza starzenia. Cz¢$¢ odczynnikdw z pewnoscig ma
utrudniony dostep do rdzenia sferoidu i sg stosowane rutynowo do badania komorek
hodowanych klasycznie w jednej warstwie. Czy Doktorantka przeprowadzata oceng
efektywnosci penetracji zastosowanych barwnikow (calcein AM, PI oraz Annexin V-FITC) w
catej objetosci sferoidow o S$rednicy okoto 450 pum? Jaka byta rzeczywista glebokos¢
obrazowania 1 czy analizowane obrazy obejmowaly caly sferoid, czy jedynie jego
powierzchniowe warstwy? Czy zastosowana procedura barwienia Annexin V-FITC/PI zostata
zwalidowana pod katem wykrywania komorek apoptotycznych znajdujacych si¢ w glgbszych
warstwach sferoidu?

W jednym z badan cytometrycznych analizowano 16-48 sferoidow w zaleznos$ci od linii
komorkowej, natomiast wyniki przedstawiono dla n=4. Czy jednostkg eksperymentalng byty
niezalezne doswiadczenia, w ramach ktérych analizowano pule sferoidow, czy pojedyncze
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sferoidy? W przypadku obrazowania czesci sferoidow do$wiadczenia wykonano w dwoch
niezaleznych powtoérzeniach (n=2). Czy obrazowanie miato charakter wylacznie jakoSciowy,
stluzacy wizualnemu potwierdzeniu wynikow cytometrii, czy tez przeprowadzano iloSciowg
analiz¢ uzyskanych obrazow? Dodatkowo, prositbym Doktorantk¢ 0 wskazanie ograniczen
tego typu badan bazujacych na liniach komorkowych bez wykorzystania pierwotnych komorek
nowotworowych pochodzacych od pacjentdw. Wskazane pytania, uwagi nie umniejszaja
jednak poziomu naukowemu catej pracy. Stuzg jedynie wykazaniu i wyjasnieniu niektorych jej
aspektow metodycznych.

Przedstawiona rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i wnosi
istotny wklad w rozwoj wiedzy dotyczacej biologicznego dziatania nowych zwigzkéw o
potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej oraz mechanizméw odpowiedzi komorek raka
trzustki na ich dzialanie. Na szczegdélne podkreslenie zastuguje kompleksowe podejscie
badawcze, obejmujace analize cytotoksyczno$ci oraz mechanizméw $mierci komorkowej,
starzenia, autofagii i migracji komdrek z wykorzystaniem zaréwno klasycznych modeli 2D, jak
I bardziej zaawansowanego modelu 3D (sferoidy). Uzyskane wyniki majg istotng wartos$¢
poznawcza 1 moga stanowi¢ podstaw¢ do dalszych badan nad zastosowaniem
niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny w terapii nowotworow, w szczeg6lnosci raka
trzustki.

Wysoki poziom merytoryczny rozprawy, szeroki i odpowiednio dobrany warsztat
badawczy, oryginalnos¢ uzyskanych wynikow oraz ich znaczenie dla poznania mechanizmow
dziatania badanych zwigzkéw jak rowniez dorobek publikacyjny Doktorantki pozwalajg
stwierdzi¢, ze Pani mgr inz. Agnieszka Kurdyn wykazuje wysoka wiedze¢ teoretyczna i
praktyczng oraz umiej¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agnieszki
Kurdyn pt. ,,Cellular response induced by unsymmetrical bisacridines in pancreatic
cancer cells cultured in 2D and 3D conditions” spelnia wymagania okreslone w art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r., Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r.
poz. 1668 z pézniejszymi zmianami) i wnioskuje¢ o dopuszczenie Pani mgr inz. Agnieszki
Kurdyn do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w
dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.

Z powazaniem

Prof. dr hab. Michat Pikuta
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