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"Regulacja ekspresji genu SLC2AS5 i biatka GLUTS przez wybrane
biologicznie aktywne zwigzki pochodzenia naturalnego"

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr inz. Katarzyny Chataskicwicz zostala
wykonana pod kierunkiem Promotora prof. dr hab. Marii Koziolkiewicz z Instytutu
Biotechnologii Molekularnej i Przemyslowej Politechniki Eodzkiej oraz Promotora

dra hab, Marcina Ratajewskiego, prof. nadzw. z Instytutu Biologii Medycznej PAN.

Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Podstawe formalng wykonania niniejszej recenzji stanowi Uchwala nr 50/2023 z dn.
31.05.2023r. Rady ds. Stopni Naukowych w dyscyplinach nauki chemiczne, inZynieria
chemiczna, technologia Zywno$ci i zywienia Politechniki Lédzkiej oraz pismo Dziekana
Wydzialu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki E6dzkiej, dr hab, inz. Anny

Diowksz prof, uczelni z dnia 2 czerwca 2023 1.

Podstawowe dane o kandydatce

Pani mgr inz, Katarzyna Chaladkiewicz ukoficzyla w 2019 roku, w ftrybie
stacjonarnym studia drugiego stopnia na kierunku biotechnologia w specjalnodci
biotechnologia molekularna i biochemia techniczne, na Wydziale Biotechnologii i Nauk
o Zywnosci Politechniki L6dzkiej uzyskujac w dniu 5 wizeénia 2019 roku tytul zawodowy
magistra.

Kandydatka zgodnie z podpisanym oéwiadczeniem nie ubiegala si¢ do tej pory

o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie technologia zZywnoéci i Zywienia.
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Temat

We wstepie swojej pracy Doktorantka uzasadnia znaczenie tematyki podjetych przez
Nig badan, podkredlajgc metaboliczng rolg fruktozy w organizmie. Szczegblng uwage
Doktorantka zwraca na rolg fruktozy w rozwoju proceséw patologicznych prowadzgcych do
zaburzen metabolicznych oraz rozwoju niektoérych nowotwordw, Zagadnienia stanowigce
podstawe rozprawy doktorskiej wpisuja si¢ w nurt aktualnych badan prowadzonych na
Swiecie na przestrzeni ostatnich dwoch dekad, ktore dostarczajg przelomowych obserwacji
dowodzgc, ze czynniki transkrypcyjne SNAIli SNAI2, regulujg ekspresji genu SLC245,
a tym samym transport i wehianianie fruktozy.

Biorgc powyzsze pod uwagg stwierdzam, ze wybor tematu przedtozonej do oceny
rozprawy doktorskiej jest uzasadniony i aktualny. Postawiony cel naukowy odpowiada

poziomowi jakim powinna odznaczaé sie rozprawa doktorska.

Ocena formalna

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter badawczy i posiada uklad
edytorski typowy dla tego rodzaju monografii, liczy 129 stron maszynopisu, w tym 27
rysunkéw, 5 schematéw i 2 tabele. Rozprawa zawiera Spis treci, Streszczenie w jezyku
polskim oraz Streszczenie w jezyku angielskim (Ygcznie 6 stron), Wstep teoretyczny
przedstawiajgcy aktualny stan wiedzy zwigzanej z tematyky rozprawy (30 stron), Cel pracy
(1 strona), Czgé¢ doswiadezalng (Materialy i Metody 27 stron), Wyniki badan wiasnych (33
strony), Dyskusje wynikéw (11 stron), Podsumowanie i wnioski koficowe (1 strona), oraz
Wykaz stosowanych skr6téw, spis ilustracji i tabel (4 strony). Uzupetnieniem treéci rozprawy
jest Bibliografia liczaca 147 pozycji. Literatura wykorzystana do przygotowania dysertacji
jest SciSle zwigzana z tematykq rozprawy i obejmuje pozycje opublikowane giownie
w ostatnich latach,

W kontekécie oceny formalnej stwierdzam, Ze zaréwno struktura rozprawy jak
i zawarto§¢ merytoryczna poszczegdlnych czefci sg poprawnie opisane. Wyjatek stanowi
wykaz skrotow, ktory jest podany niealfabetycznie, co w moim odczuciu znacznie utrudnia
czytanie przygotowanej monografii. Z kolei czytelne schematy opisywanych proceséw

przygotowane w programie BioRender ufatwiajg czytanie pracy.
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Ocena merytoryczna

Wstep teoretyczny zostal podzielony na kilkanascie podrozdzialéw, w ktérych
Doktorantka szczegdlowo scharakteryzowata aktualny stan wiedzy na temat mechanizméw
odpowiedzialnych za dokomérkowy transport i metabolizm fruktozy, w kontelécie rozwoju
chorob metabolicznych oraz niektérych nowotwordw. W nastgpnych podrozdziatach Wstgpu
Doktorantka szeroko przedstawita i scharakteryzowala zagadnienia dotyczace zlozonoéci
oraz molekularnej kontroli ekspresji genu SLC245, takie jak: mechanizmy transkrypeyjne i
epigenetyczne ekspresji genu SLC2A45, receptory jadrowe (receptor glukokortykoidéw, GR;
watrobowy receptor X; LXRa, liver X receptor a), biatka o aktywnosci czynnikow
transkrypeyjnych (ChREBP, carbohydrate response element-binding protein; TXNIP,
thioredoxin-interacting protein; S100P, small calcium-binding protein P; ATF4, activating
transcription factor 4), naturalne i syntetyczne inhibitory poziomu i aktywnoéci transportera
GLUTS (facilitated glucose transporter), oraz GLUTS w chorobach metabolicznych i
nowotworowych.

Podsumowujge, czgéé teoretyczna recenzowanej rozprawy doktorskiej jest spdjna,
logiczna w formie i bogata w tre$é, co §wiadezy o wladciwym zaznajomieniu si¢ Doktorantki

z tematykq badawczg oraz stanowi bardzo dobre wprowadzenie do przeprowadzonych badan.

Cel

Cel pracy oraz szczegolowe zadania badawcze zostaly sformulowane w sposéb jasny
i nie budzgcy zadnych watpliwosci merytorycznych. Celem zasadniczym ocenianej rozprawy
bylo "poszukiwanie oraz identyfikacja zwigzkéw polifenolowych, jako potencjalnych
inhibitorow ekspresji genu SLC245 oraz poziomu biatka GLUT5 ". Cel pracy zostal
podzielony na trzy cele szczegdltowe, w tym:
1. Zbadanie wplywu wybranych fitozwigzkéw (apigenina, chryzyna, kwas ursolowy,
kwercetyna) obecnych w ekstrakcie z rumianku pospolitego na ekspresje genu SLC2435.
2. Zbadanie wpltywn surowego i fermentowanego ekstraktu z rumianku pospolitego na
ekspresje genu SLC2A435.
3. Préba identyfikacji czynnika/czynnikéw transkrypcyjnych wplywajgcych na ekspresje
genu SLC2A45.
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Metodyka pracy

Rozdzial metodologiczny zawierajgcy opis materialéw i badan stosowanych w pracy
jest wystarczajacy do interpretacji uzyskanych wynikoéw. Stwierdzam, ze Doktorantka jest
do$wiadczonym eksperymentatorem, bardzo dobrze znajagcym nowoczesne techniki
badawcze z zakresu biochemii, biologii molekularnej oraz inzynierii genetycznej. W pracy
zastosowano szeroki wachlarz metod, technik i analiz m.in, iloéciowy RT-PCR, Western
blotting, klonowanie promotora genu SLC2435, transfekcje komérek Caco-2, analize EMSA
(electrophoretic mobility shift assays), przygotowanie ekstraktu bogatego w polifenole z
rumianku pospolitego (Mairicaria chamomilla L.) oraz poddanie go fermentacji i analizie

chromatograficznej (UPLC, Ultra-Performance Liquid Chromatography).

Wyniki i dyskusja

Wryniki badaf wiasnych Doktorantka bardzo dobrze udokumentowala na 27
rysunkach oraz 2 schematach, opisujgc poszczegélne zaleznoécei i analizowane parametry.
Swiadczq one o ogromnej pracy wiozonej przez Doktorantke, w wykonanie badan
eksperymentalnych i przedstawienie wynikow w przejrzystej formie, pozwalajgcej na ich
tatwe przestudiowanie.

W rozdziale Dyskusja Dolktorantka w sposdb logiczny oméwita otrzymane wyniki
w konfrontacji z danymi z piSmiennictwa, W mojej opinii, bardzo wartoéciowa czgscig
przeprowadzonej dyskusji jest rowniez wskazanie (lub proba wskazania) przyczyn
obserwowanych rozbiezno$ci pomigdzy wynikami uzyskanymi przez Doktorantke
i wynikami innych zespoléw badawczych. Powyzsze fakty $wiadczg o odpowiedzialno$ci
badawczej i duzej wiedzy nabytej przez mgr inz, Katarzyny Chatagkiewicz z zakresu biologii
molekularnej, inZzynierii genetycznej oraz projektowania innowacyjnych strategii

terapeutycznych w chorobach metabolicznych i nowotworu jelita grubego.

Na etapie wstgpnym pracy do istotnych wynikéw otrzymanych przez Doktorantke
nalezalo ustalenie, ze spo§rdd 14 przebadanych linii komérkowych, najwyzszq ekspresjg
mRNA genu SLC2A45 i poziomu biatka GLUT5 wykazata linia nowotworu jelita grubego
(Caco-2), co potwierdzito zasadno$¢ uzycia tej linii w dalszych eksperymentach. W mojej
ocenie powyzszy wniosek zostal oparty na nickompletnych wynikach dotyczgcych poziomu

bialka GLUTS, poniewaz zostat on oceniony w 7 z 14 linii. Jak wiadomo, nie zawsze
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ekspresja genu koreluje z ekspresjg produktu tego genu, o czym w dyskusji nadmienia

rowniez Doktorantka.

W dalszej czgéci badah Doktorantka dokonata oceny cytotoksycznoéei w stosunku do
komérek Caco-2 wybranych zwigzkéw polifenolowych, takich jak: kwasu urosolowego,
chryzyny, kwercetyny oraz apigeniny. Powyisze zwigzki sg skladnikami ekstraktu
z rumianku, ktory jako jedna z niewielu rolin wykazuje aktywnos$é hamujaca transport
fiuktozy poprzez obniZanie aktywno$ci transportera GLUTS. Najbardziej cytotoksyczne
okazaly si¢ chryzyna i kwercetyny, podczas gdy apigenina nie wykazywata whasciwosci
cytotoksycznych w stosunku do komorek Caco-2.

Kluczowym elementem przediozonej pracy doktorskiej byta ocena wplywu
wybranych zwigzkéw polifenolowych (apigeniny, kwercetyny, kwasu ursolowego, chryzyny)
na poziom mRNA genu SLC245 w komoérkach Caco-2, Analiza iloéciowa RT-PCR pokazala
brak wplywu chryzyny i kwasu ursolowego na ekspresje tego genu, Apigenina za$ hamowata
znacznie ekspresj¢ mRNA dla SLC245, natomiast kwercetyna indukowata transkrypcije tego
genu. Wyniki uzyskane w trakcie nastgpnych eksperymentéw pozwolity Doktorantce
wytypowacé apigening jako zwigzek wyraznie hamujgey transkrypcje genu SLC245 (w sposéb
zalezny od stgzenia po 48h inkubacji) i bialka GLUT5 w komérkach raka jelita w sposéb
odmienny niz trichostatyna A.

Kolejnym etapem prac bylo zbadanie molekularnych mechanizméw wplywajacych na
inhibicje ekspresji transportera fruktozy, GLUTS. Spoéréd kilkunastu czynnikéw
transkrypeyjnych (RELA, NFATc4, YY1, STATS5A, PLAGL2, SP1, MYB, STAT1, PLAG]I,
HNFla, USFI, SNAII i SNAI2 ) wigzacych si¢ do promotora genu SLC2A45, w dokonanej
analizie (przy zastosowaniu oprogramowania MatInspector), zidentyfikowano dwa czynniki
SNAIl i SNAI2, jako regulatory ekspresji genu SLC2A45, kiére dotychczas nie byly
opisywane w literaturze, Udokumentowanie tej zalezno$ci stanowi nowy oryginalny wynik
uzyskany w trakcie realizacji niniejszej pracy doktorskiej. Wynik ten wzbogaca listg
czynnikoéw transkrypeyjnych opisanych dotychczas jako istotne dla regulacji ekspresji genu
SLC245, transportera fiuktozy,

Ponadto, w ramach realizowanej pracy doktorskiej wykazano, Ze trichostatyna A
uwrazliwia komérki Caco-2 na cisplatyng i oxaliplatyne. Zaobserwowano 5-6 krotny spadek
ICso po preinkubacji komérek z trichostatyng A, a nastepnie ich inkubacji z lekami

przeciwnowotworowymi (cisplatyna i oxaliplatyna). Uzyskane wyniki sg bardzo istotne
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w kontekécie wysokiej opornoéé komérek nowotworu jelita grubego na chemioterapig. Co

ciekawe, eksperyment przeprowadzony na komoérkach HT-29 (o niskiej ekspresji mRNA
SLC2A45) wykazal specyficzno$¢ dziatania trichostatyny A wobec komérek z wysoka
ekspresja genu SLC2AS5. ‘Trichostatyna A nie uwrazliwiata tych komorek na
chemoterapeutyki,

W niniejszej pracy zbadano rowniez wplywu ekstraktu "surowego" z rumianku
pospolitego oraz ekstraktu poddanego fermentacji bakteryjnej (Levilactobacillus brevis) na
ekspresje genu SLC245 oraz gendéw kodujacych bialka regulatorowe SNAIL i SNAIZ.
Ekstrakt poddany fermentacji indukowat ekspresjg¢ SNAII i SNAI2 oraz hamowat ekspresjg
genu SLC2A45 i poziom transpottera fruktozy, biatko GLUTS. Otrzymane wyniki pokazaty
wysokg aktywno$é fermentowanego ekstraktu z rumianku, ktéra byta znacznie wyzsza niz
aktywno$¢ zaobserwowana dla "surowego" ekstraktu. Jednoczeénie wyniki analizy
chromatograficznej wskazywaty na brak apigeniny w fermentowanym ekstrakeie z rumianku.
W wynikach dotyczacych badaf nad ekstraktami Doktorantka prezentuje czytelny schemat
otrzymywania ekstraktu z rumianku, wspomina o analizie UPLC (o wysokiej zawartosci
apigeniny), ale brakuje w nich poréwnania skladu obu badanych ekstraktow, co w mojej
opinii datoby mozliwo$é petniejszej dyskusji‘ na ich temat w kontekécie modelowania

ekspresji genu SLC2435.

Uwagi

Rozprawa zostata zredagowana w sposob przejrzysty i poprawny stylistycznie. Jest
tez zasadniczo napisana poprawnym jezykiem naukowym, chociaz Doktorantce nie udalo sig
unikngé pewnych nieécistodci oraz niezrecznych sformutowan, m.in.: "eczyste medium",
"czyste polifenole", "produkcja glukozy". Doktorantka w killu miejscach pracy stosuje skrot,
ktérego rozwinigcie wprowadza dopiero w kolejnych zdaniach/akapitach (np.: FBS). Z kolei
rozwiniecia niektérych skrotéw nie pojawiajg sig¢ w tekécie (np.: PEPCK1). Rysunek 27 jest
niekompletnie oznaczony, brak A,B,C i D, ktére pojawiajg sig¢ w opisie,
Te drobne uwagi wymienione powyzej nie rzutujg jednak na mojg bardzo wysokg oceng

merytoryczng rozprawy doktorskiej.

W trakcie przygotowywania ninigjszej recenzji nasunglo mi sig kilka pytan. Prositabym,

aby Doktorantka odniosta si¢ do kazdego z ponizszych punktéw.,
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I. Dlaczego oceng cytotoksycznodci zwigzkow polifenolowych (apigeniny, kwercetyny,

kwasu ursolowego, chryzyny) Doktorantka przeprowadzita tylko po 24h inkubacji,
skoro oceng ich wptywu na ekspresje mRNA genu SLC2AS5 przeprowadzila po 48h
inkubacji?

2. Dlaczego ocena wplywu ekstraktu "surowego" z rumianku na zywotno§é komorek
Caco-2 zostala przeprowadzona po 24h, a ekstraktu poddanego fermentacji po 48h?

3. Dlaczego Doktorantka w pierwszych etapach badaf, wybierajagc model
eksperymentalny, nie zbadala réwniez ekspresji mRNA genu SLC2A45 i transportera
GLUTS w prawidtowych komérkach nablonkowych jelita?

4. Ciekawa jestem czy Doktorantka sama wykonywata badania (lub ktére z nich)
z zakresu inzynierii genetycznej, w tym np.: klonowanie promotora genu SLC2A45 ?
Podjgcie takich badan i ich wykonanie z pewnoécig bylo wielkim wyzwaniem i
pokazato determinacjg Doktorantki w uzyskaniu koficowych wynikéw.

5. Na koficu rozdzialu "Dyskusja" Doktorantka opisuje ograniczenia przedtozonej
tozprawy Doktorskiej, z ktéorymi jak pisalam powyzej w peli sie zgadzam.
Doktorantka zwraca uwage na fakt, ze "zasadne byloby powtdrzenie tego etapu
badan.....", w zwigzku z tym mam pytanie, czy Doktorantka zamierza prowadzié

dalsze prace badawcze w tym temacie?

Podsumowanie i wniosek koncowy

W podsumowaniu oceny pracy stwierdzam, Ze jest ona znaczgcym osiggnigciem
Doktorantki zrealizowanym z wykorzystaniem nowoczesnych metod badawczych,
w szczegélnodci z zakresu biologii molekularnej i inZzynierii genetycznej. Uzyskane
w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki sa nowatorskie — stanowig cenne zrédio wiedzy na
temat wplywu badanych zwigzkéw (trichostatyny A, apigeneiny, ekstraktu z rumianku po
fermentacji bakteryjnej) na ekspresj¢ czynnikéw transkrypcyjnych (SNAI, SNAI2) oraz
ekspresjg genu SLC245 i poziom biatka GLUT5 w komérkach raka jelita. Prezentuja one
nowg wiedzg¢ na temat molekularnych mechanizmow regulacji wychwytu/transportu fruktozy
w komoérkach nowotworowych jelita, Ponadto, wskazuja na wysoki potencjat zwigzkow
pochodzenia naturalnego, jako inhibitoréw transportera GLUTS, w leczeniu choréb o

podtozu metabolicznym i niektérych nowotwordw jelita,
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Z przyjemnobcia, zatem pragng stwierdzié, ze przedstawiona do recenzji praca
autorstwa mgr inz, Katarzyny Chalaskiewicz zatytulowana "Regulacja ekspresji genu
SLC245 i bialka GLUTS przez wybrane biologicznie aktywne zwigzki pochodzenia
naturalnego" spetnia okrelone ustawowo warunki stawiane rozprawie doktorskiej, dlatego
wnioskuj¢ do Rady ds. Stopni Naukowych w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria
chemiczna, technologia Zywno$ci i Zywienia Politechniki Eédzkiej o dopuszczenie

mgr inz, Katarzyny Chataskiewicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Lodz, dn. 27.07.2023

Prof. dr hab. n. med. Urszula Lewandowska
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Zaktad Biochemii

Katedra Biochemii i Chemii

Wydzial Lekarski

WNIOSEK O WYROZNIENIE

rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Chalaskiewicz

"Regulacja ekspresji genu SLC2AS5 i biatka GLUTS przez wybrane
biologicznie aktywne zwiqzki pochodzenia naturalnego"

Ze wzgledu na fakt, ze:

1. podjecie przez Doktorantke niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione i
niezwykle wazne z punktu widzenia metodologicznego i aplikacyjnego,

2. cele pracy zostaly zrealizowane, a osiagni¢te oryginalne wyniki majg charakter poznawczy

i stanowig istotny wklad w rozwoj dziedziny,

wnioskuje do Rady ds. Stopni Naukowych w dyscyplinach nauki chemiczne,
inzynieria chemiczna, technologia zywnodci i zywicnia Politechniki Lodzkiej o wyréznienie

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Katarzyny Chalaskiewicz.
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