OCENA PRACY DOKTORSKIEJ BADR SAIF MOHSEN QASEMA
pt. ,METABOLOMICS ANALYSIS OF TIME AND OXYGEN EFFECT ON

FIBROSARCOMA CELL LINE (HT1080) — MODEL STUDY”

Historia biochemii, ktérej poczatki siegaja korica XIX w., zaczeta sie od badan nad
metabolizmem komdrkowym. Wydawac by sie wiec mogto, e na przestrzeni ponad 100 lat zostat on
na tyle dobrze poznany, ze niewiele jest tu jeszcze do dodania i odkrycia. A tymczasem okazuje sie, ze
ta dziedzina biochemii kryje w sobie jeszcze wiele tajemnic, ktérych poznanie staje sie mozliwe dzieki
nowym technikom i metodom badawczym. To dzigki nim odkrywane sg nowe szlaki metaboliczne,
czego przyktadem jest redukcyjna karboksylacja a-ketoglutaranu do cytrynianu z udziatem glutaminy,
a klasyczne enzymy metaboliczne, takie jak np. enzymy glikolityczne, okazujg sie by¢ wielofunkcyjnymi
biatkami (moonlighting proteins) o niekatalitycznych aktywnos$ciach. Takim podejéciem do
metabolizmu komérkowego jest metabolomika zajmujgca sie w sposéb catosciowy analizg jakosciowg
i ilosciowg metabolitéw w danym materiale biologicznym. Biorgc pod uwage nowe mozliwoéci, jakie
daje ta gataz badan, Doktorant zajat sie jednym z najstarszych probleméw bedgcych przedmiotem
badan nad metabolizmem, a mianowicie wptywem tlenu czgsteczkowego na przemiany, zwiaszcza
energetyczne, zachodzace w komérkach, w tym komdrkach nowotworowych. W swoich badaniach
metabonomicznych wykorzystat on technike spektroskopii magnetycznej rezonansu jadrowego, a
konkretnie *H NMR do profilowania metabolitéw wytwarzanych przez komorki HT 1080 ludzkiego
wiokniakomigsaka w odpowiedzi na stres wywotany hypoksja i hyperoksjg i poréwnanie tych wynikéw
z danymi uzyskanymi dla komérek hodowanych w normoksji. Stad uwazam, ze podjecie takich badan

byto jak najbardziej trafne i w petni uzasadnione.

Niestety dysertacja, co musze podkredli¢ juz na poczatku mojej recenzji, zostata napisana
fatalnym jezykiem angielskim, co znacznie utrudniato, a momentami wrecz uniemozliwiato
zrozumienie zawartych w niej tresci. Moge miec tylko nadzieje, ze mimo tych jezykowych utrudnief
udato mi sig trafnie oceni¢ dokonania naukowe Doktoranta. Obok jezyka, dodatkowym utrudnieniem
przy czytaniu tej pracy byt niestandardowy ukfad rozdziatéw. Zamiast typowego dla tego typu
opracowan podziatu na wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja i wnioski, mamy prace
podzielong na trzy gtéwne rozdziaty. Rozdziat pierwszy swoja zawartoscia odpowiada klasycznemu
wstepowi, natomiast dwa kolejne rozdziaty s3 juz podzielone na mniejsze podrozdziaty typowe dla tego
typu opracowan. Mamy wigc, co$ na ksztatt dwdch minidysertacji, poprzedzonych dodatkowo
wstepem. Konsekwencjg tego sg liczne powtérzenia tych samych treéci, zwiaszcza dotyczgcych
wykorzystywanych materiatéw i metod oraz czesciowo wynikéw. W ten sposdb praca niepotrzebnie

rozrasta sig objgtosciowo, co powoduje, ze jej przeczytanie zabiera zdecydowanie wiecej czasu, a nie



przynosi korzyéci w postaci jej tatwiejszego i lepszego zrozumienia. Dodatkowsa, niepotrzebna

komplikacjg jest zamieszczenie odrebnych spiséw literatury po kazdym z takich rozdziatow.

Jak juz wspomniatem powyzej, praca rozpoczyna sie rozdziatem, ktéry w catosci petni role
wstepu poswieconego w wiekszosci podstawowym informacjom dotyczgcych biologii komorki
nowotworowej i jej metabolizmowi. Biorgc pod uwage, jaki cel miata praca i jakie wyniki otrzymano,
informacje z pierwszych czterech podrozdziatéw dotyczgcych biologii nowotworéw (1.1,1.2.,1.3.,1.4.)

mozna byto z powodzeniem poming¢, zwtaszcza, ze znajdziemy tam szereg btedow merytorycznych.

Drugi rozdziat pt. ,Quantitative *H NMR analysis of intracelluar and extracellulr metabolome
of HT1080 cell line under hypoxia, normoxia and hyperoxia” poswigcony jest profilom wewnatrz- i
zewnatrzkomoérkowych metabolitéw wytwarzanych przez komorki hodowane przy 1%, 6% i 21%
stezeniu tlenu, co odpowiada warunkom okreslanych w pracy, odpowiednio, jako hypoksja, normoksja
i hyperoksja. Rozdziat ten rozpoczyna krotki ,Wstep”, petnigcy rownoczesnie rolg podrozdziatu ,,Cel
pracy”’, w ktérym odniesiono sie do warunkéw tlenowych jakie panujg w guzie nowotworowym,
zwracajac uwage na réznice w stezeniach tlenu, jakie znajdujemy w tkance nowotworowej (1 - 6%), a
w jakich prowadzone s3 zwyczajowo hodowle komodrek nowotworowych in vitro (21%). Podrozdziat
,Materiaty i metody” jest dowodem na to, ze Doktorant w czasie realizacji swojej pracy doktorskiej, z
jednej strony bardzo dobrze opanowat metody wykorzystywane w pracy z hodowlami tkankowymi, z
drugiej jest ekspertem w zakresie spektroskopii magnetycznego rezonansu jgdrowego. Co nalezy
doceni¢, jako ze wymaga to zupetnie réznych umiejetnoéci, jezeli chodzi o warsztat badawczy. Drobne
uwagi, jakie mam do tego rozdziatu, dotycza kolejnosci poszczegdlnych podrozdziatow. Nie wiem, czym
kierowat sie Doktorant, ale bardziej logicznym bytoby zamieszczenie podrozdziatu ,2.5. Cell growth
measurement” bezposrednio po ,2.2. Cell culturing medium (MEM) preparation”, a takze zamiana
kolejnosci w przypadku podrozdziatow ,2.3. Culture medium extraction” i ,2.4. Cell extraction”. |
jeszcze jedna uwaga. Przy podawaniu parametrow wirowania powinnismy uzywac wartosci ,g". Jezeli
juz chcemy postugiwaé sie obr./min (rpm), to powinnismy, obok typu wiréwki podac réwniez szczegoty

dotyczgce stosowanego rotora i ewentualnie probowki wirowkowej.

Przechodzac do omawiania uzyskanych przez Doktoranta wynikdw, nalezy na wstgpie
zaznaczy¢, ze tak jak w przypadku wszystkich technologii ,omicznych”, ich wielo$¢ przedstawia
prawdziwe wyzwanie dla Autora, co do sposobu ich pokazania i opisania, jak i dla recenzenta, ktory
musi odnalez¢ sie w ich ,gaszczu”. W mojej opinii, generalnie, Doktorant wyszedt przy ich opisie
obronng reka i gdyby nie problemy jezykowe, to zostaty one przedstawione w sposob w miare
przystepny. Natomiast nie uniknigto szeregu drobnych btedéw, polegajgcych gtownie na niezgodnosci

informacji pomiedzy tekstem a rycinami (patrz ponizej). Czego nie zrobiono, a co mozna by byto, dla



jasnosci przekazu, poprawi¢ komentuje ponizej. Natomiast, jezeli chodzi o recenzenta, to tak
szczegOtowe omoéwienie wynikéw (patrz ponizej) byto konieczne, dla stworzenia sobie petnego ich

obrazu i wyrobienia sobie pogladu, co do ich wartosci i rzetelnosci.

Podrozdziat ,Wyniki” podzielono na trzy czesci. Zaczyna sie od pokazania krzywych wzrostu
komdrek HT1080 hodowanych w warunkach analogicznych do hodowli komérkowych, ktore
wykorzystywano do badan metabonomicznych. Drugi z podrozdziatdw poswiecono analizie
wewngtrzkomorkowych metabolitéw wytwarzanych przez komdrki H1080 w warunkach hipoksji,
normoksji i hyperoksji prowadzono po 12, 24 i 36 godzinach hodowli. Jak rozumiem, celem tych badan
byto sprawdzenie, jak zmienia sig profil wytwarzanych metabolitéw, a wiec metabolizm komdrkowy,
przy przedtuzajacym sie stresie wywotanym hipoksjg i hyperoksjg, w poréwnaniu z warunkami hodowli
okreslonymi jako normoksja. Kiedy hodowle komdrek prowadzono przy 1%-owym stezeniu tlenu
(hipoksja), wzgledne ilosci wszystkich 17 metabolitow istotnie spadaly w czasie. Te zwigzki to
aminokwasy: glicyna, walina, fenyloalanina, glutamina, treonina, tyrozyna, alanina, asparaginian i
leucyna i metabolity bedgce wynikiem ich przemian takie jak kreatyna i kreatynina, intermediaty
przemiany puryn: IMP i hipoksantyna, intermediaty przemiany cukrowej: mleczan i UDP-GIcNAc oraz
intermediaty przemiany lipidowej: cholina i O-fosfocholina. W przypadku wiekszosci metabolitdw
obserwuje sie stopniowy ich spadek wraz z wydtuzajagcym sie czasem hodowli, ale mamy i takie zwigzki,
przyktadem tego jest kreatynina, ktdrej ilos¢ znaczaco spada dopiero po 24 godzinach hodowli, oraz
hipoksantyna, ktorej wyrazny spadek, ale bez dalszych zmian, réwniez obserwuje sie po 24 godzinach.
W tym miejscu nasuwa mi sie uwaga dotyczaca réwniez i pozostatych prezentowanych w pracy
wynikow. Dlaczego od razu, dla ufatwienia czytelnikowi poruszania sie¢ w ,gaszczu” uzyskanych
danych, nie pogrupowano odpowiednio zidentyfikowanych metabolitéw, podajac réwnoczesnie
podstawowe informacje dotyczace ich umiejscowienia w metabolizmie, tak jak to staratem sie zrobi¢
powyzej. Kolejna uwaga, tym razem szczegétowa, dotyczy braku wynikéw na rycinie 5 dotyczacych
asparaginianu i alaniny wymienionych w tekscie jako metabolity, ktérego ilosci spadajg wraz z

czasem hodowli.

W warunkach normoksji, kiedy hodowle komérek prowadzono przy 6%-owym stezeniu tlenu,
liczba metabolitéw, ktérych wzgledne ilosci w sposdb wyrazny spadaty w czasie, ulegata zmniejszeniu.
W tych warunkach zidentyfikowano 10 takich zwigzkéw. Tak jak w przypadku hipoksji byty to
nastepujgce aminokwasy: glutamina, glutaminian, treonina, asparaginian i N-acetyloasparaginian. Inne
metabolity, zidentyfikowane réwniez w warunkach hipoksji to mleczan, UDP-N-GIcNAc oraz O-
fosfocholina. Natomiast, w warunkach normoksji stwierdzono jeszcze spadek w ilosci octanu oraz
bursztynianu, taczonego gidwnie z cyklem kwasow tréjkarboksylowych. Podobnie jak w przypadku

hipoksji, dla wigkszosci metabolitéw obserwuje sie stopniowy spadek w ich wzglednych iloéciach wraz



z wydtuzajgcym sie czasem hodowli, ale dla octanu, treoniny i mleczanu wyrazny spadek stwierdza sie

tylko pomiedzy 12 a 24 godzing hodowli.

Z kolei, w warunkach hyperoksji, a wiec kiedy komérki hodowano przy 21%-owym stezeniu
tlenu, znowu liczba metabolitéw, ktérych poziomy w znaczacy sposdb zmieniaty sie wraz z czasem,
wzrastata do 16. Przy czym w tych warunkach obserwowano zaréwno spadki jak i wzrosty we
wzglednych ilosciach zidentyfikowanych zwiazkéw, reprezentowanych réwniez gtéwnie przez
aminokwasy. | tak, obserwowano spadki w ilosciach glutaminianu, glutaminy i asparaginianu,
natomiast wzrosty dla tyrozyny, histydyny, izoleucyny, waliny, leucyny, fenyloalaniny, glicyny i
asparaginy. Inne metabolity, ktérych ilosci spadaty wraz z czasem hodowli, to jak w przypadku hipoksji
i normoksji UDP-N-GIcNAc i O-fosfocholina oraz fumaran bedgcy intermediatem cyklu Krebsa.
Natomiast stwierdzono wzrosty w poziomach mrowczanu. W hyperoksji, znaczgcy wzrost w poziomach

wiekszosci aminokwasow stwierdza sie dopiero po 36 godzinach hodowli.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze zaledwie kilka wspolnych metabolitéw, ktdrych ilosci
zmieniaja sie wraz z czasem hodowli, zidentyfikowano dla komérek hodowanych przy trzech réznych
stezeniach tlenu. Zwraca rowniez uwage fakt, ze wyraznie mniejszg liczbe metabolitow, ktdrych ilosci
zmieniajg sie wraz z czasem hodowli, zidentyfikowano w przypadku normoksji, niz w przypadku
przedtuzajgcego sie stresu zwigzanego z hipoksjg lub normoksjg. Wynikow prezentowane w tym
rozdziale podsumowuje Tabela 3 ze strony 62, do ktére] mam analogiczng uwage co powyzej. A
mianowicie, nalezato odpowiednio pogrupowad zidentyfikowane metabolity, podajac réwnoczeénie
podstawowe informacje dotyczagce ich umiejscowienia w metabolizmie. Na przykfad, aminokwasy
zamiescic€ jeden za drugim, a zaraz za nimi inne metabolity bedace intermediatami ich przemian. Ta
uwaga dotyczy oczywiscie i pozostatych tabel prezentujacych podobne wyniki. Co jeszcze zwraca
uwage, jezeli chodzi o uzyskane wyniki, to fakt, ze wsérod zidentyfikowanych metabolitéw prym
wodzg aminokwasy. Czy jest to wynik tego, ze w ekstraktach komérkowych aminokwasy wystepuja
w najwiekszych ilosciach, czy tez jest to wynik zastosowanej metodyki? Bardzo prosze Doktoranta

o ustosunkowanie sie do tego pytania.

W mojej opinii, biorgc pod uwage cele pracy, ciekawsze sg kolejne wyniki pokazujace zmiany
w poziomach wewngtrzkomarkowych metabolitéw na skutek hodowli komdrek przy réznych
stezeniach tlenu w okreslonych przedziatach czasowych. Kiedy hodowle prowadzono przez pierwszych
12 godzin, widma H NMR pozwolity na identyfikacje 21 takich zwigzkdw. Przede wszystkim byty to
aminokwasy (14): glutamina, glutaminian, asparagina, asparaginian, kwas N-acetylo-asparaginowy,
alanina i B-alanina, treonina, izoleucyna, glicyna, tauryna, fenyloalanina, walina, tyrozyna i histydyna,

a nastepnie, hipoksantyna, AMP, UDP-GIcNAc, myo-inozytol oraz fumaran i bursztynian jako



intermediaty cyklu Krebsa. Po kolejnych 12 godzinach, profil metabolitéw, ktdrych wzgledne ilosci
zmienialy sie znaczaco podczas hodowli komérek w roznych stezeniach tlenu, ulegat pewnym
zmianom. Z takiego profilu znikaty aminokwasy: glutaminian, asparagina, kwas N-acetylo-
asparaginowy, treonina, tauryna i tyrozyna, a takze UDP-GlcNaC, myo-inozytol, AMP, fumaran i
bursztynian. Natomiast pojawiaty sie takie zwigzki jak cholina, O-fosfocholina, kreatyna i leucyna. Po
36 godzinach hodowli profil metabolitéw podlegat kolejnym zmianom i stawat sie bardziej podobny do
tego, co stwierdzano po 12 godzinach hodowli. Podobnie, jak po 24 godzinach, stwierdza sie brak zmian
w ilosciach glutaminianu, kwasu N-acetylo-asparaginowego, treoniny, tauryny, fumaranu i
bursztynianu, ale ponownie pojawiaja sie zwigzki znajdywane wczesdniej po 12 godzinach, takie jak
asparagina, tyrozyna, UDP-GIcNAc, AMP. Znika z kolei kreatyna i kreatynina, natomiast pojawia sie

mleczan.

W przypadku 8 metabolitdw, takich jak aminokwasy: glutamina, alanina i B-alanina, izoleucyna,
glicyna, fenyloalanina, walina i histydyna, ich poziomy pozostawaly na podobnym poziomie w
warunkach hipoksji i normoksji przez caty okres prowadzenia eksperymentu, tzn. przez 36 godzin.
Natomiast, w warunkach hyperoksji ilosci tych metabolitéw znaczgco rosty juz po 12 godzinnej hodowli
i réznice te utrzymywaty sie do korica trwania eksperymentu. W przypadku pozostatych zwigzkéw (9)
- glutaminian, asparaginian, kwas N-acetylo-asparaginowy i asparagina, UDP-N-GIcNAc, myo-inozytol,
AMP, hipoksantyna, bursztynian, ich iloéci rosty wraz ze wzrostem stgzenia tlenu, przez pierwszych 12
godzin. Po 24 godzinach, podobng sytuacje obserwujemy tylko w przypadku asparaginianu, tzn. jego
ilosci rosng wraz ze wzrostem stezenia tlenu. Natomiast poziom leucyny i choliny nie zmieniat sic w
hipoksji i normoksji i wzrastat znaczaco w hyperoksji. Z kolei, odwrotng sytuacje stwierdzono po 24
godzinach w przypadku O-fosfocholiny, ktorej poziom drastycznie spadat w normoksji w poréwnaniu z
hipoksja, i nie zmieniat sie w warunkach hyperoksji. Po 36 godzina hodowli, iloéci N-GIcNAC i choliny

rosty wraz ze wzrostem stezenia tlenu, natomiast leucyny i mleczanu rosty tylko w hyperoksji.

W podsumowaniu wynikéw tej czesci badan, nalezy stwierdzi¢, ze w komérkach HT1080
hodowanych przy réznych stezeniu tlenu, dochodzi do zmian ilosciowych gtéwnie aminokwaséw. Stad
powtorze moje pytanie, czy jest to wynik tego, ze ekstraktach komoérkowych aminokwasy wystepuja
w najwigkszych ilosciach, czy tez jest wynik zastosowanej metodyki? Czy moze s3 tego inne
przyczyny? Wraz z przedtuzajagcym sig czasem hodowli, profile metabolitéw podlegajg zaréwno
zmianom jakosciowym jak i ilosciowym. Co wazne, profile te s3 bardziej podobne dla komdrek
analizowanych po 12 i 36 godzina hodowli w poréwnaniu z komérkami z 24-godzinnej hodowli. Jest to
dowodem na to, ze stres komérkowy wywotany, czy to hipoksja, czy to hyperoksjg, prowadzi w oby
przypadkach do wyraznych zmian w metabolizmie. | w przypadku tych wynikéw, w tekscie znajdziemy

szereg niescistosci, kiedy poréwnuje sie go z rycinami. Na przyktad, na str. 70, znajdujemy informacje,



7e w przypadku 8 metabolitéw, takich jak aminokwasy: glutamina, alanina i B-alanina, izoleucyna,
glicyna, fenyloalanina, walina i histydyna, ich ilosci pozostawaly na podobnym poziomie w
warunkach hipoksiji i normoksji przez caly okres prowadzenia eksperymentu, tzn. po 12, 24 i 36
godzinach, gdy tymczasem brak jest myo-inozytolu i tyrozyny po 24 godzinach. Brak rowniez

wynikéw dla kreatyny na rycinie 11.

Analogiczng strategig, co w przypadku metabolitow wewngtrzkomoérkowych, przyjeto i
podczas analizy zwigzkéw uwalnianych przez komorki do $rodowiska zewnetrznego. A wiec, w
pierwszym etapie badan zajeto sig analizg zmian jakosciowych i ilosciowych w sktadzie metabolitow
zewngtrzkomdrkowych wytwarzanych przez komorki w warunkach hipoksji, normoksji i hyperoksji po
12, 24 i 36 godzinach hodowli. W przypadku komérek rosnacych przy 1 %-owym stezeniu tlenu,
zidentyfikowano 9 takich najwazniejszych metabolitdow: glutamine, S-adenozylohomocysteing,
hipoksantyng, —metyloaming, kwas 3-metylo-2-oksowalerianowy,  2-oksoizokapronian, — 3-
hydroksymaslan, pirogronian i fumaran. Zwiekszenie stezenia tlenu do 6% powodowato drastyczne
zmiany w sktadzie uwalnianych do Srodowiska zwigzkow. Zidentyfikowano 11 takich metabolitéw, przy
czym, az 8 z nich, poza glutaming, pirogronianem i fumaranem, to nowe zwigzki z poréwnaniu z
profilem uzyskanym dla stezenia tlenu 1%. Podobnie jak w przypadku metabolitow
wewnatrzkomoérkowych, byly to przede wszystkim aminokwasy (7): treonina, arginina, metionina,
tryptofan, leucyna, walina, asparagina oraz 2-fenylopropionian. W warunkach hyperoksji, tzn. przy
21%-owym stezeniu tlenu, skfad zewnatrzkomdrkowych metabolitow byt najbogatszy (20) i
odpowiadat temu, co znaleziono zaréwno w warunkach hipoksji jaki i normoksji. Dodatkowo

stwierdzono obecnoéé izoleucyny, alaniny, choliny, metylomalonianu octanu, mleczanu i mrdwczanu.

Jezeli chodzi o zmiany we wzglednych ilosciach metabolitow zwigzane z czasem prowadzenia
hodowli, to jedyne dwa wspdlne metabolity dla hipoksji, normoksji i hyperoksji — glutamina i
pirogronian zachowywaty sig podobnie i ich wyrazny spadek obserwowano pomigdzy 12-tg a 24-ta
godzing hodowli. W przypadku hipoksji i normoksji, wspolny metabolit — fumaran zachowywat sig
podobnie i jego ilos¢ wzrastata znaczaco migdzy 24-t3 a 36-tg godzing hodowli. Réwniez dla normoksji
i hyperoksji wiekszo$¢ wspdinych metabolitéw zachowywata sig w posobny sposob i ich ilosci spadaty
wraz z czasem hodowli. Natomiast, odwrotng sytuacje obserwowano w przypadku hipoksji i
hypoeroksji. | tak w przypadku hipoksji wiekszoé¢ wspolnych metabolitéw wykazywata spadek wraz
czasem hodowli, natomiast ich iloéci rosty wraz z czasem hodowli w warunkach hyperoksji. Uwaga:

brak danych dotyczacych treoniny na rycinie 18.

W drugim etapie badar zajeto sig analiza zmian w skfadzie i iloéciach zewngtrzkomérkowych

metabolitéw wynikajace z hodowli komérek prowadzonych przy roznych stezeniach tlenu (1%, 6% i



21%) w okreslonych przedziatach czasowych, tzn. po 12, 24 i 36 godzinach przetrzymywania komérek
w tych warunkach. Po 12 godzinach hodowli komérek w réznych stezeniach tlenu zidentyfikowano 12
zewnatrzkomorkowych metabolitéw  wykazujacych najwieksze réznice ilosciowe pomiedzy
analizowanymi prébami. S3 to aminokwasy: glutaminian, glutamina, piroglutaminian, treonina,
tryptofan ileucyna oraz pirogronian, fumaran, kwas 3-metylo-2-oksywalerianowy, 2-fenylopropionian,
S-adenozylohomocysteina i B-hydroksymaslan. Tu uwaga: na str. 94, wymieniajgc metabolity, ktérych
iloSci wzrastajg wraz czasem hodowli, nie uwzgledniono B-hydroksymaslanu. Po kolejnych 12
godzinach, liczba takich metabolitéw spadata do 9. Obok wymienionych powyzej, takich jak
pirogronian, S-adenozylohomocysteina, kwas 3-metylo-2-oksowalerianowy, B-hydroksymaslan,
piroglutaminian, stwierdzono obecno$¢ asparaginianu, argininy, 2-oksyizokapronianu i metyloaminy.
Wreszcie, po 36 godzinach takich hodowli, liczba zidentyfikowanych metabolitéw ponownie wzrasta
do 11, aich skfad odpowiada temu, co znaleziono wczesniej (glutaminian, leucyna, 2-oksyizokapronian,
metylamina, B-hydroksymaslan, kwas 3-metylo-2-oksowalerianowy, S-adenozylohomocysteina,

pirogronian) za wyjgtkiem octanu, alaniny i izoleucyny.

Jezeli chodzi o metabolity, ktére obecno$¢ w pozywce hodowlanej zidentyfikowano przy
kazdym stezeniu tlenu, takie jak pirogronian, 3-metylo-2-oksypropionian, B-hydroksymaslan i S-

adenozylohomocysteina, to ich poziomy zawsze rosty wraz z przedtuzajacym sie czasem hodowli.

Rozdziat 2. konczy dyskusja, ktorg , podobnie jak wyniki, podzielono na dwie czesci. Pierwsza z
nich, noszaca tytut ,The metabolic changes of intracellular and extracellular metabolome at hypoxia,
normoxia and hyperoxia through cultivation time” odnosi sie do wynikow uzyskanych dla komérek
hodowanych w obecnosci rdznych stezen tlenu w coraz to dtuzszych przedziatach czasowych. Z kolei
druga p.t. , The sensitivity of the HT1080 cell’s metabolome to hypoxia, normoxia and hyperoxia at each
interval time point” dotyczy wynikéw uzyskanych dla komérek hodowanych na przestrzeni tego
samego czasu, ale przy réznych stgzeniach tlenu. Te czesci pracy, podobnie jak pozostate, rdwniez
zostaly napisana fatalng angielszczyzng, co powtérze znacznie utrudnia, a momentami wrecz
uniemozliwia zrozumienie zawartych tam treéci. Moze po czeéci z tego powodu, nie znajduje
odpowiedniego zwigzku pomiedzy wynikami a trescig tych rozdziatéw. Zamiast skupi¢ sie na
omawianiu wynikow i w przypadku pierwszego podrozdziatu podjac préby wyjasnienia, dlaczego
poziomy/iloéci metabolitéw wytwarzanych przez komérki przy roznych stezeniach tlenu zmieniaja sie
wraz czasem hodowli, Doktorant stara sig, nieco na site, wiaza¢ obserwowane zmiany z fenotypem i
metabolizmem komérek nowotworowych. Takie podejscie do dyskusji, fgczace zmiany w metabolomie
ze stopniem natlenowania komarek, pozwolitoby réwniez lepiej zrozumieé, po co przeprowadzono
badania, ktérych celem byto pokazanie, jak zmieniajg sie poziomy réznych metabolitéw wytwarzanych

przez komorki wraz z przedtuzajgcym sie czasem hodowli, kiedy jest ona prowadzona przy réznych



stezeniach tlenu. Z tego, co pisze Doktorant (str. 48), chodzito mu o zbadanie, jak gtodzenie komarek
wplywa na metabolom komoérek hodowanych w warunkach hipoksji, normoksji i hyperoksji.
Tymczasem, w mojej opinii, wazniejsze w tym przypadku jest, jak przedtuzajacy sie stres oksydacyjny
wptywa na metabolizm komorek, i to nie koniecznie nowotworowych. Analogiczna uwaga dotyczy i
drugiego podrozdziatu, w przypadku, ktdrego nacisk powinien by¢ potozony na wyjasnienie skad biorg
sie réznice w poziomach metabolitéw produkowanych przez komadrki hodowane przy rdznych
stezeniach tlenu, ale w tych samych przedziatach czasowych. Te uwagi dotyczg wszystkich omawianych
w tych podrozdziatach metabolitéw, stad bardziej szczegdlowe omawianie kazdego z nich zajetoby
zbyt wiele miejsca w tej recenzji. Dlatego, jako przyktad takiego, moim zdaniem, nietrafnego podejscia,
niech postuzy pierwszy z metabolitéw dyskutowany w tym rozdziale, a mianowicie UDP-GIcNAc. O ile
nie sposéb nie zgodzi¢ sie, ze istnieje pozytywna korelacja pomigdzy poziomami UDP-GIcNAC i
glutaming w warunkach, hipoksji, normoksji i hyperoksji, niezaleznie jak dfugo prowadzona jest
hodowla komdrek, to nie bardzo rozumiem na jakiej podstawie ta korelacja ma Swiadczy¢, ze UDP-
GIcNAC dziata jako , metaboliczny sensor dostepnosci energii”. Mimo odwotar do literatury, uwazam
7e tego rodzaju stwierdzenie jest stanowczo za daleko idace. Nalezy pamietac, ze UDP-GICNAC jest
substratem dla wielu glikozylotransferaz biorgcych udziat w syntezie O- i N-glikanow, dlatego zmiany
w jej iloéciach sa wypadkowg szeregu proceséw. Podobnie rzecz sig ma z kolejnymi zidentyfikowanymi
metabolitami wymienionymi w dyskusji, a mianowicie bursztynianem i fumaranem, ktérych obnizone
iloéci w normoksji i hyperoksji majg wedtug Doktoranta potwierdza¢ wyniki Denko i wsp., odnoszace
sie do wptywu tych metabolitéw na stabilnos¢ HIF1a, kiedy jego ekspresja nie byta przedmiotem badan
w tej pracy. Nie moge tez zgodzi¢ sie z opisem do ryciny 22 (a nie 24 jak to jest w pracy), ze przedstawia
ona szlaki metaboliczne w komérkach HT1080 wykryte w oparciu o analizg widm 'H NMR. Byloby to
zbyt proste, gdyby jedynie w oparciu o przedstawione wyniki mozna byto tworzy¢ tak zlozone
schematy. Dodam jeszcze, ze omawiajgc wyniki dotyczace UDP-GIcNAc, Doktorant nie ustrzegt sie
przed bfedami merytorycznymi. Nalezy pamigtac, ze UDP-GIcNAC jest, jak to juz napisatem powyzej,
substratem dla wielu glikozylotransferaz, stad skupienie sie tylko na jednym enzymie ,O-linked B-N-
acetyloglukozaminotransferazie” nie ma wigkszego sensu i nie oddaje tego, jaka role, a raczej role,
petni UDP-GIcNAc w tych komérkach. Na zakoriczenie tego rozdziatu, we wnioskach, Doktorant pisze,
7e stezenie tlenu jest jednym z kluczowych czynnikow wplywajgcych na wewngtrzkomorkowy i
zewnatrzkomarkowy profil metabolitéw wytwarzanych przez komorki, czego wyrazem sg roznice w
metabolomach obserwowane w warunkach hipoksji i normoksji, a szczegélnie hyperoksji. Co nalezy
podkreéli¢, te réznice majg zaréwno charakter jakosciowy, jak iilosciowy, czego niestety nie omdwiono
w tym rozdziale, skupiajac sie gtownie na zmianach ilosciowych. Czego mi tutaj brakuje, to jakiejkolwiek
hipotezy, ktéra ttumaczytaby te roznice w kontekécie dostepnosci komorek do tlenu, lub jak kto woli

ich natlenowania, przynajmniej, jezeli chodzi o niektére ze zidentyfikowanych metabolitow.



Rozdziat 3. pt. , The effect of hypoxia-reoxygenation in HT1080 cell line metabolome by *H NMIR
analysis” ma ukfad podrozdziatéw analogiczny jak rozdziat 2. Zaczyna sig krotkim wstepem, ktéry swoja
trescig odpowiada bardziej celowi pracy. Celem tej czesci pracy jest identyfikacja najbardziej
prominentnych metabolitéw, ktérych poziomy/wzgledne iloéci ulegajg zmianom podczas przejécia
komérek ze stanu normoksji w stan hipoksji i odwrotnie. Kolejny rozdziat , Materiaty i metody” w
ogromnej mierze jest zupetnie zbednym powtdérzeniem tych samych informacji z poprzedniego

analogicznego podrozdziatu z rozdziatu 2. Z powodzeniem mozna byto te podrozdziaty scali¢ w jeden.

Podrozdziat ,Wyniki” zaczyna sie od pokazania krzywych wzrostu komorek HT1080
hodowanych w warunkach analogicznych do hodowli komorkowych, ktére wykorzystywano do badan
metabonomicznych. Kolejny podrozdziat poswigcony jest zmianom w wewngtrzkomadrkowym
metabolomie przy przejsciu komoérek ze stanu normoksji w stan hipoksji Wyniki uzyskane za pomoca
'H NMR pozwolity na identyfikacje najbardziej prominentnych metabolitéw, ktdrych
poziomy/wzgledne ilosci ulegajg zmianom podczas przejscia komdrek ze stanu normoksji w stan
hipoksji. W przypadku wewnatrzkomérkowych metabolitéw (17) byly to aminokwasy (12): leucyna,
tyrozyna, walina, izoleucyna, alanina, B-alanina, tauryna, fenyloalanina, glicyna, glutaminian,
glutamina, n-metylohistydyna oraz IMP, NAD+, AMP, kreatyna, kreatynina, UDP-GIcNAC, sn-glicerolo-
3-fosfocholina. Uwaga: w poréwnaniu z tekstem, na rycinie 7 brakuje wynikow dla AMP i UDP-

GIcNAC, natomiast dodano 1-metylonikotynamid.

Jezeli chodzi o zewnatrzkomérkowe metabolity, to tych zidentyfikowano 12. S3 to
aminokwasy: ornityna, alanina, asparagina, glicyna, histydyna, oraz fumaran, octan, metylomalonian,
mrowczan i niezidentyfikowany zwigzek-1. Uwaga: w tekscie mylnie podano, ze takich metabolitéw

jest 12, a w rzeczywistosci jest ich 10.

W przypadku wewngtrzkomérkowych metabolitéw, przejéciu ze stanu normoksji w stan
hipoksji towarzyszyt generalnie wzrost we wzglednych ilosciach wszystkich zidentyfikowanych
metabolitow. Przy czym dla tyrozyny, fenyloalaniny, leucyny i waliny jest to wzrost stopniowy, dla
glicyny i waliny taki wzrost obserwuje sie dopiero po 24 godzinach, natomiast iloéci pozostatych
metabolitéw wzrastajg juz po 12 godzinach i dalej ich ilos¢ nie ulega zmianie. Jezeli chodzi o
zewnatrzkomdrkowe metabolity, to stopniowy wzrost obserwowano dla fumaranu, alaniny ornityny,
octanu, natomiast szybki wzrost juz po 12 godzinach bez dalszych zmian, dla metylomalonianu, glicyny
histydyny, mréwczanu i asparaginy. Jedynie w przypadku nieznanego zwigzku-1, gwattowny spadek

obserwowano juz po 12 godzinach. ,

Kolejny podrozdziat dotyczy zmian w wewnatrzkomorkowym metabolomie przy przejéciu

komorek ze stanu hipoksji w stan normoksji. Znacznie bardziej ograniczony profil



wewnatrzkomérkowych metabolitow zidentyfikowano przy przejéciu komorek ze stanu hipoksji w stan
normoksji. W tym przypadku obejmowat on tylko 6 takich zwigzkdw, a mianowicie glutaming,
asparagine, asparaginian, 1-metylonikotynoamid, UDP-GIcNAc i mleczan. Co ciekawe, przy tak
ograniczonej liczbie wewnatrzkomérkowych metabolitéw, w przypadku zewnatrzkomorkowych
metabolitéw zidentyfikowano ich az 17. Znowu, byty to przede wszystkim aminokwasy {10): glutamina,
asapragina, arginina, tyrozyna, lizyna, metionina, fenyloalanina, walina, izoleucyna, i leucyna, a
nastepnie, ATP, fruktoza, fumaran, mleczan, 2-fenylopropionian oraz niezidentyfikowany zwigzek-1 i

niezidentyfikowany zwigzek-2.

Przejsciu komorek ze stanu hipoksji w stan normoksji towarzyszyt generalnie spadek we
wzglednych iloéciach wszystkich zidentyfikowanych metabolitow, za wyjatkiem fumaranu i asparaginy,

dla ktérych stwierdzono trend odwrotny.

Ten caty rozdziat korczy dyskusja (rowniez podzielona na dwa podrozdziafy), ktdra jest
nieproporcjonalnie dtuga i rozwlekta w stosunku do prezentowanych wynikéw. Prosta obserwacja
dotyczgca zmian w profilu metabolitdw towarzyszgcych przejsciu komérek ze stany normoksji w
hipoksje i odwrotnie jest pretekstem do snucia rozwazan w wiekszosci nie majgcych oparcia w
prezentowanych wynikach. Dla jasnosci przekazu bytoby znacznie lepiej gdyby ten rozdziat nie byt
podzielony na dwa podrozdziaty i wyniki dotyczace przejscia komdrek ze stanu normoksji w hipoksjeg i
hipoksji w normoksje byty dyskutowane facznie. Jak juz wcze$niej napisatem, Autor powinien skupic
sie na wyjasnieniach, dlaczego poziomy/wzglgdne iloéci metabolitdéw zmieniajg sie wraz ze stopniem
natlenowania komérek, co zreszta dotyczy wszystkich komérek, nie tylko nowotworowych. Zamiast
powigza¢ swoje wyniki z metaboliczng odpowiedzia komoérek na stres komorkowy, jakim jest
ograniczenie podazy lub nadmierna podaz tlenu, stara sie znowu na site wigzac obserwowane zmiany
z fenotypem i metabolizmem komérek nowotworowych. Przyktadem tego jest chociazby dyskusja
dotyczaca znaczenia zmian w poziomach fenyloalaniny i tyrozyny w komdrkach nowotworowych, ktére
nijak sie maja do wiasnych wynikéw, a ktérej poswigcono prawie dwie strony. Na przyklad, nie ma
7adnych podstaw stwierdzenie, ze ,Our findings suggest that under hypoxic conditions activation of
genes associated with the inhibition of degradation and increased uptake of phenylalanine and
tyrosine can lead to elevated levels of these amino acids in cancer cells under hypoxic conditions.” Aby
moc tak napisac, potrzebne by byly dodatkowe wyniki w postaci zmian w ekspresji chociazby jednego
takiego genu. Analogiczna uwaga dotyczy wigkszosci omawianych w tym rozdziale metabolitow. Z
drugiej strony, nalezy przyznac, ze tak rozlegta dyskusja $wiadczy bardzo dobrze o znajomosci przez

Doktoranta piémiennictwa zwigzanego z tematem jego pracy doktarskiej.



Oba podrozdziaty koricza liczne wnioski, ktére znowu, w wiekszosci przypadkéw nie znajduja
oparcia w prezentowanych wynikach. Ponownie ogranicze sie do tego samego, co powyzej przyktadu,
a mianowicie wniosku, ktory brzmi: , Hypoxia activates genes that inhibit degradation and increase
uptake of phenylalanine and tyrosine,..”. Aby taki wniosek sformutowaé potrzebne by byly, jak
napisatem powyzej, wyniki pokazujgce, ze ekspresja, przynajmniej jednego z takich gendw jest

podwyiszona, postugujac sig chociazby PCR w czasie rzeczywistym.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze uzyskane przez Doktoranta wyniki stanowig
oryginalng, bardzo cenng baze danych metabonomicznych do wykorzystania w kolejnych badaniach,
ktérych przeprowadzenie pozwolitoby na weryfikacje i potwierdzenie stusznosci wnioskow
zaprezentowanych w tej pracy. | to w opinii recenzenta jest najwazniejszg wartoscig tej pracy. Stad,
pomimo licznych mankamentow, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji dysertacja, tak ze
wzgledu na prezentowana problematyke, uzyskane wyniki, jak i warsztat badawczy, spetnia warunki
okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki. Stad wnosze wniosek do Wysokiej Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne w Politechnice Wroctawskiej o dopuszczenie Pana Badr Saifa Mohsen Qasama do

dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Wroctaw, 10 sierpnia, 2023 r.




