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Rozprawa doktorska stanowigca cykl publikacji pt. '"Mechanizm dziatania ekstraktow z czosnku
zwyczajnego (Allium sativum L.) ze szczegélnym uwzglednieniem roli substancji polifenolowych i

receptora aktywowanego proliferatorami peroksysomow gamma (PPARy) w warunkach in vitro'
Promotorem rozprawy jest Pan prof. dr hab. Konrad Szychowski.

Na Rozprawe doktorska skiadaja sig¢ dwa artykuty naukowe opublikowane w czasopismach z
listy JCR oraz artykut przygotowany i wystany do redakcji czasopisma Journal of Traditional and
Complementary Medicine. Sumaryczny wskaznik IF prac z cyklu (bez uwzglednienia pracy
przegladowej bedacej w recenzji) wynosi 7,180, natomiast sumaryczna liczba punktéw MNISW prac
(bez uwzglednienia pracy przegladowej bedacej w recenzji) sktadajacych sie na rozprawe doktorska
wynosi 165. Autorka w swojej rozprawie podaje liczbe punktéw oraz warto$¢ wskaznika IF dla prac
stanowiacych podstawie rozprawy doktorskiej, natomiast nie ma podsumowania punktowego oraz
wskaznika IE w odniesieniu do dorobku catkowitego. Formalna analiza bibliometryczna, ktdrej brakuje

w Rozprawie utatwitaby oceng catosciowa ogdlnego dorobku publikacyjnego.

Rozprawa sktada sie ze spisu tresci oraz 10 rozdziatow. Kandydatka na stopien doktora
przedstawia w niej wykaz stosowanych skrétow, analizg bibliometryczng (bez potwierdzenia
formalnego) cyklu prac stanowigcych rozprawe doktorska, publikacje wchodzgce w sktad cyklu prac,
podsumowanie i wnioski, bibliografie, streszczenie w jezyku polskim, streszczenie w jezyku
angielskim, opinie komisji bioetycznej, o$wiadczenia wspotautorow publikacji oraz catosciowy
dorobek kandydatki. W tym ostatnim, Autorka wskazuje na udziat w publikacjach nie wchodzacych w
sktad cyklu bedacego podstawa niniejszej Rozprawy. Jest to 5 publikacji z indeksacjg IF oraz 8 bez

nadanego wskaznika.

Aplikantka wskazuje na udziat w trzech konferencjach i wspotautorstwo w streszczeniach
zjazdowych. Zawarta jest rowniez informacja o udziale w dwu naukowych projektach 1 zewnetrznych
(Zrédta finansowania: Podkarpackie Centrum Innowacji oraz Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w

ramach Programu ,Nauka dla Spoteczeristwa Il. Doktorantka jest wspofautorky zgtoszenia



patentowego nr nr P.441769 (,Sposdb ekstrakcji substancji aktywnych z Btyskoporka podkorowego").
Aplikantka wykazuje szeroka dziatalno$¢ popularyzujaca nauke, miedzy innymi przez autorstwo

artykutow popularnonaukowych, prelekcje czy wywiady.

W Rozprawie nie ma zawartych informacji o odbytych przez Aplikantke stazach oraz

dziatalnosci dydaktycznej.

Autorka Rozprawy umiejetnie wprowadzita czytelnika w tematyke badawcza, jednak z lekkim
niedosytem jesli chodzi o opis epidemiologiczny nowotwordw, ktérych linie komorkowe uzyta do
badar. Hipotezy i cele badawcze zostaly postawione w spos6b jasny, metody badawcze zostaty
dobrane prawidtowo i widoczny jest rozwdj znajomosci metod badawczych przez zastosowanie ich
szerszego panelu w drugiej publikacji w stosunku do pierwszej sktadajacych sie na cykl bedacy
podstawa niniejszej Rozprawy. Sposéb przedstawienia wynikéw jest przejrzysty, a one same w sobie
sa doé¢ ciekawe w obliczu skfaniania sig do poszukiwania naturalnych Zzrédet substancji
przeciwnowotworowych. Autorka Rozprawy sformutowata wnioski na podstawie swoich wynikow
badan i odniosta je do doniesien literaturowych. Rozprawa doktorska zredagowana jest poprawnie,

styl pisania jest jasny. W opracowaniu mozna odnalez¢ drobne btedy gramatyczne czy stylistyczne.
Ponizej uwagi ogolne oraz szczegotowe dotyczace przedstawionej do recenzji Rozprawy.
1. Wykaz skrétéw — brak baz danych, na podstawie ktérych skréty zostaty wyjasnione.

2. To co rzuca sie w oczy w Rozprawie doktorskiej to cykl prac bedacy jej podstawa. Sktada sig
z dwu opublikowanych prac o facznym wskazniku wptywu IF =7,18 oraz jednego artykutu
nieopublikowanego, a bedacego na etapie recenzji. Co wigcej punktacja MNiSW dla czasopisma Saudi
Journal of Biological Sciences jest przedstawiana jako 25 w roku publikacji, co wydaje sie by¢
poprawnym wpisem, jednak Autorka wskazuje, ze obecnie czasopismo ma punktéw 100. Jest
zrozumiatym, ze punktacja czasopism podlega fluktuacjom, jednak wigzacym wskaznikiem

punktacyjnym jest wartos¢ z roku publikacji.

3. Wydaje sie, ze zamiast stowa 'czosnek' w zdaniu 'Rownoczesnie, czosnek moze indukowac
émieré komorek niezaleznie od kaspazy, np. za posrednictwem allicyny...' nalezatoby wpisac
ekstrakty/wyciagi/substancje zawarte w czosnku. Ten tryb zapisu przewija sie przez caly

przedstawiony do recenzji tekst.

4. Autorka w Rozprawie zapisata: 'Badania dotyczace czosnku prowadzone przez zespot
badawczy w ktérym uczestniczytam od 2016 roku wykazaty, ze rézne odmiany czosnku charakteryzujq
sie znaczacymi roznicami w zawartosci zwigzkow polifenolowych, co odpowiadato toksycznosci

ekstraktéw' To zdanie jest niejasne.



5. Doktorantka w pracy napisata, ze 'Nowotwory jezyka i jelita grubego naleza do czesto
diagnozowanych i trudnych w leczeniu typoéw raka. Brak jest tutaj konkretnych informacji o
statystykach zachorowalnosci, émiertelnoéci, dostepnych metodach leczenia oraz wskazania
przyktadéw potencjalnych terapii np., bedacych w fazie badan klinicznych. Co wigcej informacje o
konkretnych zwigzkach pochodzenia naturalnego, ktére mogtyby by¢ wykorzystywane w terapiach
tych nowotwordw, a byly/sa chociazby w | fazie badar bytoby cennym uzupetnieniem opisu dlaczego
ten temat Doktorantka podjeta. Wskazywatoby to rowniez na potencjalng wartoé¢ aplikacyjng badan

wykonanych prze Panig Magister.

6. W akapicie dotyczacym celéw pracy Autorka zapisuje: 'Préba powigzania zawartosci
flawonoidéw z prozdrowotnymi wiasciwosciami ekstraktow - publikacja 3' - nalezy si¢ domyslac, ze

chodzi o ekstrakty z czosnku?

7. Publikacja 1.: W publikacji tej Doktorantka podjeta sie oceny dziatania cytotoksycznego
wodnych ekstraktéw z czosnku oraz odmian czosnku zwyczajnego - polskiej Harnas oraz hiszpanskiej
Morado. Badania wykonata in vitro z zastosowaniem linii komorkowej ludzkiego raka
ptaskonabtonkowego jezyka SCC-15. Wykonata testy uwolnienia dehydrogenazy mleczanowej (LDH,
ang. lactate dehydrogenase) do pozywki hodowlanej, wychwytu czerwieni obojetnej (ang. Neutral
Red Uptake Assay), oznaczenie aktywnosci kaspazy-3, oraz testy z wykorzystaniem wskaznikow
fluorescencyjnych zywotnosci komoérek z przytozeniem odpowiednich metod. Swoimi badaniami
doktorantka udowodnita miedzy innymi, ze ekstrakty czosnku powodujg cytotoksycznos¢ zalezng od
reaktywnych form tlenu. Co wigcej stwierdzita, ze ekstrakty z odmiany czosnku Harnas mogg dtuzej
stymulowaé produkcje ROS w komdrkach SCC-15. Ponadto, badane ekstrakty czosnku stymulowaty
cytotoksyczno$¢ zalezng od ROS, jednak najwyisze stezenia badanych ekstraktow nie powodowaty
aktywacji kaspazy-3 charakterystycznej dla apoptozy. Autorka opisuje rowniez, ze indukowana $mierc
komérkowa nie jest klasyczng apoptoza, lecz raczej forma ROS-zaleznej $mierci alternatywnej np.
nekroza zwiazana z silnym odzialywania ROS. W publikacji Autorka napisata, ze zastosowano
jednokierunkowa analizg wariancji (ANOVA) z wielokrotnym poréwnaniem Tukeya, jednak nie jest

napisane z jakiego oprogramowania skorzystano - jest to o tyle wazne dla procesu doktoryzowania
sie, ze analizy statystyczne, s poniekad ostatnim etapem prac badawczych i nalezy im sie doktadny

opis, taki jak w przypadku badan laboratoryjnych.

Publikacja 2.: Druga praca bedaca podstawa przedstawianej tu Rozprawy dotyczy badania
cytotoksycznosci ekstraktow, tym razem pozyskanych z liofilizatdw czosnku czterech odmian. Miata
ona na celu zidentyfikowanie mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za ich dziatanie, ze

szczegdlnym uwzglednieniem roli receptora PPARy. Jest to kontynuacja badan i o wiele bogatsze



opracowanie dotyczace wiasciwosci przeciwnowotworowych czosnku w stosunku do pracy pierwszej,
co wskazuje na rozwéj w pracy naukowej Autorki. metody badawcze zostaty poszerzone, miedzy
innymi o badanie ekspresji na poziomie MRNA i biatka. Doktorantka przebadata ekspresje PPARY,
mikroczasteczkowego biatka zwigzanego z autofagia 1A (ang. microtubule-associated protein 1 light
chain 3, LC3A,), dysmutazy ponadtlenkowej (ang. superoxide dismutase 1, SOD1) oraz katalazy (ang.
catalase, CAT) . Tym razem oprocz linii komorkowej SCC-15, do badania postuzyta rowniez linia
komoérek raka jelita grubego CACO-2, a kontrolg byly komorki linii prawidtowych fibroblastow.
Doktorantka w toku badar wykazata, ze wzrost poziomu reaktywnych form tlenu w stosunku do
prawidtowych komoérek fibroblastéw byt indukowany przez ekstrakty z odmiany Harnas w komérkach
jelita grubego. Doktorantka bardzo celnie tu zauwaza, ze stres oksydacyjny moze byC wykorzystywany
terapeutycznie do selektywnego uszkadzania komorek nowotworowych. Doktorantka wskazuje
réwniez na potencjal w aktywacji kaspazy -3 ekstraktu z liofilizatu czosnku Ornak. Zwiekszat on
aktywnoé¢ enzymu we wszystkich zastosowanych stezeniach (0,062, 0,125, 0,250, 0,500, and 1,000
mg/mL) w komorkach SCC-15. Natomiast, ekstrakt z czosnku Morado zwigkszat aktywnos¢ kaspazy-3
we wszystkich zastosowanych stezeniach w komérkach fibroblastow. Doktorantka, w wyniku badan
stwierdzita réwniez, ze ekstrakty z odmian Harnas i Ornak wyraznie obnizaty poziomy mRNA i biatka
PPARy w komodrkach nowotworowych, natomiast Morado zwiekszat ekspresje tego receptora w
fibroblastach. Sa to ciekawe obserwacje, poniewaz pozadanym jest aby ekstrakty - substancje w nich
zawarte dziataty na komorki nowotworowe i aktywowaly ich $ciezki molekularne zwigzane z

apoptoza, a jednocze$nie nie wptywaty uszkadzajgco na komorki zdrowe.

Czy moze Pani Magister odniesc sie do tego zagadnienia w kontekscie dziatania badanych

ekstraktow?

Dalej, Doktorantka wykazata, ze ekstrakty ze wszystkich odmian czosnku obnizajg poziom
mikroczasteczkowego biatka zwigzanego z autofagia 1A w komdrkach nowotworowych, oraz
powodujg wzrost poziomu enzymow antyoksydacyjnych, dysmutazy ponadtlenkowej i katalzay. Z
prezentowanych tu publikacji mozna wnioskowaé, ze rodzaj uzytego surowca do wytworzenia
ekstraktu bedzie wptywaé na jego sktad, a tym samym na aktywnosci wzglgdem poszczegolnych
komorek. W tym kontekscie bardzo istotne sg badania przeprowadzone przez Doktorantke za pomoca
chromatografii cieczowej. Pokazata, ze roznice pomiedzy odmianami czosnku sg widoczne w 4
zawartoéci katechiny, acacetyny, epikatechiny i naryngeniny, kemferolu i rutyny. W toku czytania
przedstawianych opiséw wynikow nasuwa sie my$l o badaniach dotyczacych wspdtdziatania
poszczegdlnych skfadnikéw z réznych odmian czosnku. Doktorantka stusznie zauwaza, ze dalsze
badania molekularne powinny skupi¢ sie na synergii dziatania sktadnikdw aktywnych i ich wptywie na

szlaki komorkowe. Co prawda, Autorka wskazuje przede wszystkim czynnik PPARy, ale intuicja

4



naukowa podpowiada, ze moga to by¢ réwniez inne biatka majace znaczenie w procesie

nowotworzenia.

Publikacja nr 3.: Przy watpliwosciach dotyczacych tego, czy stuszne jest nazwanie tej pracy
publikacjg (skoro jest nieopublikowana), nalezy zwrdci¢ sie z prosbg o wyttumaczenie dlaczego
Doktorantka zdecydowata sie na wiaczenie nieopublikowanej pracy do cyklu stanowigcego podstawe
niniejszej Rozprawy doktorskiej? Przygotowany artykut bedacy w recenzji jest obszernym przegladem
literaturowym obejmujacym 269 pozycji pismiennictwa. Zawiera on tabele i ryciny. Rozlegle traktuje o
zawartosci polifenoli w poszczegdlnych gatunkach czosnku jak réwniez o ich rodzajach. Ciekawym
wydaje sie przedstawienie wptywu konkretnych polifenoli na szlaki komérkowe zwigzane z
nowotworzeniem oraz ich elementy molekularne. Autorka wskazuje wptyw zwigzkéw polifenolowych
na cykl komérkowy oraz czynniki szlakéw molekularnych, miedzy innymi takich jak MAPK, ERK, NF-kB,
STAT3, Pi3K/AKT, Nrf2/ARE, BAX/BCL2. Jest to ciekawe podejécie w obliczu coraz czgstszego zwracania
sie badaczy na naturalne Zrodfa terapii antynowotworowych w onkologii precyzyjnej. Pomimo
widocznych zalet przygotowanej pracy, nadal pozostaje ona w cyklu jako nieopublikowana, czego nie

mozna poming¢ przygotowujac niniejsza recenzjg.

Autorka Rozprawy wskazuje rowniez na ograniczenia Rozprawy w postaci miedzy innymi
braku badat in vivo lub klinicznych. Tak, jest to pewien niedosyt, jednak badania in vivo mogg by¢
kolejnym etapem do$wiadczer naukowych, natomiast badania kliniczne rzadza sie nieco odmiennymi
zasadami i obtozone sa dodatkowymi wyzwaniami. Ponadto Autorka napisata ,,Cho¢ badania in vitro
dostarczajg cennych informacji na temat mechanizméw molekularnych dziatania ekstraktow
czosnkowych, ich wyniki nie zawsze w petni odzwierciedlaja ztozonos¢ organizmu zywego." Wydaje
sie, ze badania in vitro nigdy nie beda oddawaty Ztozonosci organizmu zywego, dlatego badania in vivo
s3 kolejnym etapem sprawdzania postawionych hipotez i potwierdzenia wynikéw uzyskanych in vitro
wptywu danego zwigzku docelowo w organizmie zywym. Dalsze ograniczenia, ktére Doktorantka
wymienia, a sg to: ograniczona liczba badanych linii komérkowych, réznorodnos¢ fitochemiczna
odmian czosnku, brak standaryzacji zawartosci sktadnikow aktywnych w ekstraktach, potencjalna
degradacja zwigzkow siarkowych, ztozonoé¢ dziatania PPARY i jego réznorodna rola w nowotworach -
w szerszym rozumieniu s poniekad uzasadnieniem podejmowanych w rozprawie tematow, ktére sg
jak dotad niewyjasnione w sposdb naukowy i mogq postuzy¢ jako formutowanie kolejnych hipotez

badawczych.

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Urszuli Bindugi zatytutowana: ,,Mechanizm
dziatania ekstraktéw z czosnku zwyczajnego (Allium sativum L.) ze szczegolnym uwzglednieniem roli

substancji polifenolowych i receptora aktywowanego proliferatorami peroksysoméw gamma (PPARYy)



w warunkach in vitro” spetnia warunki stawiane rozprawie doktorskiej zgodnie z art. 187 ustawy

,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. 2023 poz. 742, z pozn. zm.).

Biorgc powyzsze pod uwage, wnioskuje sie do Rady Naukowe;j Dyscypliny Nauk Medycznych
Wyzszej Szkoty Informatyki i Zarzadzania z siedzibg w Rzeszowie o dopuszczenie Pani mgr Urszuli

Bindugi do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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