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Ocena rozprawy doktorskiej

mgr inz. Katarzyny Chataskiewicz
pt. “Regulacja ekspresji genu SLC2AS5 i bialka GLUTS przez wybrane biologicznie

aktywne zwigzki pochodzenia naturalnego”

Otytos¢ 1 powigzane z nig choroby metaboliczne oraz, jak wskazuja statystyki
epidemiologiczne, choroby nowotworowe staly si¢ nawigkszym wyzwaniem zdrowotnym
XXI wieku. Chociaz wszystkie te zagrozenia moglyby by¢ znaczaco wyeliminowane poprzez
zmiang nawykow zywieniowych to trudnosci z ich wprowadzeniem zarowno na
indywidualna, jak i populacyjng skal¢ powoduja, ze naukowcy stoja przed zadaniem
znalezienia skutecznych terapii tych tzw. chorob cywilizacyjnych. Dodatkowym czynnikiem
utrudniajacym zmiany w sposobie odzywiania sg producenci zywnosci, ktorych celem jest
zapewnienie konsumentom taniej, uzalezniajacej a przez to spozywanej w nadmiarze
zywnosci, przynoszacej wysokie zyski. Za jeden ze skladnikoéw zywieniowych majgcych
wiadnie takie uzalezniajgce dziatanie uwazana jest fruktoza. Monosacharyd, ktory wprawdzie
moze stanowi¢ zrodto energii dla organizmu, ale ktérego metabolizm w organizmie czlowieka
biegnie nieco innymi szlakami niz metabolizm glukozy i co gorsza nie indukujac sygnalow
sytosci, ktore moglyby ogranicza¢ spozycie nadmiernych “kalorii”. Stad tez poszukiwane sa
farmakologiczne podejécia do ograniczenia przyswajania fruktozy. Opracowanie nowych
terapii wymaga jednak — jak to mgr inz. Katarzyna Chataskiewicz ujgta we wstepie do swojej
rozprawy doktorskiej — identyfikacji mechanizméw odpowiedzialnych za transport
i metabolizm fruktozy w organizmie czlowieka, a wiedza ta jest jeszcze daleka od pelnego

zrozumienia. Tym problemom 1 poszukiwaniu naturalnych substancji ograniczajacych




przyswajanie fruktozy Doktorantka poswigcita swoje badania w ramach projektu
doktorskiego.

Praca doktorska zostata zrealizowana na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnos$ci
Politechniki L.odzkiej pod opieka dwojga promotoréw Prof. dr hab. Marii Koziotkiewicz oraz
Dr hab. Marcina Ratajewskiego, profesora nadzwyczajnego IBM PAN. Pani mgr inz.
Katarzyna Chataskiewicz jest takze absolwentka tego Wydzialu, a tytul magistra uzyskata na
kierunku Biotechnologia w specjalnosci Biotechnologia Molekularna w 2019 roku. Zostatam
rOwniez poinformowana, ze mgr inz. Katarzyna Chataskiewicz nie ubiegata si¢ uprzednio
o stopiefi doktora. Celem podjetych badan w ramach projektu doktorskiego bylo
poszukiwanie i identyfikacja zwiagzkow polifenolowych pochodzenia roélinnego, ktore
wykazuja zdolno$¢ hamowania ekspresji genu kodujacego transporter fruktozy SLC2A45 oraz
biosynteze jego produktu, tj. biatka GLUTS5. Jako roslinny material badawezy wykorzystano
ekstrakt z rumianku, ktory we wezeéniejszych badaniach wykazywal obiecujace wlasciwosci
w obnizaniu transportu fruktozy in vifro do komorek w modelu Iudzkiego ukladu
pokarmowego.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera 130 stron. Na dysertacj¢
sktadaja si¢ nast¢pujace rozdzialy: Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Wsigp
(poruszajacy trzy watki tematyczne), Cel pracy, czg$¢ eksperymentalna obejmujaca Materialy
i Metody oraz Wyniki badan i ich omowienie, Dyskusja i Podsumowanie, na koficu
umieszczono Wykaz uzywanych skrotow, Listy tabel i rysunkéw oraz Bibliografig
obejmujaca 147 pozycji.

Cze$¢ teoretyczna rozprawy zawiera przeglad literatury dotyczacej dziatania genu
SLC2A45 kodujacego biatko GLUTS, ktore jest wysoce specyficznym dokomorkowym
transporterem fruktozy. Ten rozdzial porusza trzy gtowne watki $cile powigzane z tematykq
pracy. Pierwszy, najbardziej rozbudowany, to opis molekularnej kontroli ekspresji
wspomnianego genu. Omoéwienie mechanizméw kontrolujacych aktywnos¢ genu SLC2A45
oraz ekspresje biatka GLUT5 wskazuje na ich zlozony charakter, bowiem zgodnie
z przedstawionym przegladem literaturowym zachodzi na czterech poziomach: poziomie
receptorow jadrowych, czynnikéw transkrypeyjnych, stabilnoSci mRNA i poprzez
mechanizmy epigenetyczne w tym regulacje z udziatem miRNA. Na stronie 15, Doktorantka
wspomina o wplywie pioglitazonu na ekspresjc mRNA i bialka GLUTS u pacjentow
z cukrzyca typu 2. sugerujac udzial mitochondrialnych enzymoéw oksydacyjnych. Na czym
rola tych enzymow polegata w tym przypadku? Przedmiotem drugiego watku poruszanego
we Wstepie sg naturalne i syntetyczne inhibitory transportera GLUTS. Tu na stronach 27/28
wskazane zostaty trudno$ci w znalezieniu selektywnych inhibitoréw transportu fruktozy ze
wzgledu na podobichstwo biatka GLUTS do transportera glukozy GLUT1. W tym migjscu
Doktorantka sugeruje, ze naturalne zwiazki fitochemiczne sq bezpieczniejsza alternatywa w

stosunku do zwiagzkéw syntetycznych. Skad to przekonanie o mniejszym zagrozeniu

2



niepozadanymi efektami ubocznymi w przypadku substancji naturalnych zastosowanych jako
inhibitory aktywno$ci GLUT5? Trzeci watek obejmuje przeglad literatury wskazujacej na
znaczenie biatka GLUTS w etiologii chordb dietozaleznych. Wszystkie wspomniane tematy
sq omoOwione bardzo szczegélowo i wydaje sig, Ze wyczerpujaco w $wietle dostgpnych
wynikéw badan. Tym bardziej przekonujaco opisy te wskazuja na olbrzymie braki w wiedzy
dotyczacej przyswajania jednego z podstawowych skladnikéw zywnosci i znakomicie
uzasadniajg celowo$¢ podjetych przez Doktorantke badaf. Z obowigzku recenzenta zwrocg
tylko uwage na nickonsekwentne nazewnictwo lipidow, m.in. na stronie 31, gdzie
wspomniana jest synteza trojglicerydéw. Poprawna nazwa to triacyloglicerole, czego
Doktorantka wydaje sie by¢ $wiadoma, bo w tym samym kontekscie pisze o mono-
i diacyloglicerolach. Poza tym rozdziat Wstegp jest naprawdg bardzo klarownie i dobrze
napisany z wyjatkowo jak na tak rozbudowane opracowanie nielicznymi blgdami
edytorskimi. ‘

Cel pracy zostal bardzo jasno przedstawiony. Zrozumiale jest, ze zamiar Doktorantki
to poszukiwanie polifenoli, wyizolowanych oraz stanowigcych sktadniki ekstrakiu z rumianku
pospolitego, wykazujacych zdolno$¢ do hamowania dokomorkowego transportu fruktozy.
Stwierdzenie takiej zdolno$ci miato pomoc w zidenyfikowaniu czynnikéw transkrypeyjnych
regulujacych ekspresje genu SLC2A45. Kolejnoéé postgpowania wydaje sie, ze ulegta zmianie
w trakcie realizacji badan, ale wyznaczone cele zostaly z sukcesem zrealizowane.

Nastgpny rozdzial Materialy i Metody po$wigcony jest omodwieniu procedur
eksperymentalnych, stanowi zatem fragment pracy, ktéry moze posrednio $wiadczy¢
o staranno$ci wykonywania doswiadczen laboratoryjnych. Po bardzo porzadnie napisanym
wstepie, rojagcy sie od bledow opis stosowanych materialow 1 metod byl duzym
zaskoczeniem. Linie komdrkowe wymienione sg tylko w postaci stosowanych skrotow,
a jednak powinien to by¢ pelniejszy opis. Nie sposob byloby powtoérzy¢ procedury
doéwiadczalne, poniewaz podane sa tylko absolutnie skrétowe informacje co do
wykorzystywanych odczynnikow biologicznych i chemicznych. W przypadku uzytych
preparatow do biologii molekularnej, takze enzyméw, podane jest tylko podstawowe
oznaczenie, cho¢ w katalogach firm na ogol mozna znalezé szereg wariantow danego
odczynnika. Dla przeciwcial nie podano w stosunku do biatka jakich organizmoéw sa
skierowane. Wrecz irytujace jest uzycie angielskiego stowa “kit” w miejsce “zestaw”,
spolonizowanego okreslenia “ze sztoku x50” czy nazwanie spektrofotometru aparatem do
pomiaru stgzenia materialu genetycznego (str. 43). Nieco lepiej jest z opisem stosowanych
metod, ale i tu mozna napotkaé¢ nadto liczne bledy edytorskie (w tym roztaczna pisownia
“znad”) oraz znaczeniowe: “DNA zaabsorbowane na powierzchni” str. 53, “Wartos¢ roéznicy
absorbancji pomigdzy t i to wskazywal wartosé efektywnosei transfekeji.” str. 57, “Wzgleda
katywno$¢ aktywnoéei transkrypeyjnej obliczono z $redniej z 30 pojedyiczych pomiarow

lucyferazy z dolka, ktéra dzielono przez aktywno$é¢ fosfatazy alkalicznej.” str. 57/58,
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“...wykonano krzywa standardowa na st¢zenie biatka z wykorzystaniem sztoku(2 mg/ml)
BSA w zakresic 0-2000 pg/ml.” str. 58. Co wiecej dla tej krzywej (prostej?) wzorcowej
obliczono nachylenie krzywej r2. Nieco zostala nadwyrgzona moja cierpliwo$¢ edytorska
w tym rozdziale. Jak sie¢ okazato nie tylko w tym, bo omoéwienie wynikéw zostalo napisane
rownie niepozadnie pod wzglgdem edytorskim i bledoéw jest zbyt wiele by je wszystkie
przytoczyc.

Rozdzialy rozprawy po$wigcone prezentacji wynikow (Rozdzial Wyniki) otwiera
omowienie wstepnych doswiadezeh majacych na celu, jak mozna si¢ domysli¢, dobor
warunkéw prowadzenia prac wilasciwych. Rozpoczyna sig ta czg$¢ poszukiwaniem
najlepszego modelu komoérkowego, przy czym dopiero na dalszej stronie (str. 68) zostalo
wyjasnione, ze najlepszy model to ten o najwyzszej ckspresji mRNA SLC2A5. Na str. 67
wymienione sg testowane modele ludzkich linii komoérkowych, spoérod ktérych najwyzsza
ekspresje mRNA genu SLC245 i bialka GLUTS5 stwierdzono .dla linii Caco-2. Niestety takze
w tym miejscu (str. 67) zostaly podane tylko skrétowe nazwy linii komorkowych; natomiast
informacja jakich pozywek uzyto do ich hodowania powinna si¢ znalezé w czeSci
metodycznej. Kolejnym etapem przygotowawczym bylo okreslenie wplywu polifenoli
wybranych sposrod tych obecnych w ekstraktach z rumianku, i przy tym znanych z literatury
jako przeciwdziatajace zespolowi metabolicznemu, na zywotno$¢ komérek Caco-2. Uzyskane
wyniki pozwolily na wybor stezenia 20 pM polifenoli jako tego niepowodujacego
cytotoksycznobci, choé watpliwo$é budzi 24-godzinny czas inkubacji z badanymi zwigzkami,
bo efekty na ekspresje genu SLC245 (m.in. inhibicja przez apigening i stymulacja przez
kwercytyne) widoczne byly dopiero po 48 godzinach. Posumowujac ten etap badan, dalsze
do$wiadczenia mialy by¢ prowadzone z uzyciem linii komorkowej Caco-2, dla st¢zenia
polifenoli wynoszacego 20 pM (prawidlowy wybor, bo stgzenie bliskie biodostepnoéci i tatwo
osiggalne w przewodzie pokarmowym, gdzie polifenole stykaja si¢ z enterocytami) oraz 24-
godzinnego czasu inkubacji, jak wynika z przynajmniej niektérych dalszych do$wiadczen.
Dlaczego nie 48-godzinna inkubacja skoro ta dawata statystycznie istotne wyniki przy
wstepnej ocenie wplywu na ekspresje genu SLC2A45 i co wigeej Doktorantka sama podkresla
ten fakt w rozdziale Dyskusja? Tu jeszcze jedno pytanie odnosnie opisu osi Y na wykresach
umieszczonych w czeéci wynikowej rozprawy - co to za jednostki, w ktérych wyrazana jest
ekspresja mRNA czy wzgledna aktywnosé promotorowa? Nie sq te jednostki zdefiniowane
ani w cz¢éei metodycznej ani w podpisach pod wykresami.

Kolejny etap prac badawczych skupiat si¢ na poszukiwaniach regionu regulatorowego
w obrebie promotora genu SLC2A45 oraz potencjalnych czynnikéw regulujacych aktywnosé
transkrypcyjng tego genu. Doktorantka zastosowala szereg podejs¢ metodycznych, ktore
pozwolily jej na zidentyfikowanic regionu -214/+58 jako tej tzw. sekwencji E-box
stanowigcej miejsce rozpoznawanc przez biatka regulatorowe. W tym przypadku, jak

wskazywala analiza in silico, biatkami tymi mogly by¢ czynniki USF-1 i USF-2 (rodzina
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czynnikow upstream stimulatory factors), ale wyciszenie kodujacych je gendéw na drodze
interferencji z zastosowaniem siRNA nie potwierdzito tych oczekiwan. Ekspresja mRNA
genu SLC2A5 nie zostala zahamowana. Innymi kandydatami sugerowanymi przez analiz¢ in
silico mogacymi wigzaé sie do zidentyfikowanej sekwencji E-box i regulowaé aktywnosc¢
genu SLC2A45 byly czynniki transkrypcyjne SNAIL i SNAI2 (ang. snail family zinc fingers).
Doswiadczenia potwierdzily, ze nadekspresja tych czynnikow transkrypcyjnych hamuje
ekspresjc mRNA genu SLC2A45 oraz ekspresje biatka GLUTS, co nie bylo weczedniej
wiadome. Tym samym zostaly zaproponowane biatka regulatorowe, ktére moglyby byc
molekularnym celem dla zwigzkoéw/substancji obnizajacych transport fruktozy poprzez
oddzialywanie na regulacj¢ ckspresji genu kodujacego transporter fruktozy. To bardzo
cickawy wynik. Opis tego etapu prac jest naszpikowany skrétami, jak to w biologii
molekularnej; niestety dwa najwazniejsze skroty nie zostaly wyjasnione w tekscie, dlatego
umiescitam ich pelne nazwy w niniejszej recenzji. Nie zostaly tez umieszczone na liscie
stosowanych skrotéw, ktora co wigeej bezlitosnie nie jest ulozona alfabetycznie, wige kazda
proba znalezienia co dany skrot oznacza wymaga przeszukiwania catej listy.

Kolejne badania koncentrowaly si¢ na udokumentowaniu, ze substancje zwigkszajace
ekspresje czynnikow transkrypeyjnych SNAIL i SNAI2 rzeczywiécie hamuja ekspresjg genu
SLC2A45 i kodowanego przezen biatka GLUTS5. Za takg substancje na podstawie danych
literaturowych Doktorantka uznata inhibitor deacetylaz histonowych - trichostatyng A, choc¢
ani w rodziale Wyniki ani w rozdziale Dyskusja nie uzasadnila dlaczego. To bardziej
generalna uwaga do czesci rozprawy zatytulowanej Wyniki. Nie ma uzasadnienia podjgtych
badan, nie ma sugestii jaka hipoteza badawcza byla postawiona i weryfikowana, dlaczego
wykorzystano takie a nie inne podejscie doswiadczalne. W rozprawie doktorskiej s to punkty
pozwalajace oceni¢ wkiad intelektualny i dojrzatos¢ doktoranta jako naukowca. Jako
recenzent mam w tym przypadku z tym klopot. Wracajac do trichostatyny A, Doktorantka
zbadata wplyw tego zwigzku na istotne z punktu widzenia projektu doktorskiego efekty
biologiczne w komorkach Caco-2. Po ustaleniu braku cytotoksyczno$ci trichostatyny A
w bardzo niskich nanomolarnych stezeniach (dlaczego taki wybor?), zbadata jej wplyw na
ekspresjg genu SLC2A45 oraz aktywno$¢ sklonowanego wektora. W obu przypadkach
zaobserwowano zalezny od st¢zenia (powino by¢ wyrazane w uM, a nie uM) efekt hamujacy.
Sprawdzone tez zostalo czy jest to pochodng zmian w poziomie acetylacji histonow
i rzeczywiscie potwierdzono wazrost acetylacji, szczegélnie w przypadku histonu H3,
sugerujac, ze to umozliwito ekspresje gendow odpowiedzialnych za hamowanie ekspresji genu
SLC2A45. Jak mozna wnosi¢ z dalszego opisu, Doktorantka miata na mysli geny kodujace
czynniki transkrypcyjne SNAIl i SNAI2. Dalsze do$wiadczenia potwierdzity, ze wzrost
acetylacji histonow H3 i H4 w komorkach Caco-2 jest skorclowany z nadekspresjq
wspomnianych czynnikow transkrypcyjnych i spadkiem ilo$ci biatka GLUTS. A zatem

Doktorantka wykazata, ze mozna modulowac¢ transport fruktozy przy uzyciu
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niskoczasteczkowych zwigzkow majacych zdolnos¢ regulowania ekspresji genu SLC245. To
juz jednak moja, mam nadziej¢ stuszna, interpretacja wynikéw, bowiem Doktorantka
ograniczyla si¢ w tym miejscu do ich bardzo lakonicznego opisu. Pomimo umieszczenia w
kolejnych cze$ciach rozprawy rozdzialu po$wigconego Dyskusji, ograniczenie prezentacji
wynikow wylacznie do skrotowego odniesienia do zalagczonych wykreséw nie wydaje mi sig
wlasciwg forma,

Rownie lakonicznie opisane sq poboczne do$wiadczenia majace na celu potwierdzenie
sugerowanej w literaturze naukowej roli bialka GLUTS5 w rozwoju opornoéci na leki
przeciwnowotworowe — tu zawierajace platyne (dlaczego te wladnie wybrano?). Doktorantka
wykazata, przy uzyciu dwoch linii komérkowych ludzkiego raka jelita grubego — Caco-2 o
wysokim poziomie ekspresji genu SLC2A45 oraz HT-29 o niskiej jego ckspresji — Ze
zmniejszenie ekspresji biatka GLUTS przez trichostatyng A uwrazliwia te pierwsze komorki
na cisplatyng i oksaliplatyng. W komoérkach HT-29 gdzie ta ekspresja jest z natury niska,
efektu manipulacji poziomem ekspresji genu SLC245 na oporno$¢ na wspomniane
chemoterapeutyki nie stwierdzono.,

Ostatnim etapem prac bylo sprawdzenie czy takze polifenole, a w szczegdlnodci te
obecne w ekstraktach z rumianku mogg regulowac ekspresjg¢ SLC2A5/GLUTS 1 przez to
wplywac na poziom transportu fruktozy. Opis tych badan jest bardzo staranny, taki jakiego mi
brakowalo przy prezentacji wezesniejszych wynikow. Do$wiadczenia w tym przypadku
przeprowadzono takze dla ekstraktu z rumianku i jego preparatu poddanego fermentacji
mlekowej; ten ostatni miat imitowa¢ metabolizm obecnych w ekstrakcie fitozwigzkow,
w szczegdlnodei apigeniny, przez mikrobiote jelitowa. Juz wstepne poréwnania trichostatyny
A i apigeniny wykazaly, ze w zastosowanym ukladzie badawczym apigenina nie zwigksza
acetylacji histonu H3, a zatem zdolno$¢ tego polifenolu do modulacji ekspresji SLC245/
GLUTS o ile w ogole ma miegjsce, to wedlug innego mechanizmu. Te wstgpne obserwacje
potwierdzone zostaly w dalszych doéwiadczeniach (Wyniki, rozdziat 10), gdzie stwierdzono
zalezne od st¢zenia apigeniny hamowanie ekspresji genow SLC245 i SNAII oraz obnizenie
poziomu biatka GLUT5 w komorkach Caco-2. Ekstrakt z rumianku, takze fermentowany nie
zawierajacy juz apigeniny, rowniez hamowat ckspresj¢ genu SLC245 w komorkach Caco-2,
ale stymulowat ekspresj¢ genéw kodujacych zarowno czynnik transkrypeyjny SNAIIL, jak
i SNAI2. Nie zaskakuje fakt, ze Doktorantka prébuje odnies¢ te obserwacje do apigeniny,
ktora zgodnie z danymi literaturowymi miataby by¢ tym aktywnym skladnikiem ckstraktu
z rumianku kojarzonym z przeciwdziataniem zespotowi metabolicznemu, a okazalo sig, Ze jej
obecno$¢ nie jest konieczna dla modulacji aktywnosci transkrypeyjnej genow, ktore wezesnie)
zostaly rozpoznane jako istotne dla regulacji transportu fruktozy. Mieszaniny polifenoli
zachowuja si¢ jak zupelnic nowe substancje i jak to wykazalimy w wielu badaniach
prowadzonych w naszym zespole, ich dzialania nie mozna przewidzie¢ na podstawie

obserwacji poczynionych dla wyizolowanych sktadnikéw. Wyniki badaf Doktorantki
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wskazujace na odmiennos¢ dziatania apigeniny i zawierajgcego ja ekstraktu z rumianku
stanowig kolejne potwierdzenie naszej hipotezy.

Czgs¢ badawceza podsumowuje starannie opracowany rozdzial Dyskusja, w ktorym
krok po kroku uzasadniono celowo$é¢ kolejnych etapow badawczych i przedyskutowano takze
w stosunku do wynikow dostgpnych w literaturze. Moze zabraklo mi w tym miejscu takiej
dalekosigznej oceny jak przeprowadzone badania moga wplynaé na prewencje zespotu
metabolicznego. Interesujgcy propozycja jest natomiast wskazanie potencjalnej istotnosci
produktow fermentacji mlekowej ekstraktu z rumianku, m.in. kwasu mlekowego, w regulacji
ekspresji SLC2A5/GLUTS. Czy nalezy rozumied, ze kazdy ekstrakt ro§linny w wyniku takiej
fermentacji nabierze tych samych wiasciwosci biologicznych i moze sta¢ sig¢ inhibitorem
transportu fruktozy?

Podsumowujge, recenzowana praca zaréwno pod wzglgdem koncepcji,
wykorzystanego warsztatu badawczego, uzyskanych wynikéw dostarcza zaréwno calkiem
nowych, jak i uzupemiajacych obecny stan wiedzy informaciji na temat mechanizmu regulacji
transportu fruktozy poprzez modulacj¢ ekspresji mRNA genu SLC245 przez czynniki
transkrypeyjne SNAIL i SNAI2 oraz inhibicj¢ ekspresji jego produktu tzn. transportera
GLUTS. Przeprowadzone badania wskazuja, ze zahamowanie dokomorkowego transportu
fruktozy jest mozliwe pod wplywem niskoczasteczkowych zwigzkow chemicznych
wplywajacych na regulacje ekspresji genu kodujacego transporter fruktozy.

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa pt. “Regulacja ekspresji_genu
SLC2AS5 i biatka GLUTS5 przez wybrane biologicznie aktywne zwiazki pochodzenia
naturalnego” spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim w dziedzinie nauk
rolniczych, w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia, przez Ustawe o Stopniach i
Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule Naukowym w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca
2003 r. (Dz.U. nr 65, poz 595) z pdzniejszymi zmianami (Dz. U./z 2017 1., poz 1789) i
przedstawiam Radzie ds. Stopni Naukowych Politechniki Lodzkiej wniosek o dopuszczenie

Pani mgr inz. Katarzyny Chataskiewicz do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Agnieszka Bartoszek
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