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Streszczenie

Fruktoza w diecie mieszkarcdw krajow rozwinietych czesto przekracza rekomendowany 10%
udziat w dziennym bilansie energetycznym. Jest to alarmujgce zjawisko, poniewaz fruktoza
jest postrzegana jako przyczyna wielu choréb metabolicznych. W najnowszych badaniach
udowodniono takze jej zwigzek z wiekszg zapadalnosciag na choroby nowotworowe. Za
dokomoérkowy transport fruktozy w jelicie, odpowiedzialne jest biatko GLUT5, kodowane przez
gen SLC2A5. GLUTS jest obecny w btonie komdrkowej enterocytdw po stronie apikalnej. Szlaki
sygnatowe oraz czynniki transkrypcyjne regulujgce ekspresje tego genu mimo wzrastajgcej
liczby publikacji na ten temat, nie zostaty w dobrym stopniu poznane. W danych
literaturowych pojawity sie takze wzmianki na temat wptywu zwigzkéw naturalnych jak
galusanu (-)-epikatechiny z zielonej herbaty, rubusozydu z jezyny bezkolcowej (Rubus
suavissimus) oraz glukozydu astragaliny z owocéw szkartatki amerykanskiej (Phytolacca
americana) o aktywnosci inhibitoréw transportera GLUTS5, jednak wskazuje sie na ich niska
aktywnosc i specyficznos¢. Ze wzgledu na role fruktozy w rozwoju niektérych nowotworéw,

biatko GLUTS5 wskazywane jest jako istotny cel terapeutyczny w terapii przeciwnowotworowej.

W niniejszej pracy doktorskiej modelem komérkowym byta linia komérek epitalialnych raka
jelita grubego Caco-2, w ktérej wysoki poziom ekspresji mRNA SLC2A5 jak réwniez biatka
GLUT5 potwierdzono odpowiednio metodami RT-PCR w czasie rzeczywistym oraz Western

bloting.

Jednym 1z zadan niniejszej pracy byta identyfikacja czynnikdw transkrypcyjnych
odpowiedzialnych za regulacje ekspresji genu SLC2A5. W tym celu sklonowano sekwencje 5’-
flankujgca gen SLC2A5 cztowieka i poddano jg analizie in silico oraz okreslono jej aktywnos¢ w
tescie gendw reporterowych. Uzyskane wyniki sugeruja, ze we fragmencie -214/+58 znajduje
sie promotor podstawowy a w regionie -1050/-650 sekwencja wzmacniajgca. Po serii
eksperymentow z uzyciem wektorow ekspresyjnych dla czynnikdw transkrypcyjnych
wytypowanych w trakcie analizy bioinformatycznej, stwierdzono, ze czynniki USF-1 i USF-2
indukujg aktywno$é genu reporterowego zawierajgcego promotor genu SLAC2A5. Po
przeprowadzeniu analizy delecyjnej, wskazano miejsce odpowiedzi dla czynnikéw rodziny USF
w regionie -214/+58, gdzie zidentyfikowano sekwencje E-BOX. Jednakze, po uzyciu siRNA
zdolnych do wyciszenia RNA kodujgcych te czynniki, nie stwierdzono zmian w ekspresji genu

SLC2A5, co wskazato na brak ich bezposredniego wpltywu na transkrypcje tego genu. Ze



wzgladu na to, ze sekwencje E-BOX rozpoznajg takze inne czynniki m.in. z rodziny SNAI
wykonano kolejne badania z uzyciem czynnikéw SNAI1 i SNAI2. Nadekspresja SNAI1 i SNAI2
powodowata zahamowanie aktywnosci promotora genu SLAC2A5 a takze jego mRNA oraz
biatka GLUT5. Mutageneza sekwencji E-BOX znosita ten efekt. Wykonano réwniez analize
testu ruchliwosci elektroforetycznej kompleksu biatko-DNA (EMSA), potwierdzajgcy
bezposrednie wigzanie sie czynnikdw SNAI1 i SNAI2 do sekwencji regulatorowej promotora

genu SLC2A5.

Po identyfikacji czynnikdw SNAI1 i SNAI2 jako regulatoréw ekspresji genu SLC2AS5,
postanowiono poszukaé zwigzkdw farmakologicznie czynnych, ktére zwiekszg ekspresje obu
tych czynnikéw, w celu zahamowania ekspresji genu SLC2A5. Analiza literatury naukowe;j
wskazata, ze takim zwigzkiem moze by¢ trichostatyna A, bedaca inhibitorem deacetylazy
histonow. Eksperymenty przeprowadzone z uzyciem trichostatyny A potwierdzity jej hamujace
dziatanie wzgledem promotora genu SLC2A5 w tescie gendw reporterowych. Analiza ekspresji
genéw metodg RT-PCR w czasie rzeczywistym pozwolita stwierdzi¢, ze trichostatyna A
indukuje ekspresje mRNA dla gendw SNA/1 i SNAI2 oraz hamuje ekspresje genu SLC2A5.
Podobne wyniki uzyskano na poziomie biatka przy zastosowaniu techniki Western blot. Test
EMSA pokazat réwniez zwiekszenie wigzania biatek lizatéw jadrowych do fragmentu
zawierajgcego E-BOX. Wykonano réwniez immunoprecypitacje chromatyny, ktéra pokazata

zwiekszong zdolnos¢ wigzania sie czynnika SNAI1 do promotora po dziataniu trichostatyny A.

W najnowszych publikacjach podkreslono fakt powigzania zwiekszonej ekspresji SLC2A5 z
wiekszg opornoscig na chemioterapeutyki. W niniejszej pracy sprawdzono réwniez czy
trichostatyna A ma zdolno$é uwrazliwiania komérek nowotworowych o wysokiej ekspresji
tego genu. Okazato sie, ze preinkubacja komdrek z trichostatyng A wyraznie zwieksza
wrazliwos¢ komdrek Caco-2 na zwigzki platyny (cisplatyne i oksaliplatyne), jednoczesnie

udowodniono specyficznosc tego efektu wobec nowotwordw o wysokiej ekspresji SLC2A5.

Jednym 1z zatozeA pracy doktorskiej, byto takie znalezienie biologicznie aktywnych
fitozwigzkéw wykazujgcych hamujgcy wptyw na ekspresje genu SLC2A5. Przetestowano cztery
zwigzki: apigenine, kwercetyne, kwas ursolowy oraz chryzyne. Po analizie RT-PCR w czasie
rzeczywistym, stwierdzono, ze jedynie apigenina hamuje poziom mRNA dla genu SLC2A5. Po

identyfikacji apigeniny jako inhibitora ekspresji SLC2A5, postanowiono sprawdzi¢ jej wptyw na



ekspresje zidentyfikowanych czynnikéw transkrypcyjnych rodziny SNAI. Okazato sie, ze
apigenina rowniez hamuje ekspresje SNAI1 na poziomie mRNA i biatka. Uzyskany wynik
wskazuje na odmienno$¢ mechanizmu dziatania apigeniny i trichostatyny A. W literaturze
wspominano o aktywnosci apigeniny jako inhibitora deacetylaz histondéw, jednak wynik

analizy Western blot pokazaty brak wptywu apigeniny na status acetylacji histonu H3.

Ze wzgledu na wysoka zawartos$¢ apigeniny w rumianku, wykonano ekstrakt z kwiatow
rumianku pospolitego Matricaria chamomilla L. Co ciekawe, wyniki z wykorzystaniem tych
ekstraktow pokazaty, ze hamujg one ekspresje SLC2A5. Czes¢ ekstraktdw poddano procesowi
fermentacji mlekowej z uzyciem bakterii mlekowych (Levilactobacillus brevis ATCC 14869).
Fermentacja spowodowata zwiekszenie hamujgcych wtasciwosci preparatu wobec mRNA dla
genu SLC2A5 oraz ukazata wiasciwosci indukujgce wobec SNA/1. Analiza UPLC wykazata brak
apigeniny w ekstrakcie po fermentacji, co sugeruje, ze zwigzki inne niz apigenina obecne w

preparacie sg odpowiedzialne za indukcje czynnika SNAI1 i zahamowanie ekspresji SLC2A5.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji niniejszej pracy doktorskiej wskazujg, ze zastosowanie
inhibitorow deacetylaz histonédw ma potencjat terapeutyczny wobec komadrek raka jelita o
wysokiej ekspresji genu SLC2A5 i moze zwieksza¢ efektywnos$¢ dziatania cisplatyny oraz
oksaliplatyny. By¢ moze podobne dziatanie mogg mie¢ niektére fitozwigzki w tym te, obecne

w rumianku pospolitym.



