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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Bindugi

pt. ,,Mechanizm dziatania ekstraktow z czosnku zwyczajnego (Allium sativum L.) ze
szczegolnym uwzglednieniem roli substancji polifenolowych i receptora aktywowanego
proliferatorami peroksysoméw gamma (PPARY) w warunkach in vitro” wykonanej w Katedrze
Biotechnologii 1 Biologii Komorki, Kolegium Medycznego Wyzszej Szkoty Informatyki i
Zarzadzania z siedzibg w Rzeszowie pod kierunkiem prof. dr hab. Konrada Szychowskiego.
Podstawa formalne recenzji:

Zgodnie z uchwala Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne z dnia 17.06.2025
zostalem powotany na recenzenta w/w rozprawy doktorskiej.
Ogolna charakterystyka rozprawy:

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Urszuli Bindugi stanowi 132
stronicowe opracowanie oraz trzy publikacje naukowe (w tym jedna praca w recenzji). W sktad
opracowania wchodza ponadto streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz sktadajaca si¢

z siedemdziesigciu pozycji bibliografia.



Podstawe rozprawy doktorskiej stanowig nast¢pujace publikacje:
1. K. A. Szychowski, U. E. Binduga, K. Rybczynska-Tkaczyk, M. L. Leja, J. Gminski.
Cytotoxic effects of two extracts from garlic (Allium sativum L.) cultivars on the human
squamous carcinoma cell line SCC-15. Saudi Journal of Biological Sciences, 2018, 25 (8):
1703-1712. (IF2018=2,280; Liczba punktoéw MNiSW= 25 (100) pkt.*).
2. U. E. Binduga, A. Kope¢, J. Skoczylas, K. A. Szychowski. Comparison of the Cytotoxic
Mechanisms of Different Garlic (4/lium sativum L.) Cultivars with the Crucial Involvement of
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma. International Journal of Molecular
Sciences, 2025, 26 (1): 387. (IF2023=4,900; Liczba punktow MNiSW=140 pkt.).
3. U. E. Binduga, K. A. Szychowski, Current state of knowledge on the anticancer properties

of polyphenolic compounds from garlic (Al/lium sativum L.) - publikacja w recenzji.

Sumaryczna wartos$¢ IF prac sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska: 7,180.

Wiasciwosci spozywcze jak 1 lecznicze czosnku doceniane byly juz w starozytnosci, a
pierwsze wzmianki o jego zaletach mozna znalez¢ w egipskim manuskrypcie tzw. ,,Codex
Ebers” datowanym na rok 1550 p.n.e. Zaleca si¢ tu stosowanie tej rosliny jako $rodek
przeciwbolowy czy lek na ukaszenia owadow. Podobnie w starozytnej Grecji byt on tradycyjnie
stosowany w leczeniu réznych zaburzen, w tym tradu, biegunki, zapar¢, astmy, goraczki czy
infekcji. W czosnku mozna zidentyfikowac nie tylko fosfor, potas, magnez, s6d czy wapn ale
rowniez selen czy german, ktorych ilos$¢ zalezy od ich obecnosci w glebie. Czosnek jest bogaty
w witaming C oraz witaminy z grupy B (szczegdlnie B1). Ponadto czosnek zawiera duza liczbe
(zidentyfikowano ponad 200) substancji biologicznie czynnych o réznych wilasciwos$ciach.
Przeprowadzone w ostatnich latach badania naukowe wykazaly, Zze czosnek posiada
wlasciwosci przeciwhiperlipidemiczne, przeciwutleniajgce, przeciwzapalne, wspomagajace
uktad krazenia, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze, przeciwpasozytnicze

oraz przeciwnowotworowe.



Biologicznie aktywne zwigzki czosnku dzieli si¢ na dwie grupy: substancje zawierajace
siarke oraz substancje nie zawierajace siarki. Czosnek zawiera najwyzsze stezenie zwigzkow
siarkowych (allin, dwu 1 trgjsiarczek diallilu, ajoen, czy S-allilocysteina) sposrod wszystkich
gatunkéw rodzaju Allium sp. stad tez zwigzki te sa najczesciej badanymi i w konsekwencji
uznanymi za odpowiedzialne za jego wlasciwosci prozdrowotne. Druga grupe substancji
stanowig zwigzki wolne od siarki, a wsrod czesto niedoceniane sg polifenole, ktore jak
wskazujg badania posiadaja nawet silniejsze wihasciwosci prozdrowotne niz zwigzki
zawierajgce siarke. Dzieki wysokiej zawarto$ci polifenoli i naturalnych przeciwutleniaczy (np.
witamina C), czosnek moze bezposrednio i1 posrednio zwigksza¢ ekspresje enzymow
antyoksydacyjnych, chronigc prawidtowe komorki przed stresem oksydacyjnym.

Reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) naleza do naturalnych,
ubocznych produktéw metabolizmu, a nadmiar ich szczegélnie ze zrodet zewnegtrznych,
prowadzi do zaburzen homeostazy, uszkodzen DNA, biatek i lipidow, a w konsekwencji do
apoptozy. Wykazano, ze ekstrakty z czosnku zawierajg aktywne sktadniki wykazujace zdolnos¢
do neutralizacji ROS, zwigkszania poziomu glutationu i stymulowania ekspresji enzymow
antyoksydacyjnych w zdrowych komorkach. Niewielka stymulacja ROS jest korzystna dla
komoérek prawidlowych natomiast komorki nowotworowe ze wzgledu na ich wysoki
metabolizm 1 zaburzenia mitochondrialne, sg szczegdlnie wrazliwe na dodatkowy stres
oksydacyjny. Przeprowadzone w ostatnich latach badania wskazuja, ze ekstrakty z czosnku
moga wywotywaé apoptoz¢ w liniach komorkowych raka watroby (HepG2), jelita grubego
(CACO-2), prostaty (PC-3) i piersi (MCF-7) poprzez aktywacj¢ kaspazy-3 - enzymu
kluczowego dla szlaku apoptozy. Ponadto czosnek moze indukowaé¢ $mier¢ komorek
niezaleznie od kaspazy, np. za posrednictwem allicyny czy kwasu galusowego.

Jednym z interesujacych kierunkow badan jest rola receptora aktywowanego przez

proliferatory peroksysoméw gamma (PPAR vy , ang. peroxisome proliferator-activated receptor



gamma), ktéry reguluje réznicowanie komorek, metabolizm, autofagi¢ oraz produkcje
enzymow antyoksydacyjnych. Z kolei polifenole obecne w czosnku zwyczajnym, takie jak

kwercetyna, kwas kawowy 1 kwas ferulowy, mogg aktywowac¢ receptor PPAR vy , modulujac

jego aktywnos¢ transkrypceyjng dzigki czemu czosnek moze wywiera¢ dziatanie przeciwzapalne

1 wptywac¢ na metabolizm poprzez mechanizmy zalezne od PPAR vy .

W  przeprowadzonych przez Doktorantk¢ badaniach wykorzystano trzy linie
komoérkowe. Dwie z nich to linie nowotworowe: gruczolakorak okr¢znicy (CACO-2), oraz
ptaskonablonkowy rak jezyka (SCC-15). Natomiast trzecia linia, linia fibroblastow (BJ)
wykorzystana zostala do oceny toksycznego wpltywu zwigzkow aktywnych zawartych w
czosnku na komorki prawidtowe.

W pierwszej publikacji poddano analizie cytotoksyczno$¢ wodnych ekstraktow dwoch

odmian czosnku zwyczajnego - polskiej odmiany Harna$ oraz hiszpanskiej odmiany Morado

w komorkach ludzkiej linii raka ptaskonablonkowego jezyka SCC-15. Gloéwnym celem badania
byto okreslenie udziatu ROS oraz procesu apoptozy w mechanizmie dziatania cytotoksycznego
wspomnianych ekstraktow czosnkowych. Przeprowadzone badania wykazaty, Ze oba ekstrakty
czosnkowe indukuja znaczacy wzrost poziomu ROS w komoérkach SCC-15 juz po 6 godzinach
inkubacji, przy czym efekt ten byl bardziej intensywny i dtugotrwaty w przypadku odmiany
Harnas$. Podobny wynik uzyskano po 24 i 48 godzinach co wskazuje na to, ze komorki
nowotworowe charakteryzuja si¢ wyzszym poziomem endogennego stresu oksydacyjnego i to
czyni je szczegodlnie podatnymi na dalszy wzrost ROS wywotany przez czynniki egzogenne.
Co ciekawe ekstrakty czosnkowe nie aktywowaty znaczaco kaspazy-3 (gldwnego enzymu
efektorowego szlaku apoptozy) nawet po 48 godzinach hodowli. Wyjatkiem byt nieznaczny
wzrost aktywno$ci kaspazy-3 po zastosowaniu niskiego st¢zenia ekstraktu Morado. Co wigcej,
najwyzsze stezenia obu ekstraktoéw obnizaty aktywno$¢ tego enzymu. Sugeruje to, ze

dominujagcym mechanizmem $mierci komorkowej] moze by¢ nekroza lub mniej



prawdopodobnie alternatywne formy $mierci komorek, takie jak ferroptoza czy kaspazo-
niezalezna apoptoza. Istotnym aspektem opisywanej publikacji byto zbadanie udziatu ROS w
procesie cytotoksycznosci. Doswiadczenia przeprowadzone z wykorzystaniem N-acetylo-L-
cysteiny (NAC), bedacej skutecznym zmiataczem wolnych rodnikow, wykazaty wyrazne
zahamowanie produkcji ROS oraz co za tym idzie ochron¢ komoérek przed dziataniem
ekstraktow czosnkowych. Wyniki te jednoznacznie potwierdzaja, ze czosnek i jego sktadniki
wywierajg efekt przeciwnowotworowy poprzez indukcje stresu oksydacyjnego, uszkodzen
DNA oraz zakldcenia w integralno$ci bton komérkowych.

W drugiej publikacji dokonano porownawczej analizy czterech odmian czosnku, w tym
dwoch pochodzacych z Polski (Harnas$, Ornak) oraz dwoch z Hiszpani (Violeta i Morado) pod
katem ich wlasciwosci przeciwnowotworowych w warunkach in vitro. Badania
przeprowadzono, podobnie jak w publikacji pierwszej na dwoch liniach komorek
nowotworowych: SCC-15 1 CACO-2, a takze na prawidlowych fibroblastach linii BJ. Celem
badan byto okreslenie toksyczno$ci i dzialania proapoptotycznego ekstraktow uzyskanych z
liofilizatéw czosnkéw, jak rowniez przeanalizowanie zaleznosci pomigdzy zawarto$cig
polifenoli a dzialaniem antynowotworowym danego ekstraktu oraz okreslenie zmian ekspres;ji

receptora PPAR v po ekspozycji na badane ekstrakty. Z przeprowadzonych doswiadczen
wynika, ze wszystkie badane ekstrakty wykazywaty zdolno$¢ do generowania ROS, a efekt ten
byl wyraznie silniejszy w liniach komorek nowotworowych niz w fibroblastach. Najwigkszy
wzrost poziomu ROS odnotowano dla odmiany Harna§ w komoérkach CACO-2 - ponad 15-
krotny wzgledem kontroli. W omawianej publikacji analizowany byt tez profil polifenolowy
ekstraktow. Badania wykazaly obecnos¢ wielu bioaktywnych zwigzkéw o znanym potencjale
przeciwnowotworowym. Ekstrakty Harna$ 1 Ornak zawieraly najwiecej katechiny - zwigzku
bedacego agonista PPARy - co moze ttumaczy¢ ich zdolno$¢ do modulacji szlakéw

sygnatowych zaleznych od tego receptora. Odmiana Violeta wyrdzniata si¢ obecno$cia



acacetyny, epikatechiny i naryngeniny, a Morado byt bogaty w kemferol 1 rutyn¢ - flawonoidy

o udowodnionym dziataniu cytotoksycznym 1 proapoptotycznym w rdéznych typach
nowotworow. Interesujacag obserwacja byta najwyzsza zawarto$¢ polifenoli u odmiany Morado
przy najnizszej aktywnos$ci antyoksydacyjnej. Ta obserwacja sugeruje, ze polifenole nie sg
glownym sktadnikiem odpowiedzialnym za wlasciwosci antyoksydacyjne czosnku.
Reasumujac: najwigkszy potencjal przeciwnowotworowy wykazaty odmiany Harna$ i Ornak,
charakteryzujace si¢ wysoka aktywnoscig prooksydacyjna, zdonoscia do zmian ekspresji PPAR

v oraz selektywnosciag wzgledem komorek nowotworowych. Odmiana Morado, pomimo

silnego dzialania cytotoksycznego, wykazywata nizsza selektywno$¢, natomiast Violeta
okazata si¢ najlagodniejsza.

Celem trzeciego opracowania byta analiza dostepnej literatury naukowej dotyczacej
zawarto$ci polifenoli w ekstraktach pochodzacych z r6znych form czosnku oraz przedstawienie
antynowotworowego mechanizmu dziatania czosnkowych polifenoli w warunkach in vitro. W
pracy sklasyfikowano polifenole wystepujace w czosnku do czterech gltownych grup:
flawonoidy (np. kwercetyna, katechina, naryngenina), kwasy fenolowe (np. kwas galusowy,
ferulowy, kawowy), stilbeny (np. resweratrol) oraz lignany (np. matairezynol). Zawarto$¢ oraz
sktad jakos$ciowy tych zwigzkéw zalezy od wielu czynnikow, w tym odmiany czosnku, etapu
dojrzatosci, sposobu obrobki (czosnek surowy, suszony, czarny), jak rowniez od warunkow
srodowiskowych. Podkres$lono, ze liscie czosnku zawieraja znacznie wigcej polifenoli niz
zabki, co czyni je obiecujagcym surowcem farmaceutycznym. Publikacja jest cenng analizg
mechanizmow dziatania konkretnych zwiazkow polifenolowych obecnych w czosnku z
uwzglednieniem szczegdlowych szlakow sygnatowych. Postulowana jest rowniez koniecznos¢
opracowania preparatow czosnkowych standaryzowanych pod katem zawartosci polifenoli, co
moze zwigkszy¢ skuteczno$¢ 1 bezpieczenstwo preparatdéw czosnkowych. Praca réwniez

wskazuje na potrzebe przeprowadzenia badan na modelach in vivo, a w dalszej perspektywie



badan klinicznych, ktére udowodnily by zasadno$¢ zastosowania preparatdéw czosnku w terapii
przeciwnowotworowe;j.

Cata rozprawa doktorska ztozona z trzech publikacji logicznie przedstawia badania in
vitro na linii komorkowej SCC-15 pod katem udziatlu ROS i aktywacji kaspazy-3 w wysokich
stezeniach $wiezych ekstraktow czosnku, porownanie dziatania czterech odmian przy
wykorzystaniu ekstraktow pochodzacych z liofilizatow z profilem polifenoli 1 analizg receptora
PPARy oraz parametréw stresu oksydacyjnego i mechanizmu $mierci komorek (analizy
LC3A/SODI1/CAT) w komorkach linii nowotworowych SCC-15 1 CACO-2 oraz komoérkach
prawidtowych linii fibroblastow BJ. Rozprawe¢ zamyka przeglad dotyczacy polifenoli czosnku
w kontek$cie mechanizmow przeciwnowotworowych.

Konstrukcja rozprawy jest spojna tematycznie i metodycznie jednak w kilku miejscach
brak jest pewnego uscislenia i interpretacji roli receptorow PPARy w mechanizmie dziatania
sktadnikow czosnku. Mimo wykazanego w doswiadczeniach pod wpltywem ekstraktow
czosnku spadku ekspresji biatka lub/i mRNA dla PPARy nie mozna z catg pewnoscia twierdzi¢,
ze dowodzi to aktywacji receptora. By¢ moze w przysztosci nalezatoby rozwazy¢ wykonanie
testu  PPRE-luc, lub/i zastosowa¢ w doswiadczeniach farmakologiczng modulacje z
wykorzystaniem agonisty/antagonisty PPARY jak np. rosiglitazonu czy GW9662. Ewentualnie
mozna by postuzy¢ si¢ metoda knock-down, czyli inaczej metoda wyciszenia receptora przy
pomocy siRNA oraz przeprowadzi¢ analiz¢ translokacji aktywowanego receptora z cytoplazmy
do jadra. To pozwoli odr6zni¢ wtérng regulacje aktywacji od przyczynowej. Zwlaszcza, ze
Doktorantka sama przyznaje we wnioskach w Publikacji 2, Ze udziat PPARy w mechanizmie
dziatania polifenoli nie zostat jednoznacznie rozstrzygnigty.

Z kolei w Publikacji 1, w ktorej nie udato si¢ wykaza¢ wzrostu aktywnosci kaspazy-3
mozna by w przyszio$ci rozszerzy¢ panel metod badania procesu apoptozy o zanalizowanie

ekspresji PARP, zbadanie aktywnosci i ekspresji biatka kaspazy-8 oraz kaspazy-9, a takze



zbada¢ koncowy etap apoptozy, czyli fragmentacje DNA 1 obecno$¢ ciatek apoptotycznych.
Moze istotnym byloby réwniez okreslenie czy sktadniki czosnku uruchamiajg inne
mechanizmy $mierci komorkowej stosujgc markery ferroptozy (GPX4, lipid-ROS), nekroptozy
(p-MLKL), oraz autofagii (LC3B-II/I, p62). To mocniej uwiarygodni wniosek, ze mamy do
czynienia z apoptozg niezalezng od kaspaz czy z alternatywng forma $mierci komorkowe;.
Mocng strong rozprawy sg na pewno wyniki uzyskane przy wykorzystaniu metody HPLC dla
polifenoli. Brakuje jednak rownoleglej ilosciowej charakterystyki zwigzkow siarkowych
(allicyna/ajoen/DADS), zwlaszcza w ekstraktach Swiezych vs. z liofilizatow. Prosz¢ rozwazy¢
w przysztosci wykorzystanie chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas,
poniewaz jest to technika analityczna, ktéra taczy rozdzielczo§¢ chromatografii cieczowej z
mozliwo$ciami spektrometrii mas, umozliwiajac identyfikacje oraz ilosciowe oznaczanie
zwigzkow chemicznych w probkach (LC-MS).

Z obowigzku nalezy wspomnie¢, ze w polskim opracowaniu popetnione zostaty
pojedyncze literowki jak np. ,katalzay” (powinno by¢ katalazy); ,,wykozystujagca” (powinno
by¢ wykorzystujaca). Oczywiscie wszystkie powyzsze uwagi nie wpltywaja na wysoka ocene
rozprawy doktorskiej pani mgr Urszyli Bindugi.

Moje wszystkie uwagi maja charakter drugoplanowy i nie rzutuja na merytoryczng oceng pracy,
natomiast biorac je pod uwage nasuwajg si¢ nast¢pujace pytania:

1. Czy, a jesli tak to jakie dodatkowe eksperymenty funkcjonalne planuje Pani, aby
potwierdzi¢, ze receptor PPARy posredniczy w obserwowanych efektach sktadnikow
czosnku?

2. Jakie widzi Pani interakcje ekstraktow czosnku z chemioterapeutykami
(synergia/antagonizm) oraz czy widzi Pani jake§ potencjalne zastosowanie

suplementacji/ekstraktow czosnkowych w procedurach leczniczych?



Na zakonczenie nalezy jeszcze podkresli¢, ze realizacja do§wiadczen wymagata od
Doktorantki uzycia szeregu trudnych technik laboratoryjnych stosowanych w biologii
molekularnej takich jak izolacja RNA, reakcja odwrotnej transkrypcji (RT), fancuchowa reakcja
polimerazy w czasie rzeczywistym czy metoda Western blot. Ponadto Doktorantka z
powodzeniem postugiwata si¢ szeregiem metod biochemicznych, immunohistochemicznych i
immunofluorescencyjnych oraz trudng technikg hodowli komérek in vitro.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Urszuli Bindugi pt. ,,Mechanizm dzialania ekstraktow z czosnku zwyczajnego (Allium sativum
L.) ze szczeg6lnym uwzglednieniem roli substancji polifenolowych i receptora aktywowanego
proliferatorami peroksysoméw gamma (PPARy) w warunkach in vitro” stanowi oryginalne
opracowanie problemu naukowego, wnosi istotne elementy do nauki i spetnia wszystkie
warunki stawiane rozprawie doktorskiej zgodnie z art. 187 ustawy ,,Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce” (Dz.U. 2023 poz. 742, z p6zn. zm.).

Whnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Wyzszej Szkoly
Informatyki i Zarzadzania w Rzeszowie o dopuszczenie Pani mgr Urszuli Bindugi do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Aleksander Szczurkowski

Kielce 25.07.2025
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