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Przedstawiona mi do oceny na zlecenie Kanclerz Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu 
Medycznego w Poznaniu, rozprawa doktorska pani Ludwiki Piwowarczyk spełnia wymogi ustawy z dnia 
20 lipca 2018 r.  Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce, w szczególności art. 187, ust 1, 2 i 3, a tym samym 
uprawnia do ubiegania się o stopień doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w 
dyscyplinie nauki farmaceutyczne. Przedmiotem rozprawy jest bowiem oryginalne rozwiązanie 
problemu naukowego, polegającego na oddziaływaniu polifenolowych roślinnych produktów 
naturalnych w nanoformulacjach liposomowych z komórkami nowotworowymi in vitro. Ponadto, 
rozprawa prezentuje ogólną wiedzę teoretyczną kandydatki w dyscyplinie nauki farmaceutyczne oraz 
umiejętność samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawę stanowi zbiór opublikowanych i 
powiązanych tematycznie artykułów naukowych. 
Poniżej przedstawiam uzasadnienie powyższej opinii. 

 
Uwagi ogólne na temat problematyki podjętej w rozprawie oraz ocena układu pracy 
 

Oceniana dysertacja, złoz ona w toku postępowania o nadanie stopnia doktora nauk 

farmaceutycznych, opiera się na czterech opublikowanych wieloautorskich artykułach, z czego dwa mają 

charakter przeglądowy (narrative literature review – nr 1 Cancers 2020 i nr 3 Biomed Pharmacother 

2022), a dwa są dos wiadczalne (nr 2 Nanomaterials 2022 i nr 4 Cancers 2022). Pani Ludwika 

Piwowarczyk jest pierwszą autorką we wszystkich, a korespondującą w trzech (2, 3 i 4) artykułach, a 

os wiadczenia wspo łautoro w nie budzą wątpliwos ci, co do istotnego i niezastąpionego udziału 

doktorantki w ich powstawaniu. Tym samym, kryterium umiejętnos ci samodzielnego prowadzenia 

badan  naukowych nalez y uznac  za spełnione. 

Motywem wiodącym jest potencjał kilku ros linnych związko w naturalnych i ich pochodnych w 

rozwoju terapeutyko w o działaniu przeciwnowotworowym, z wykorzystaniem formulacji 

liposomowych w celu poprawy włas ciwos ci fizykochemicznych wpływających na stabilnos c , 

biodostępnos c  i farmakokinetykę. Jest zupełnie oczywiste, z e temat jest aktualny i o duz ym znaczeniu 

dla farmacji i medycyny. Jednoczes nie, prace autorki przyczyniają się do uzupełnienia wiedzy o 

oddziaływaniu nos niko w lipofilnych z dos c  wraz liwymi substancjami polifenolowymi. Jak podkres la 

wielokrotnie autorka, leczenie nowotworo w mimo spektakularnego postępu, wciąz  jest dalekie od 
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zadowalającej skutecznos ci, a niekto re rodzaje nowotworo w niezmiennie stanowią duz y problem w 

ochronie zdrowia. W pracach przeglądowych rozprawy, pani Piwowarczyk skupiła się na nowotworach 

pęcherza moczowego [publikacja 1] oraz głowy i szyi [publikacja 3], natomiast w częs ci dos wiadczalnej, 

obiektami badan  były linie komo rkowe, w publikacji 2 opro cz raka pęcherza (5637) takz e linia raka 

prostaty (LNCaP) oraz nienowotworowa lina ludzkich fibroblasto w płuca (MRC-5), zas  w publikacji 4, 

dwie linie glejaka (T98G i U-138MG). Wszystkie typy nowotworo w reprezentowanych przez modelowe 

linie komo rkowe, nalez ą do najczęstszych oraz problematycznych z punktu widzenia wyleczalnos ci i 

nawroto w. Z kolei, wybrane do badan  ros linne związki fenolowe z klasy pochodnych 

hydroksycynamonowych (kurkuminoidy kurkumina i jej pochodna bisdemetoksykurkumina oraz 

akteozyd) i flawonoido w (acylowany flawan-3-ol EGCG i C-glikozyd flawonolowy orientyna) są dos c  

pospolite i popularne w badaniach z zakresu fitofarmakologii, a jednoczes nie, mimo obfitej literatury, 

wciąz  wykorzystywane w ograniczonym stopniu. Przyczyną tego, w przypadku intensywnie badanych 

kurkuminy i EGCG jest ich niska biodostępnos c  oraz niestabilnos c  w warunkach fizjologicznych. 

Ponadto, czego autorka jednak niestety nie podkres la, związki te mają bardzo szerokie działanie na 

bardzo ro z ne funkcje organizmu, co nie ułatwia okres lenia specyficznego zastosowania ze 

sprecyzowanym punktem uchwytu i okres lonym mechanizmem działania, a kieruje uwagę raczej w 

stronę postępowania holistycznego i uzupełniającego oraz profilaktyki. Warto byłoby zauwaz yc , z e 

spos ro d bohatero w rozprawy, kurkumina i EGCG występują w popularnych produktach z ywnos ciowych 

(popularna azjatycka przyprawa kłącze ostryz u i jeszcze popularniejszy surowiec do sporządzania 

codziennych napojo w – lis c  herbaty). Dlatego za największą zaletę pracy, nalez y uznac  aspekt 

technologiczny w postaci uzyskania kompozycji liposomowych, po uprzedniej optymalizacji procedur, 

ich kompleksową analizę, a takz e skuteczne połączenie ro z nych związko w w jednej formulacji, co 

umoz liwiło okres lenie synergistycznego ich działania i korzystnego wpływu na stabilnos c  substancji 

czynnych. W ten sposo b rozprawa wpisuje się w aktualne trendy w badaniach technologicznych 

mających na celu rozszerzenie moz liwos ci wprowadzenia substancji naturalnych do badan  klinicznych 

a jednoczes nie ich wykorzystania w profilaktyce onkologicznej i nie tylko.  

Warto podkres lic , z e w przedstawionej rozprawie, autorka nie ogranicza się do suchego opisania 

zawartos ci publikacji, ale w z ywy i przystępny, a jednoczes nie bardzo fachowy sposo b charakteryzuje 

na pięciu stronach zagadnienie badawcze (rozdz. 3. "Przedmiot badan  i komentarz"). Autorka odnosi się 

zaro wno ogo lnie do znaczenia substancji naturalnych w farmakoterapii, jak i opisuje dokładniej 

przedmiot badan  własnych – kurkuminoidy, galusan epigallokatechiny (EGCG), werbaskozyd (akteozyd) 

i orientynę. Następnie, autorka przechodzi do wprowadzenia zasadniczej problematyki rozprawy, czyli 

charakterystyki nanoformulacji liposomowych i ich potencjału w poprawie parametro w, ale takz e w 

badaniach farmakodynamicznych (np. mechanizmo w komo rkowych działania substancji). W ten 

sposo b, doktorantka udokumentowała swoją rozległą wiedzę teoretyczną o tematyce rozprawy, a takz e 

w zakresie dyscypliny nauki farmaceutyczne. 

Ten nieskazitelny obraz, minimalnie tylko naruszają drobne uchybienia, gło wnie redakcyjne, takie 

jak "modelowanie" białek zamiast modulowanie (nawiasem mo wiąc pojawia się ten sam błąd tez  w 

publikacjach 1 i 3 po angielsku). Inne po kolei to zdanie "Ws ro d wielu grup związko w naturalnych, silną 

aktywnos c  przeciwnowotworową wykazują polifenole", kto re jest trochę mylące, bo co wtedy 

powiedziec  o takich niepolifenolowych związkach naturalnych jak paklitaksel, winblastyna, 

kamptotecyna, homoharringtonina i tak dalej? Spos ro d nominalnych polifenoli, chyba tylko 

podofilotoksyna moz e z nimi konkurowac  jako substancja przeciwnowotworowa. 

Dalej, wspomniana 30% zawartos c  EGCG w lis ciach herbaty to chyba za duz o, tyle mogłoby byc  

wszystkich polifenoli. Zdanie o skutecznos ci akteozydu w leczeniu nowotworo w, nie jest poparte 

cytowaną literaturą [25-28], kto ra odnosi się do badan  in vitro, a nie leczenia. Ta kwestia jest tez  

poruszona w dalszych częs ciach recenzji.  
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W rozprawie zawarto takz e informacje dodatkowe, takie jak opis aktywnos ci naukowej i dorobku 

kandydatki. Nie jest to wprawdzie element, kto ry musiałby byc  poddany ocenie recenzenta, ale warto i 

tak podkres lic  duz ą aktywnos c  i imponującą determinację kandydatki w poszerzaniu kompetencji i 

zgłębianiu wiedzy w ro z nych dziedzinach, co odzwierciedlone jest choc by w ukon czeniu studio w na 

dwo ch bardzo wymagających kierunkach regulowanych. Przy tym, aktualnie gło wne zainteresowania 

doktorantki wyewoluowały w stronę nowych zagadnien  chemii i technologii farmaceutycznej i 

farmakologii, co jeszcze bardziej zwiększa szacunek dla jej s ciez ki naukowej i zawodowej. 

 
Ocena celu pracy i metodologii badań służącej do rozwiązania podjętych problemów 

 

W rozdziale Załoz enia i cele rozprawy, autorka precyzyjnie formułuje zaro wno hipotezę badawczą 

("załoz enia pracy"), jak i wyszczego lnia dwa gło wne cele badan . Ponadto, wymienione zostały etapy 

pracy w postaci zadan  badawczych. Jest to częs c  pracy nie budząca najmniejszych zastrzez en . 

Pod względem metodologicznym, praca zasługuje więc na bardzo dobrą ocenę. Autorka wykorzystała 

bowiem nowoczesny warsztat produkcji form liposomowych, uzyskując bardzo dobrej jakos ci 

formulacji, nie zaniedbując jednoczes nie rzetelnej analityki w badaniach stabilnos ci, a jednoczes nie 

zastosowała solidną metodykę badan  na liniach komo rkowych  

Pani Ludwika Piwowarczyk udowodniła w ten sposo b swoje szerokie kompetencje, skrupulatnos c  i 

wielokierunkowe zdolnos ci badawcze, niezbędne w naukach farmaceutycznych. 

 
Krytyczne uwagi do omówienia zbioru powiązanych tematycznie publikacji 

 

Najbardziej jaskrawym, w mojej opinii, problemem tej rozprawy jest nie tyle strona techniczna czy 

merytoryczna, co nadinterpretacja i nieadekwatnie uz yte sformułowania odnoszące się do znaczenia 

uzyskanych wyniko w. Autorka zdecydowanie naduz ywa daleko idących stwierdzen , nie mogących miec  

oparcia w wynikach. Przede wszystkim, chodzi o okres lenia sugerujące moz liwos c  leczenia 

nowotworo w badanymi związkami na podstawie wyniko w na liniach komo rkowych. Jest to często 

spotykana nieprawidłowos c  w interpretacji u badaczy niedos wiadczonych badaczy lub niebędących 

specjalistami w takiej tematyce. Od naukowca reprezentującego dyscyplinę s cis le związaną z 

zagadnieniami farmakoterapii, oczekuje się jednak unikania uproszczen  i większego krytycyzmu w 

stosunku do takich konkluzji. Jest to tym waz niejsze, z e tres ci dotyczące tak wraz liwego problemu jak 

zastosowanie ros linnych substancji leczniczych w terapii onkologicznej łatwo przenikają do publicznej 

przestrzeni informacyjnej, prowadząc do nieporozumien  i niepotrzebnie entuzjastycznych wyobraz en  o 

skutecznos ci fitoterapeutyko w w chorobach nowotworowych. 

Drugim przejawem niezręcznej interpretacji zaro wno wyniko w własnych, jak i omawianych w 

przeglądach literatury jest mylenie obserwowanych/mierzonych efekto w na poziomie komo rkowym 

czy molekularnym z mechanizmami. Autorka często pisze, z e np. mechanizmem molekularnym 

działania kurkuminy czy EGCG było obniz enie aktywnos ci/poziomu jakiegos  białka czy innej cząsteczki 

sygnałowej, a to przeciez  tylko obserwowalny skutek traktowania komo rek tymi związkami. 

Mechanizmem molekularnym byłoby np. wiązanie się ligandu (czyli tu np. badanej substancji) do 

okres lonego czynnika transkrypcyjnego albo receptora i w ten sposo b wpływanie na ekspresję genu. W 

ogromnej większos ci badan , nie ma takich danych, a wykonane eksperymenty nie wykazują 

konkretnych mechanizmo w, a pozostawiają je na etapie hipotez 

Z eby nie byc  gołosłownym, opro cz juz  wspomnianego zdania ze strony 16, przytoczę wybrane, ale 

dalece nie wszystkie przykłady takich niefortunnych sformułowan . 

 

 



4 

Na stronie 23, pierwsze zdanie juz  odnosi się do "roli w leczeniu BC", a w dodatku jest powto rzone w 

następnym akapicie. Na str. 24. napisano "… pozytywny efekt terapeutyczny przeciwko BC, podobny do 

tego, jaki dotychczas obserwowano w leczeniu raka jajnika [52], piersi [53] i prostaty [54]." Przy tym, w 

z adnej z cytowanych publikacji nie ma dowodu na leczenie, a tylko badania n vitro, względnie w [54] 

analizy epidemiologiczne spoz ycia polifenoli w prewencji oraz badania mechanizmo w chemoprewencji, 

co nie jest toz same z leczeniem. Na tej samej stronie niz ej jest: "Udowodniono, z e EGCG hamował CSCs 

ukierunkowane na szlak sygnałowy Shh …" Nie jest odpowiednim zwrotem pisanie o "hamowaniu 

komo rek" poprzez hamowanie ekspresji białek. Pewnie chodziło o hamowanie proliferacji. 

 

W samej publikacji nr 1 [Cancers 2020] na str. 15. jest stwierdzenie, z e EGCG wykazując pewne 

("some") włas ciwos ci przeciwzapalne, odgrywa tym samym ("thus") waz ną rolę w hamowaniu raka 

pęcherza. Oczywis cie wszyscy wiemy o znaczeniu stano w zapalnych w kancerogenezie, ale w tym 

przypadku to tez  trochę za daleko posunięty wniosek. Przeciez  samo działanie przeciwzapalne (choc by 

wielu popularnych NLPZ, czy nawet i sterydo w) nie oznacza hamowania nowotworo w! 

Nie sposo b się takz e zgodzic  ze zdaniem otwierającym rozdział wnioski (6. Conclusions) w publikacji 

1, z e naturalne polifenole kurkumina i EGCG oferują nowe opcje terapeutyczne w raku pęcherza, bowiem 

z adna z cytowanych prac tego nie potwierdza. Jedyne solidne cytowane badanie kliniczne preparatu 

wzbogaconego w EGCG [34 Gee i wsp. 2017] potwierdza tylko poprawę pewnych wskaz niko w 

proliferacji i apoptozy u operowanych pacjento w z rakiem pęcherza, a zatem sugeruje potencjał w 

prewencji onkogenezy i nawroto w choroby. To za mało, z eby ogłaszac  nowe opcje terapeutyczne, nawet 

w obliczu licznych danych in vitro i nielicznych z modeli zwierzęcych (a włas ciwie tylko na gryzoniach). 

Z drobnych uchybien , zauwaz ono ws ro d sło w kluczowych w przeszukiwaniu bibliotek internetowych 

“T24 line cell”, “5637 line cell”, kto re np. w PubMed nie dają ani jednego wyniku, więc powinno byc  

odpowiednio “T24 cell line”, “5637 cell line”. 

Warto byłoby takz e wyjas nic  bliz ej, albo chociaz  spro bowac  wysunąc  jakies  hipotezy, dlaczego w 

cytowanych badaniach na tym samym związku (czy to kurkumina, czy EGCG, czy jakikolwiek inny 

produkt naturalny) obserwuje się na komo rkach, a nawet in vivo tak ro z ne efekty, np. oddziaływanie z 

odmiennymi szlakami sygnało w komo rkowych, stano w zapalnych, proliferacji albo wstrzymania cyklu 

komo rkowego, itd. Odnosi się wraz enie, z e jeden związek działa akurat na ten mechanizm, kto ry był 

przedmiotem badania/publikacji – czy to ERK1/2, ERK5/AP-1, czy aktywacja kaspaz, PARP, Bcl-2, a 

innym razem znowu hamowanie MMP czy hipermetylacji promotora TFPI, et cetera, et cetera. Przy tym 

wszystkim stwierdza się pos redniczenie ROS i stresu oksydacyjnego (w zalez nos ci od układu 

eksperymentalnego, obniz ająco lub wręcz podwyz szająco). 

Wyłania się z tego obraz substancji działających uniwersalnie i plejotropowo, w zalez nos ci od 

potrzeby badacza, niemalz e panaceum (gdybyz  tylko nie ta niska biodostępnos c ). Warto byłoby więc 

poznac  takz e opinię (krytyczną) doktorantki, jako uzupełnienie omo wienia tych wszystkich badan  z tezą 

wyłącznie pozytywnego działania i wielokierunkowego wpływu tych związko w na komo rki 

nowotworowe. Moz e warto byłoby krytycznie spojrzec  na układy eksperymentalne cytowanych badan  i 

poszukac  nie tylko silnych, ale i słabych stron – co wszak powinno byc  celem artykuło w przeglądowych 

i analizy literatury w pracach eksperymentalnych. 

Bardzo dobrym przykładem takiego ujęcia jest aspekt związany z toz samos cią komo rek linii Hep-2, 

kto ry włas nie w taki, krytyczny sposo b autorka omo wiła w publikacji 3 [Biomed Pharmacother 2022]. 

Ta włas nie praca ma zdecydowanie bardziej krytyczny i poglądowy charakter (zgodnie zresztą z 

podtytułem: A critical review). Zwro cenie przez autorkę uwagi na tę kwestię moz e miec  pozytywny 

wpływ na jakos c  badan  naukowych na całym s wiecie. Cennym aspektem jest takz e omo wienie wraz z 

istniejącymi wciąz  niedociągnięciami zastosowania kurkuminy w terapii fotodynamicznej nowotworo w.  
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W artykułach dos wiadczalnych, obydwu bardzo dobrych autorka przedstawia wyniki prac nad 

otrzymaniem nanoform, zawierających badane polifenole. 

Z publikacji 2 [Nanomaterials 2022] moz na dowiedziec  się pierwszym w literaturze sukcesie 

łączonej inkorporacji kurkuminy i peracetylowanego EGCG w liposomach POPC z wydajnos cią 

przekraczającą 90%. Drugim waz nym osiągnięciem jest wykazanie zwiększenia stabilnos ci kombinacji 

dwo ch polifenoli w poro wnaniu z pojedynczymi związkami, a takz e satysfakcjonującej stabilnos ci 

samych liposomo w. W odniesieniu do badan  na komo rkach 5637 wykazano zbliz one działanie form 

liposomowych i rozpuszczonych w DMSO, a jednoczes nie zachowanie wysokiej aktywnos ci kurkuminy 

w obecnos ci perEGCG – pojedynczo nieaktywnego. 

W pracy tej jedna drobna sprawa zwraca uwagę i wymaga wyjas nienia - dlaczego w opisie metody 

analitycznej HPLC zastosowano oznaczenie silniejszego eluentu (ACN) jako A, a słabszego (roztwo r 1% 

kwasu octowego z chlorkiem potasu) jako B? W konwencji faz odwro conych, zwyczajowo oznacza się 

silną fazę ruchomą jako B, a słabą jako A. 

Druga nies cisłos c  dotyczy wartos ci IC50 podanych w opisie na str. 27 – dla kurkuminy i 5637 napisano 

19,50±3,23 μM po 24 godzinach i 15,33±2,03 μM po 48, a w publikacji jest 17.95 ± 6.68 i 11.25 ± 2.47 

dla DMSO oraz 17.12 ± 4.09 i 12.27 ± 2.91 dla liposomo w. Tamte wartos ci dotyczą kurkuminy w 

kombinacji z perEGCG. 

 

W publikacji 4 [Cancers 2022], nie badano juz  EGCG, ale zastosowano dodatkowo trzy związki – 

pochodną kurkuminy (demetoksylowaną), akteozyd i orientynę. Tym razem, obiektem traktowanym 

tymi związkami były linie komo rek glejaka, w kto rych opro cz prostego oznaczenia przez ywalnos ci MTT 

zmierzono poziom kaspazy-3 i białka p53. Sukcesem tej pracy było otrzymanie wysokiej jakos ci i dos c  

jednorodnych liposomo w zawierających kaz dą z badanych substancji osobno oraz w kombinacji. 

Liposomy te były poddane bardzo skrupulatnej analizie, w tym okres lającej włas ciwos ci 

fizykochemiczne z uz yciem metod EPR i NMR. Dzięki tej pierwszej technice udowodniono zdolnos c  

neutralizacji wolnych rodniko w przez formulacji z kurkuminą. Badanie NMR wykazało mniejszą 

anizotropowos c  upakowanych liposomo w – wynik przewidywalny, ale istotne jest podanie konkretnych 

wartos ci i ro z nic między formulacjami. Zastosowane formulacji silnie działały cytotoksycznie na badane 

komo rki, a IC50 akteozydu osiągnęło wartos c  poniz ej 3 μM, co sytuuje ten wynik w zakresie obiecującym 

farmakologicznie.  

Niestety, w tej pracy takz e pomylono oznaczenia faz ruchomych, więc chyba to jakis  indywidualny 

zwyczaj autorki. Ponadto, w omo wieniu na stronie 30, nie wiadomo po co napisano, z e "Prezentowana 

praca miała na celu omo wienie problemu glejaka wielopostaciowego …", a przeciez  cel pracy był 

zupełnie inny. 

 

We wnioskach zaproponowanych na koniec opisu zbioru publikacji, nie mogę zgodzic  się z punktem 

2) tzn., z e "wykazano nowe moz liwos ci zastosowania wybranych związko w naturalnych w LECZENIU 

nowotworo w OUN i układu moczowo-płciowego …". Co wykazano, to jedynie potencjał do dalszych 

badan  i raczej nie w leczeniu, lecz w prewencji. Na obecnym etapie, wyniki to tylko sugestia 

modulującego wpływu na cykl komo rkowy, od czego daleko do zastosowan  medycznych, a tym bardziej 

w onkologii klinicznej. 

Na koniec uwaga edytorska o spisie literatury (str. 34-38), kto ry domaga się ujednolicenia formatu. 

W streszczeniu polskim i angielskim powtarza się kwestia "zastosowania w leczeniu", więc po raz 

kolejny apeluję o rozwaz ne szafowanie tak mocnymi sformułowaniami. Niezręczne jest tez  zdanie, z e 

"W częs ci dos wiadczalnej przedstawiono badania eksperymentalne". 

 

 




