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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]

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”

mgr Urszuli Bindugi

Informacje dotyczace rozprawy doktorskiej oraz sylwetki naukowej Doktorantki

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Urszuli Bindugi powstata pod
opieka prof. dr hab. Konrada Szychowskiego w Kolegium Medycznym Wyzszej Szkotly
Informatyki i Zarzadzania z siedziba w Rzeszowie.

Rozprawe doktorska stanowi cykl powigzanych ze soba tematycznie trzech prac
naukowych, spoéréd ktorych dwie zostaty opublikowane w czasopismach naukowych o
zasiegu miedzynarodowym tj. Saudi Journal of Biological Sciences oraz International
Journal of Molecular Sciences o tacznym IF = 7.18 (MNiSW = 240 pkt). Kolejng pracg
Doktorantki jest manuskrypt przedstawiajacy prze glad literatury, ktory zostat ztozony do
czasopisma (Journal of Traditional and Complementary Medicine, IF = 3.0) i przeszedt
pierwszy etap recenzji, lecz nie zostat jeszcze opublikowany. Zgodnie z o$wiadczeniami
ztozonymi przez Autoréw, Doktorantka pelita wiodaca role w powstaniu powyzszych
prac, a jej udziat obejmowat m.in. przeprowadzenie wigkszosci analiz biochemicznych i
molekularnych (praca 1 i 2), przygotowanie i poprawe manuskryptéw (praca 21 3), a
takze wystepowanie w roli autora korespondencyjnego (praca 2 i 3). Nawigzujac do
okreélonych udziatéw p. Urszuli w powyzszych pracach nasuwa sig pytanie, dlaczego
Doktorantka nie jest pierwszym autorem w publikacji 1, skoro udzial wspétautorstwa
zostal okre$lony na 60% ?

Artykuly stanowigce podstawe rozprawy zostaly oméwione w 16-stronicowym
opracowaniu zatytutowanym _ Podsumowanie i wnioski”, 0 poprawnej i typowej kolejnosci
podrozdzialéw, obejmujgcych: , Wprowadzenie i uzasadnienie wyboru tematu”, ,Omdéwienie
publikacji stanowigcych cykl” oraz ,Syntetyczne podsumowanie”. Ostatni podrozdziat
opracowania ,0graniczenia rozprawy” uwazam za zbedny. Z jednej strony pokazuje
zdolnos¢ Doktorantki do krytycznej oceny wiasnych badan i potrzeby ich rozwijania dla
lepszego zrozumienia dokonanych odkry¢, lecz z drugiej, ostabia odbior rozprawy i moze
da¢ czytelnikowi pretekst do uznania, ze badania zostaty niedostatecznie zaplanowane.
Pozostata czeéé rozprawy tworza: , Wykaz stosowanych skrétéw’, ,Analiza bibliometryczna
cyklu prac stanowiqcych rozprawg doktorskq” ,Publikacje wchodzqce w skiad cyklu prac’,

”

,Bibliografia’, ,Streszczenie w jezyku polskim » Streszczenie w jezyku angielskim’; ,Opinia
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komisji bioetycznej’, ,O$wiadczenia autoréw publikacji” oraz ,Catosciowy dorobek
kandydata”.

Styl pisania rozprawy cechuje si¢ jasnoscia, duza przystepnoscia dla szerokiego grona
odbiorcéw oraz spéjnym uktadem myéli. Jednak zdarzajg si¢ w niej nieliczne bledy
stylistyczne, skréty myslowe, kalki jezykowe, btedy ortograficzne i kolokwializmy. Na
przyktad: (i) na stronie 4, skrét ,HzDCF-DA” rozwinigto jako ,dichlorodihydrofluoresceina
diacetat” a powinno byé: ,dioctan dichlorodihydrofluoresceiny”; (i) w zdaniu ze strony
110 ,Mimo niezbednej roli ROS w fizjologii komdrki, ich nadmiar ze Zrédet zewnetrznych,
prowadzi do zaburzei..” Sformutowanie ,ze #rédet zewnetrznych” jest znacznym
uproszczeniem i wlaciwie niepoprawne, gdyz wspomniane ,iréodla zewnetrzne”
przypuszczalnie odnosza si¢ do czynnikéw indukujacych wytwarzanie ROS w organizmie,
a to powinno by¢ doprecyzowane; (iii) w tytule tabeli 1 ,W przypadku chromatograficznej
jednokierunkowej analizy wariancji (ANOVA)..." uzycie stowa ,chromatograficznej” jest
nielogiczne. Uwazam réwniez, Ze opis obserwacji dokonanych przez Doktorantke
zyskatby na odbiorze, gdyby umiescita w nim najwazniejsze wyniki badan w postaci
wykreséw, rysunkéw lub schematow przedstawiajacych wyjasniane mechanizmy.

Wprawdzie w pracy pojawiaja si¢ pewne niedoskonatosci edytorskie, nie umniejszaja
one wartoéci merytorycznej artykutéw stanowigcych podstawe dzieta. Prezentujg one
warto$ciowe i oryginalne wyniki badan oraz trafne wnioski naukowe o istotnym
potencjale aplikacyjnym.

Ocena merytoryczna rozprawy

W ostatnich latach, opublikowano wiele badar, prowadzonych zaréwno w warunkach
in vitro jak i in vivo, ktére potwierdzajg istotng role spozywania Allium sativum L. w
prewencji choréb dieto-zaleznych. Udowodniono, ze stanowigce gtéwna frakcje aktywna
organiczne zwiazki siarki, szczegoblnie pochodne allicyny, wykazujg szerokie spektrum
oddziatywan biologicznych - od przeciwdrobnoustrojowych, przeciwzapalnych, przez
antyoksydacyjne, ~ wspierajagce  ukifad krazenia, po  silne  wladciwosci
przeciwnowotworowe. Jednak pod katem wiaéciwosci przeciwnowotworowych, frakcja
polifenolowa czosnku zostata przebadana w ograniczonym stopniu, co prawdopodobnie
stato sie impulsem do rozwiniegcia tego zagadnienia przez Doktorantke. Uwazam, zatem
ze temat badai podjety przez p. Urszule jest trafny i wpisuje sie w aktualny trend
badawczy dotyczacy poszukiwania Zrédet substancji aktywnych, ktére mogg by¢
wykorzystane jako sktadniki suplementow diety lub zywno$ci funkcjonalnej.

Gléwnym celem podjetych badan bylo okre$lenie potencjatu antynowotworowego
wodnych ekstraktéw z czosnku. Z kolei zakres prac badawczych obejmowat: (i)
otrzymanie preparatu zawierajacego zwigzki bioaktywne z czosnku, réznych odmian,
zaréwno $wiezego jak i liofilizowanego; (i) potwierdzenie ~wilasciwosci
antynowotworowych ekstraktéw wobec linii komérkowej raka ptaskonablonkowego
jezyka (SCC-15) oraz linii komérkowej ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego (CACO-2)
wraz z préba wyjaénienia mechanizmu cytotoksycznego; (iii) sprawdzenie toksycznosci
ekstraktéw w stosunku do ludzkich komérek (normalnych) fibroblastow (B]}. Cel pracy




zostat przez Doktorantke w wiekszosci osiagnigty. Uzyskane wyniki badan, wraz z ich
dyskusja zostaly przedstawione w pracach eksperymentalnych:

(1) K. A. Szychowski, U. E. Binduga, K. Rybczyfiska-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

(2) U. E. Binduga, A. Kope¢, J. Skoczylas, K. A. Szychowski. Comparison of the Cytotoxic
Mechanisms of Different Garlic (Allium sativum L.) Cultivars with the Crucial Involvement of
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma. International Journal of Molecular
Sciences, 2025, 26 (1): 387.

W pierwszej pracy eksperymentalnej Doktorantka badata wiasciwosci
przeciwnowotworowe wodnych ekstraktéow z czosnku $wiezego odmiany Harna$ oraz
Morado w stosunku do komérek SCC-15. Aby odpowiedzie¢ na postawione pytanie
badawcze, p. Urszula wykorzystata techniki czesto stosowane w badaniu biologii komorki,
tj. fluorymetryczny pomiar reaktywnych form tlenu (test z H2DCF-DA), kolorymetryczne
analizy zywotnoéci komérek (uwalnianie LDH, pomiar z czerwienig obojetng) oraz
aktywnoéci kaspazy-3, mikroskopowa analiza ciatek apoptotycznych (Hoechst 33342,
kalceina AM). Autorka udowodnila, Ze ekstrakty otrzymane ze wspomnianych odmian
czosnku wykazywaly silng aktywno$¢ cytotoksyczng ktéra byta spowodowana
nagromadzeniem sie RFT w komérkach. Wygenerowanie stresu oksydacyjnego przez
ekstrakty powodowato uszkodzenia bton komérkowych, a to skutkowato kaspazo-
niezalezng (przypuszczalnie) $miercig komorki.

W eksperymencie przedstawionym w drugiej publikacji, Autorka oceniata
wiasciwoéci przeciwnowotworowe wodnych ekstraktow czosnku, ktére byty pozyskane z
materiatu liofilizowanego (odmiany Harna$, Ornak, Violeta, Morado) w stosunku do
komérek SCC-15 i CACO-2. Dodatkowo, Doktorantka sprawdzita, czy pozyskane ekstrakty
wykazuja toksyczno$¢ w stosunku do komérek prawidlowych (fibroblastéw ludzkich/BJ).
Autorka zastosowata bardzo podobna metodologi¢ badan biologicznych i biochemicznych
jak w pracy pierwszej, lecz w celu dodatkowego potwierdzenia indukcji stresu
oksydacyjnego i oceny roli receptora PPARy w regulacji apoptozy, wlaczyta do swojego
warsztatu technike RT-qPCR oraz ELISA do badania biatek SOD1, CAT, PPARy, LC3A, na
poziomie odpowiednio transkryptomu i proteomu. Ponadto, uzupeinita badania
biologiczne o analize chromatograficzng (HPLC-DAD) wybranych polifenoli zawartych w
ekstraktach. Dowioda tym samym, ze ekstrakty wodne z czosnku powoduja wyrazne
zwiekszenie wytwarzania RFT w testowanych liniach komoérek nowotworowych, przy
nieznacznej generacji RFT w komérkach prawidtowych. Jednak istotne zmniejszenie
aktywnoéci metabolicznej (test Alamar-Blue) odnotowane byto w przypadku wszystkich
testowanych ekstraktéw w stosunku do SCC-15, natomiast w przypadku CACO-2,
cytotoksyczny okazat sie tylko Harna$ i Morado w stezeniu 1 mg/ml. Autorka
zaobserwowala, Ze zaangazowanie receptora PPARy, jak rowniez biatek LC3A (marker
autofagii), SOD1 i CAT w ksztaltowaniu cytotoksycznoSci ekstraktow z czosnku byto
uzaleznione od odmiany czosnku (sktadu ekstraktu) jak i typowej dla linii komorkowej
odpornoéci na stres oksydacyjny. Nie mniej, Autorka odkryla, ze ekstrakty z czosnku
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(odmiany Harnas i Ornak), ktére byly bogate w kateching najsilniej zmniejszaty ekspresjg
mRNA PPARy, potwierdzajac role tego receptora w modulacji zaleznych od niego szlakéw
sygnatowych.

Mocng strong dysertacji jest cze$¢ eksperymentalna poswigcona badaniom
biologicznym otrzymanego ekstraktu. Doktorantka, pod opiekg Promotora umiejetnie
potaczyta w nich réznorodne techniki biologii molekularnej i analizy biochemicznej, co
umozliwito uzyskanie sp6jnych, wieloaspektowych wynik6w i wnioskow
odpowiadajacych na postawione pytanie badawcze. Dogtebne zrozumienie zasad kazdej
z zastosowanych metod z pewnoscig bedzie cennym atutem w jej dalszej pracy naukowej.
jednak koncepcja i organizacja do$wiadczen, rodzi ponizsze pytania, ktére wymagaja
uzyskania od Doktorantki odpowiedzi:

1. Dlaczego wykorzystano do badan odmiany Harnas, Ornak, Violeta i Morado? Czy
byto to zwiazane z ich popularnoscig na rynku lub zréznicowanym sktadem chemicznym?

2. Doktorantka w swojej pracy kladzie nacisk na badanie wiasciwosci
przeciwnowotworowych frakcji polifenolowej pochodzacej z czosnku (jako modulatoréw
PPARy). Uwazam, ze podejécie do preparatyki, ktore zaproponowano w rozprawie jest
niewystarczajace. Wydajno$¢ odzysku i profil polifenoli z roslin uzalezniony jest od
warunkéw ekstrakcji, gtéwnie polarno$ci ekstrahenta. Poniewaz polifenole cechuje
zréznicowana rozpuszczalnoéé - szczegélnie cecha ta dotyczy flawonoidéw - dlaczego
zatem w powyzszych badaniach wykorzystano wode jako rozpuszczalnik polifenoli?
Wiele podobnych doniesient pokazuje, Ze najwieksza wydajnoé¢ polifenoli uzyskuje sig
stosujac rozpuszczalniki wodno-alkcholowe (np. wodno-etanolowe), a nie wodne. Poza
tym, ekstrakty wodne wytworzone ze swiezego lub liofilizowanego surowca nadal
wykazuja aktywno$¢ enzymatyczng, a poniewaz tkanka ro$linna zawiera m.in. enzymy
metabolizujace polifenole (np. oksydaze polifenolowa), ekstrakcja woda o temperaturze
pokojowej moze sprzyja¢ degradacji polifenoli, zaniza¢ ich ogélng wydajnos¢ i zmieniaC
ich profil w odniesieniu do nienaruszonej tkanki. Wobec powyzszego uwazam, ze brak
przeprowadzonego do$wiadczenia optymalizacyjnego, chociazby z uZyciem metody
powierzchni odpowiedzi (RSM) lub nawet prostego screeningu polegajacego na
zmierzeniu odzysku polifenoli w ekstraktach z czosnku wytworzonych za pomoca etanolu
o réznych stezeniach, jest podstawowg wadg tej rozprawy.

3. Wprawdzie gléwng grupa zwigzkow bioaktywnych w surowych ekstraktach
wodnych beda przypuszczalnie polifenole, to jednak pozostata frakcje beda stanowity
substancje, ktére moga zmienia¢ kierunek oddzialywania biologicznego ekstraktu,
chociazby zwiazki siarkowe, wolne aminokwasy, kwas askorbinowy lub cukry. Uwazam
zatem, ze Doktorantka powinna wykona¢ bardziej szczegbtowa charakterystyke profilu
fitochemicznego ekstraktu (szczegolnie organicznych zwiagzkéw siarki) aby lepiej
wyjaséni¢ zachodzace zmiany i/lub przeprowadzi¢ frakcjonowanie ekstraktu i oczyséci¢
pozadang grupe zwigzkow na sorbentach. Nawet badania poréwnujgce aktywno$¢
przeciwnowotworows frakcji olejowej, ekstraktu wodnego, alkoholowego, acetonowego
itp. mogtoby wzbogaci¢ niniejsza rozprawg i wnieé¢ solidng porcje wiedzy do literatury
tematu.




4. Dlaczego w drugiej publikacji wykorzystano materiat liofilizowany, a w pierwszej
materiat Swiezy? Liofilizacja w poréwnaniu z innymi technikami odwadniania najlepiej
zachowuje fitochemikalia tkanki (w tym jej aktywno$¢ biologiczng) i czesto jest
stosowana jako etap przygotowania materiatu roé$linnego do ekstrakcji. Poniewaz,
zaréwno podczas przygotowania ekstraktu do artykutu 1 i 2 wykorzystano 10 g materiatu
(liofilizowanego lub $wiezego) i 100 ml rozpuszczalnika (wody lub PBSu), sadze, ze
obydwa ,rodzaje” ekstraktéw réznig sie bardziej ostateczng koncentracjg sktadnikow
suchej masy, w tym fitochemikaliéw, a niekoniecznie skladem jako$ciowym tych
zwigzkéw. Liofilizacji nie nalezy wiec postrzega¢ jako metody utrwalania surowcéw
prowadzacej do degradacji fitozwigzkéw, co ma miejsce w przypadku np. suszenia
prozniowego lub konwekcyjnego, w ktérych stosuje sie podwyzszong temperature.

5. Prosze o doprecyzowanie, jak uzyskiwano stezenia 0.062 - 1.000 mg/ml w hodowli
komérkowej? Czy po ekstrakcji, preparat zostat zliofilizowany, nastepnie sporzadzono z
niego rozwor wyj$ciowy o znanym stezeniu, ktéry rozciericzano i dodawano do hodowli?
Czy standaryzowano stezenia ekstraktéw dodawanych do hodowli w oparciu o znajomo$¢
suchej masy w ekstrakcie?

6. Dlaczego ekspresje mRNA jak i ekspresje biatek (ELISA) w tym antyoksydacyjnych,
mierzono po 6 godzinach, skoro poziom RFT byl mierzony dopiero po 24 godzinach? Czy
dla potwierdzenia i wyja$niania zmian w aktywnos$ci mechanizméw zaleznych od RFT nie
nalezatoby mierzy¢ wszystkich parametréw w tym samym punkcie czasowym lub kilku
punktach czasowych razem?

7. Doktorantka w teké$cie opracowania pisze, ze: ,Co ciekawe najwyzszq zawarto$é¢
polifenoli miata odmiana Morado (848,84 mg/100g) przy najnizZszej aktywnosci
antyoksydacyjnej (42,28 umol Troloxu/1g). Ta obserwacja sugeruje, Ze polifenole nie sq
gtéwnym sktadnikiem odpowiedzialnym za wtasciwosci antyoksydacyjne czosnku. Zgodnie
z literaturq oprocz polifenoli za silne wtasciwosci antyoksydacyjne czosnku odpowiedzialne
sq selen, witamina C oraz liczne zwiqzki siarkowe ktdre nie byly badane w niniejszej
rozprawie”. Obserwacja ta zostala nieprawidlowo zinterpretowana. Obecnos¢
dodatkowych antyoksydantéw np. askorbinianu, glutationu lub innych zwigzkéw siarko-
organicznych wzmacnia zdolnos$¢ ekstraktu do neutralizacji ABTS**, wobec czego
ostateczna aktywno$¢ antyoksydacyjna powinna byé najwyzsza lub poréwnywalna z
innymi odmianami. Poza tym, uwazam, ze tabela 1 umieszczona na konicu podsumowania
publikacji 2 nie wiele wnosi do opracowania, cho¢ mogtaby zosta¢ wigczona do artykutu
2, jako charakterystyka ekstraktu np. w rozdziale ,Materials and Methods".

Na tym etapie pragne podkreéli¢, ze zgloszone uwagi dotycza kwestii
metodologicznych, ktére moglyby zosta¢ doprecyzowane w pracy, jednak nie wplywaja w
znaczny spos6b na jej odbiér ani na warto$¢ merytoryczng. Praca mimo to pozostaje
spéjnailogiczna, a przedstawione wyniki zachowuja swoja wiarygodno$¢ oraz znaczenie.
Uwagi te nalezy traktowa¢ przede wszystkim jako sugestie na przyszto$é, ktére moga
okaza¢ sie pomocne, jesli Doktorantka zechce prowadzi¢ podobne badania w dalszej
karierze naukowej.

Ostatnim artykutem, ktéry zamyka catg dysertacje jest praca przegladowa:




(3) U. E. Binduga, K. A. Szychowski. Current state of knowledge on the anticancer
properties of polyphenolic compounds from garlic (Allium sativum L.).

Przedstawiony manuskrypt przeszedt juz pierwszy etap recenzji, dokonano w nim
poprawek zgodnie z uwagami recenzenta i ponownie, w zmienionej formie zostat ztozony
do Journal of Traditional and Complementary Medicine. W artykule tym, Doktorantka
przedstawia  opis  dotychczasowych  doniesien = naukowych  dotyczacych
przeciwnowotworowych wlasciwosci polifenoli pochodzacych z czosnku. Artykut
podzielony jest na sze$¢ rozdzialéw, w ktérych Autorka m.in. dokonuje klasyfikacji
zwigzkéw polifenolowych obecnych w czosnku, opisuje og6lny mechanizm oddziatywania
polifenoli z czosnku, ktadgc nacisk na role receptora PPARYy, a takze szczegétowo omawia
mechanizm przeciwnowotworowy poszczegdlnych (gtéwnych) polifenoli obecnych w
czosnku, tj. kwercetyny, kwasu kawowego, kwasu ferulowego, kwasu p-kumarowego,
kemferolu i kwasu galusowego. Praca ta stanowi rzetelny i warto$ciowy przeglad z
wyraznym wkladem oryginalnym w postaci pogtebionej analizy mechanizméw polifenoli
pochodzacych z czosnku. W trakcie lektury znalaztem istotny btad, ktéry powinien zostaé
zmieniony w manuskrypcie:

8. W tabeli 2 i 3 przedstawione sg odpowiednio: zawarto$¢ oraz oddziatywanie
biologiczne izotiocyjanianu allilu w stosunku do GMB8401 i MCF-7. Przykiad ten
powinien zosta¢ usuniety z tabel, poniewaz tabele dotycza zidentyfikowanych w czosnku
polifenoli, a izotiocyjanian allilu nie nalezy do tej grupy substancji.

Podsumowanie oraz wniosek koncowy

Przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi oryginalne i warto$ciowe
opracowanie naukowe, ktére poszerza krajowa i miedzynarodowa wiedze w zakresie
poszukiwania naturalnych Zrédet substancji o potencjalnych wlasciwosciach
przeciwnowotworowych. Pomimo zgloszonych uwag uwazam, zZe badania
przeprowadzone przez Doktorantke maja wysoka warto$¢ poznawcza i wnosza
oryginalny wktad w rozwdj nauk medycznych.

W $wietle powyzszego stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
mgr Urszuli Bindugi pt. ,Mechanizm dziatania ekstraktéw z czosnku zwyczajnego (Allium
sativum L.) ze szczegdlnym uwzglednieniem roli substancji polifenolowych i receptora
aktywowanego proliferatorami peroksysoméw gamma (PPARy) w warunkach in vitro”
spetnia wszystkie wymagania formalne przedstawione w artykule 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdZn. zm.).
Whnioskuje zatem o dopuszczenie mgr Urszuli Bindugi do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Rzeszow, 11.08.2025 .




