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Ocena

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Katarzyny Chataskiewicz
pt.: ,Reqgulacja ekspresji genu SLC2A5 i biatka GLUT5 przez
wybrane biologicznie aktywne zwiqgzki pochodzenia
naturalnego.”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostata wykonana na Wydziale
Biotechnologii i Nauk o Zywieniu Politechniki tédzkiej pod kierunkiem Pani Prof. dr hab.
Marii Koziotkiewicz oraz dra. hab. Marcina Ratajewskiego, Prof. Instytutu Biologii Medycznej
Polskiej Akademii Nauk. Pani Katarzyna Chataskiewicz uzyskata tytut magistra 5 wrzesnia
2019 roku na kierunku Biotechnologia w specjalnosci biotechnologia molekularna i
biochemia techniczna na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywieniu Politechniki tédzkiej.
Nie ubiegata sie uprzednio o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie Technologia Zywnosci i
Zywienia.

Praca doktorska jest usytuowana w obszarze badan dotyczgcym poszukiwania
nowych zwigzkéw polifenolowych, ktére bytyby inhibitorami ekspresji genu/biatka
SLC2A5/GLUTS i dzieki temu bytyby pomocne w profilaktyce zaburzen metabolicznych oraz
obnizeniu zapadalnosci na choroby nowotworowe wywotane przekroczeniami dziennego
spozycia fruktozy. Badania prowadzone przez mgr inz. Chataskiewicz dotyczg poznania
mechanizmu dziatania wybranych fitozwigzkéw takich jak apigenina, chryzyna, kwas
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ursolowy czy kwercetyna obecnych w ekstrakcie z rumianku pospolitego oraz ich wptywu na
ekspresje genu SLC2A5. Ponadto w przedstawionej mi do oceny rozprawie podjeto prébe
identyfikacji czynnikéw transkrypcyjnych wptywajgcych na ekspresje genu SLC2A5. Badania
prowadzono z wykorzystaniem surowego i fermentowanego ekstraktu z rumianku

pospolitego, a takze wykorzystano siedem linii komdrkowych.

Temat pracy doktorskiej jest jak najbardziej aktualny i niezwykle ciekawy. Wysokie
spozycie fruktozy moze przyczyniac sie do wystgpienia zaburzen metabolicznych, takich jak
insulinoopornos¢, uposledzenie tolerancji glukozy oraz hiperlipidemia. Czes¢ badan sugeruje
réwniez, ze fruktoza moze sprzyja¢ wystepowaniu nadcisnienia tetniczego. Nadmiar fruktozy
przyczynia sie rowniez do niealkoholowego sttuszczenia watroby, a od tego stanu dzieli nas
niewielki krok do rozwoju marskosci watroby i raka. Zatem identyfikacja mechanizmow
odpowiedzialnych za transport i metabolizm fruktozy w organizmie cztowieka jest kluczowa
zaréowno z naukowego punku widzenia, jak i spotecznego. Pani mgr inz. Chataskiewicz
skupita sie na biatku odpowiedzialnym za dokomdrkowy transport fruktozy jakim jest
transporter GLUT5, kodowany przez gen SLC2A5. Podjeta sie Ona badan dotyczacych
regulacji transkrypcji. We wspdtczesnej nauce wcigz nierozwigzana pozostaje kwestia
wystepowania miejsc wigzania dla czynnikdw transkrypcyjnych, ktére to miejsca sg bardzo
trudne do powigzania z transkrypcjg jakiegokolwiek genu. Ponadto duze wyzwanie stanowi
powigzanie lokalizacji miejsc startu transkrypcji z takimi zjawiskami jak: metylacja histondw,
pozycja nukleosoméw, stan acetylacji, czy tez dostepnos$¢ miejsc wigzgcych czynniki
transkrypcyjne. Aby zrozumie¢ interakcje pomiedzy elementami regulatorowymi w
promotorach i wigzgcymi sie z nimi biatkami regulatorowymi oraz to, jak wspodtdziatajg one
w regulacji transkrypcji, potrzebne sg badania na bardzo szeroka skale. W tym wymagany
jest szeroki wachlarz metod badawczych. Praca Pani Katarzyny Chataskiewicz jak najbardziej
wpisuje sie w ten nurt uzyskania catosciowego obrazu proceséw transportu fruktozy

zachodzgcych w komadrce. Pani Chataskiewicz podjeta wyzwanie dotyczace analizy zwigzkow
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pochodzenia naturalnego w pofaczeniu z danymi o poziomie transkrypcji mRNA oraz
ekspres;ji biatek co pozwolito na okreslenie funkcji genu w badanych liniach komérkowych.
Rozprawa ma typowy uktad, zgodny z wymogami stawianymi pracom doktorskim.
Napisana jest w formie liczacego 129 stron manuskryptu i sktada sie z rozdziatéw, takich jak:
wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, podsumowanie, wykaz
skrotow i symboli, spis ilustracji i tabel, pismiennictwo. Rozprawa zawiera 5 schematéw i 2
tabele. Cato$¢ uzupetniajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Praca napisana jest
rzeczowo, poprawnym jezykiem, wiec czyta sie jg bardzo dobrze.
Wstep doskonale wprowadza w temat dysertacji. Doktorantka omawia sposoby regulacji
transportera fruktozy SLC2A5/GLUTS tj. poprzez biatka regulatorowe, aktywnos¢ biatek
stabilizujgcych transkrypt, modyfikacje potranslacyjne biatka transportera oraz omawia
zmiany na poziomie epigenetycznym. Duzg czes¢ wstepu Doktorantka poswiecita
szczegdtowemu omoéwieniu czynnikdw transkrypcyjnych zaangazowanym w regulacje
ekspresji genu SLC2A5 w tym receptory jagdrowe jak receptor glukokortykoidéw, watrobowy
receptor X, a takze biatka o aktywnosci czynnikdéw transkrypcyjnych w tym ChREBP, TXNIP,
biatko S100P czy czynnik transkrypcyjny ATF4. We wstepie zastosowano schematy
ilustrujgce wptyw TXNIP na zwiekszenie transkrypcji oraz stabilnosci transportu biatka do
btony komdrkowej, a takze schemat dotyczgcy wptywu cAMP na transkrypcje i stabilnos¢
SLC2A5. Nalezy podkreslié, ze w tej czesci pracy zwrécono réwniez uwage na modyfikacje
potranslacyjne biatek uczestniczgcych w translokacji GLUT5 do btony apikalnej. We wstepie
omowiono rowniez regulacje stabilnosci mRNA dla SLC2A5 oraz epigenetyczne mechanizmy
regulacji ekspresji genu SLC2A5 w tym acetylacje, metylacje oraz zalezng od mikroRNA
(gtownie miR-125b i miR-92a-1) regulacje biosyntezy biatka. We wstepie réwniez poruszona
zostata kwestia poszukiwania inhibitoréw transportera GLUTS jak inhibitor z jezyny
bezkolcowej, glukozyd astragaliny, galusan epikatechiny, kurkumina, Mt-10-cynamonian,
cyjanidyno-3-O-arabinozyd, MINSBA i inne, a szczegdlng uwage skupita Doktorantka na
chryzynie, kwasie ursolowym, apigeninie i kwercetynie. Co wazne, Doktoranka ma

Swiadomos¢ podobienstwa strukturalnego pomiedzy cztonkami rodziny biatek GLUT i
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zwigzanych z tym trudnosciami badawczymi. We wstepie zwrdécono réwniez uwage na
konsekwencje zaburzonego transportu fruktozy i spozywania jej w nadmierne;j ilosci, takie
jak niealkoholowe sttuszczenie watroby, stymulowanie adipocytéw, produkcja substratu do
de novo syntezy glukozy, zapalenie jelita grubego i choroba Crohna, dysfunkcja naczyn
krwiono$nych i limfatycznych czy zaburzenia flory jelitowej. Doktorantka sugeruje réwniez,
na podstawie literatury, ze zwiekszony poziom fruktozy moze staé sie przyczyng m.in.
nowotworu szyi, nerek, ptuc, watroby, endometrium czy trzustki. Wysokie spozycie cukru
moze przetozy¢ sie na wysoki poziom hemoglobiny glikowanej i insuliny, a tym samym na
zwiekszone zagrozenie nowotworami. W podsumowaniu wstepu Pani Chataskiewicz
wskazuje réwniez na metode edycji gendw CRISPR/cas9 jako narzedzie do wyciszenia genu
SLC2A5. Przestawia roéwniez schemat z dotychczas zidentyfikowanymi czynnikami
transkrypcyjnymi oraz biatkami zaangazowanymi w regulacje ekspresji genu SLC2A5, co
pozwolito Jej umotywowac cele pracy i uzasadni¢ wybér badanych parametréw.
Podsumowujgc wstep pracy jest spojny i $wiadczy o wysokiej wiedzy Doktorantki w
tematyce badanych zagadnien.

Doktorantka za cel pracy postawita sobie analize zwigzkéw polifenolowych hamujgcych
ekspresje genu lub biatka SLC2A5/GLUTS5 i ambitnie wyodrebnita cele szczegétowe pracy.

W rozdziale materiaty zostaty wymienione zastosowane linie komérkowe, plazmidy,
media hodowlane, szczepy bakteryjne, enzymy restrykcyjne, uzyte odczynniki i zastosowana
aparatura. W rozdziale metody Doktorantka wymienia zastosowane linie komédrkowe.
Siedem ludzkich linii nowotworowych zostato wybranych do badan na podstawie analizy RT-
PCR przeprowadzonej dla 13 linii komdrkowych. Doliczytam sie 14 linii. Szkoda, ze te
wstepne wyniki nie zostaty zamieszczone w pracy. Do swoich badan Doktorantka
wykorzystata kilka dobrze dobranych nowoczesnych metod biologii molekularnej do
oznaczenia badanych parametréw, w tym test CellTiter-Glo do oceny zywotnosci komoérek,
ilosciowy RT-PCR. Przeprowadzita klonowanie promotora SLC2A5, zastosowata analize in
silico regionu flankujgcego 5' genu, oznaczyta aktywnosci promotorowg. Wykorzystata

metode Western blot do oznaczenia ekspresji biatek takich jak GLUT5, SNAI1, SLUG, histon
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H3 czy histon H4. Zmiany apoptotyczne oszacowano w pracy wykonujgc oznaczenia
luminescencyjne kaspaz wykonawczych 3/7. Wykonano ponadto test zmiany ruchliwosci
elektroforetycznej (EMSA) i immunoprecypitacje chromatyny. Przygotowano takze ekstrakt
z rumianku i poddano go fermentacji.

Rozdziat wyniki jest przygotowany przejrzyscie, z dobrze dobranymi wykresami
i tabelami ilustrujgcymi otrzymane wyniki. Wyniki nie pozostawiajg watpliwosci, ktore
z okreslonych rdznic sg istotne statystycznie. Doktorantka potwierdzita wysoki poziom
ekspresji mMRNA SLC2A5 jak i biatka GLUT5 w linii raka jelita grubego Caco-2. W celu
zidentyfikowania czynnikdw transkrypcyjnych odpowiedzialnych za regulacje ekspresji genu
SLC2A5 sklonowata sekwencje 5’-flankujgca genu. Przeprowadzita takze analize in silico oraz
okreslita aktywnos¢ wybranej sekwencji w tescie gendw reporterowych, co pozwolito na
poznanie lokalizacji promotora i sekwencji wzmacniajacej. Doktorantka zatozyta, ze czynniki
USF-1 i USF-2 indukujg aktywno$¢ genu reporterowego zawierajgcego promotor genu
SLAC2A5. W badaniach tych wykorzystata metody bioinformatyczne z jednej strony, a z
drugiej przeprowadzita czasochtonne eksperymenty z uzyciem wektoréw ekspresyjnych.
Kolejnym krokiem badan Pani mgr inz. Chtaskiewicz byta lokalizacja miejsca odpowiedzi
czynnikéw USF. Analiza delecyjna pozwolita Jej na zidentyfikowanie sekwencji E-BOX.
Doktorantka wyciszyta ekspresje badanych czynnikdw poprzez siRNA i wykluczyta niestety
ich wptyw na ekspresje genu SLC2A5. Analogiczne badania przeprowadzita dla czynnikdéw
SNAI1 i SNAI2 rozpoznajacych odkrytg sekwencje E-BOX. Nadekspresja SNAI1 i SNAI2
powodowata zahamowanie aktywnosci promotora genu SLAC2A5 oraz biatka GLUTS.
Doktorantka potwierdzita testem EMSA wigzanie sie czynnikdw SNAI1 i SNAI2 do sekwencji
regulatorowej promotora genu SLC2A5.

W drugiej czesci badan Doktorantka pracowata z trichostatyng A, bedacg inhibitorem
deacetylaz histonéw, ktdéra na podstawie literatury jest inhibitorem ekspresji genu SLC2A5,
co takie w niniejszej rozprawie potwierdzita eksperymentalnie testem gendw
reporterowych. Analiza ekspresji gendw metodg RT-PCR jak i ekspresji biatka metoda

Western blot w czasie rzeczywistym pozwolita Doktorantce stwierdzi¢, ze trichostatyna A
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indukuje ekspresje mRNA dla genéw SNAI1 i SNAI2 oraz hamuje ekspresje genu SLC2A5.
Testem EMSA zostato potwierdzone wigzanie sie biatek SNAI1 i SNAI2 do fragmentu
zawierajgcego element regulatorowy E-BOX, a za pomocg metody opartej na
immunoprecypitacji chromatyny potwierdzono wigzania sie czynnika SNAI1 do promotora.
Cennym aspektem powierzonej mi do recenzji pracy jest uwrazliwienie przez trichostatyne A
komdrek nowotworowych o wysokiej ekspresji genu SLC2A5 na cisplatyne i oksaliplatyne.
Wydaje sie, ze kontynuacja tych badan moze mieé¢ w przysztosci charakter aplikacyjny.

Trzecim etapem pracy bylo wytypowanie zwigzkéw pochodzenia roslinnego
hamujgcych ekspresje genu SLC2A5. Przetestowano zatem apigenine, kwercetyne, kwas
ursolowy oraz chryzyne. Apigenina sposrdd badanych zwigzkéw hamowata ekspresje SNAI1
na poziomie mRNA i biatka, a tym samym okazata sie by¢ skutecznym inhibitorem SLC2A5.
Ze wzgledu na wysoka zawarto$é apigeniny w rumianku, Doktorantka wykonata ekstrakt z
kwiatdw rumianku pospolitego Matricaria chamomilla L., ktéry takze poddano procesowi
fermentacji mlekowej. Co ciekawe proces fermentacji nasilit witasciwosci hamujace
preparatu wzgledem genu SLC2A5, a takze indukowat silng ekspresje SNAI1. W niniejszej
pracy przeprowadzono analize UPLC i na tej podstawie stwierdzono, ze inne zwigzki niz
apigenina odpowiadajg za indukcje czynnika SNAI1 i za hamowanie ekspresji SLC2A5,
bowiem nie znaleziono w tym preparacie aktywnej apigeniny. Wnioski jakie Doktorantka
wyciggneta swiadczg o jej dojrzatosci jako badacza.

W kolejnym rozdziale pojawia sie bardzo dobrze przeprowadzona i przemyslana
dyskusja. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka do swoich badan podchodzi
krytycznie, zwraca uwage na pewne stabe strony podjetych badan, co swiadczy o dojrzatym
podejsciu do wnioskowania. Ostatecznie Doktorantka w rozdziale podsumowanie
przedstawia dobrze skonstruowane wnioski ze swoich badan. Znakomicie podkreslajg one
wage badan podjetych przez Doktorantke i wskazujag na mozliwos¢ wykorzystania
poczynionych obserwacji dotyczacych zaréwno cytotoksycznosci, jak i mechanizmu dziatania
badanych ekstraktow w terapii raka jelita grubego w celu przeciwdziatania skutkom

nadmiernego spozycia fruktozy. Doktorantka logicznie wigze swoje obserwacje z
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pismiennictwem. Autorka wykazata sie w pracy bardzo dobrg znajomoscig poruszanej
tematyki. Powotuje sie Ona na 147 pozycji literaturowych, utozonych w kolejnosci
pojawiania sie w tekécie. W wiekszosci sg to oryginalne prace anglojezyczne, opublikowane
w czasopismach o wysokim IF. Podsumowanie wynikdw przeprowadzonych przez
Doktorantke badan jest prawidtowe i nie budzgce zastrzezen.

Podczas lektury pracy doktorskiej nasunety mi sie nastepujgce pytania i uwagi.

1. Pani mgr inz. Chataskiewicz w rozdziale 2.5 dwukrotnie powotuje sie na
sekwencjonowanie, raz dotyczy to fragmentu obejmujgcego region 5'UTR
(-214/+458), drugi raz mutacji sekwencji E-BOX promotora genu SLC2A5. Jakg metodg
byto przeprowadzone sekwencjonowanie?

2. W rozdziale 2.6: Analiza ekspresji biatka - nie podano stezen badanych zwigzkéw i
czasu ich dziatania w komérkach.

3. Nie znalaztam w pracy wyjasnienia skrétu UPLC, opisu metody i wynikéw, a na nie
powotuje sie Doktorantka.

4. Doktoranta wskazata, ze apigenina ma szerokie spektrum dziatania, w tym hamuje
aktywnos$¢ deacetylazy histonowej, szlak Wnt/B katenina, czy metylotrasfereazy
histonowej. Jakie inne mechanizmy znane Pani z literatury mogg by¢ przyczyng
aktywnosci cytotoksycznej apigeniny?

5. Doktorantka podkreslita, ze analiza UPLC wykazata brak apigeniny w ekstrakcie po
fermentacji, co sugeruje, ze zwigzki inne niz apigenina obecne w preparacie s3
odpowiedzialne za indukcje czynnika SNAI1 i za hamowanie ekspresji SLC2A5. Czy
Doktorantka moze zasugerowac jakie inne zwigzki lub metabolity mogtyby za to
odpowiadac?

Autorka nie ustrzegta sie pewnych btedéw, ktére jednak nie wptywajg na mojg bardzo dobrg
ocene merytoryczng pracy. Z obowigzku recenzenta chciatabym réwniez zwrdci¢ uwage na
kilka zauwazonych niescistosci, co byé moze w przysztosci pozwoli Doktorantce ich unikngé.

Doktorantka nie zawsze wyjasniata skroty przy pierwszym uzyciu w tekscie (m.in. PEPCK1 i
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G6Paz, str. 32; SOB, str. 55). Pojawito sie w pracy tez kilkanascie literowek. Wykaz skrotow
mogtby by¢ alfabetycznie uporzadkowany, co utatwitoby korzystanie z niego.

Whniosek koncowy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Chtaskiewicz pt.:
»Regulacja ekspresji genu SLC2A5 i biatka GLUT5 przez wybrane biologicznie aktywne zwigzki
pochodzenia naturalnego” ma duzg warto$s¢ poznawczg i niewatpliwie wzbogaca naszg
wiedze na temat hamujgcego wptywu ekstraktéw z roslin na pobieranie fruktozy przez
komorki nowotworowe jak i na temat regulacji ekspresji gtdwnego transportera fruktozy
GLUTS5. Praca zawiera elementy nowosci naukowej, a takze dowodzi umiejetnosci
Doktorantki w zakresie planowania i przeprowadzenia badan naukowych oraz interpretacji
uzyskanych wynikdw. Doktorantka wykazata sie takze bardzo dobrg znajomoscia literatury
przedmiotu. Praca ma duzg warto$¢ poznawczg i stanowi podstawe do kontynuowania
badan naukowych w tej dziedzinie.

Stwierdzam, ze praca spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim
okre$lone w artykule 187.1, punkt 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce. Z petnym przekonaniem zwracam sie do Rady Dyscypliny
Technologii Zywnosci i Zywienia Politechniki tédzkiej z wnioskiem o dopuszczenie Pani
mgr inz. Katarzyny Chtaskiewicz do dalszych etapéw postepowania doktorskiego i
jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.

Uzasadnienie:

Niniejsza rozprawa doktorska prezentuje wysoki poziom naukowy, posiada elementy
nowosci naukowej oraz potencjat do kontynuacji podjetej tematyki badawczej. Wyniki
przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej zostaty juz opublikowane w International
European Journal of Pharmacology, czasopismie o wysokim wspdétczynniku oddziatywania (IF
= 5,195), znajdujgcym sie na liscie JCR oraz na liscie czasopism punktowanych MEiN (liczba
punktow - 100 pkt). W opublikowanej pracy Doktorantka jest pierwszym autorem.
Doktorantka znaczgco przyczynita sie do poszerzenia wiedzy na temat nowych, skutecznych

zwigzkéw pochodzenia roslinnego, ktére moga by¢ wykorzystywane w terapii
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przeciwnowotworowej jak i leczeniu cukrzycy, nadcisnienia czy zaburzen lipidowych
wywotanych nadmiernym spozyciem fruktozy. Doktorantka réwniez wtozyta realny wktad w
poznanie funkcjonowania elementéw regulatorowych genu SLC2A5. Ponadto, Doktorantka -
bioragc pod uwage jej stosunkowo krétka kariere naukowg - posiada bardzo dobry dorobek
publikacyjny — jest wspotautorkg sumarycznie czterech prac, opublikowanych w
renomowanych czasopismach o zasiegu Swiatowym, oraz wspoétautorky licznych doniesien

zjazdowych
zatgczam wyrazy szacunku
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