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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Agaty Marii Kokocinskiej-Kusiak
pt.: ., Identyfikacja zapachowych biomarkerow czerniaka w moczu myszy,

z zastosowaniem metod behawioralnych i analitycznych”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Tadeusza Jezierskiego w Zakladzie Zachowania si¢

Zwierzat Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzgt PAN w Jastrzebcu.

Przestanka do podjetych badan sg odkrycia z ostatnich lat wskazujace, ze niektore
nowotwory zlosliwe powodujg powstawanie 1 wydzielanie specyficznych substancji
zapachowych, ktére moga by¢ identyfikowane wechowo przez zwierzeta juz we wezesnych
stadiach rozwoju procesu nowotworowego. Wiadomo takze, ze wlasnie jak najwczesniejsze
wykrycie nowotworu ztosliwego daje najwicksza szanse na calkowite usuniecie pierwotnej
lokalizacji komorek zmienionych nowotworowo, co w wigkszosci przypadkéw pozwala na
calkowity powr6t pacjenta do zdrowia. Poszukiwanie metod wczesnej diagnostyki
nowotworow takich jak czerniak, cechujacych sig¢ szybkim rozwojem i powstawaniem
przerzutow, jest wigc wysoce uzasadnione. W omawianej pracy Autorka postanowila
sprobowac¢ wyjasnié, jakie lotne zwiazki organiczne i w ktorym stadium rozwoju nowotworu
pojawiaja si¢ w moczu myszy i czy sg wyczuwalne przez zmyst wechu zwierzat
makrosmatycznych (myszy) oraz czlowieka. Z duzym zainteresowaniem przeczytatem wiec
prace podejmujaca takie wyzwania.

Praca ma charakter interdyscyplinarny, poniewaz na modelu myszy przeprowadzono
poszukiwanie metod pozwalajacych na wykrywanie osobnikow z eksperymentalnie
wywolanym czerniakiem, na podstawie wechowej analizy moczu tych osobnikéw i
poréwnano je z metodami analizy laboratoryjnej lotnych zwigzkoéw organicznych w moczu od
tych samych zwierzat. Dodatkowym elementem rozprawy jest ocena zdolnosci wechowych
ludzi w wykrywaniu obecnosci czerniaka u myszy na podstawie oceny zapachowej ich
moczu.

W liczacym 10 stron maszynopisu wstepie pracy Autorka przedstawila aktualny stan
wiedzy nt.  pochodzenia uwalnianych przez zdrowy i~ chory organizm zwigzkow

zapachowych. Zwrécita uwage na wzrost zainteresowania analiza zapachu w kontekscie



poszukiwania objawow choroby nowotworowej, gdzie obok metod chemiczno-analitycznych
rosngcg uwage przycigga mozliwos¢ wykorzystania psow szkolonych do wykrywania
okreslonych typow nowotworéw. W tym zakresie Zespot kierowany przez promotora, prof. dr
hab. Tadeusza Jezierskiego wnosi swdj znaczacy wktad. Wazna przestankg do podjecia badan
poréwnawczych sa liczne publikacje z ostatnich latach, m.in. z zastosowaniem GC-MS, ktore
potwierdzily obecno$¢ ponad 100 roznych lotnych zwiazkéw organicznych (LZO)
pojawiajacych si¢ m.in. w wydychanym powietrzu, ktére mogg by¢ zwigzane z procesem
powstawania nowotworu.

Bardzo cickawie przeprowadzona narracja opisujgca obecny stan wiedzy nt.
wechowego wykrywania nowotworow wskazuje, ze u podioza zdolnosci zwierzat do
rozrozniania zapachu osobnikéw zdrowych i cierpigeych z powodu procesu nowotworowego
moze leze¢ biologicznie uzasadniona tendencja do unikania jako partneréw osobnikéw
chorych, Iub obarczonych genetycznie uwarunkowang sktonnoscig do choréb. Zwrocono tez
uwage, ze pojawianie si¢ zapachow towarzyszacych chorobie moze by¢ nastepstwem
procesdw patologicznych obejmujacych wytwarzanie nowych lotnych  zwigzkow
organicznych, nie wystgpujacych u osobnikow zdrowych lub zmiany w proporcji
poszczegdlnych LZO, lub metabolitéw posrednich, zmian w zakresie MHC, w ich
powstawaniu mogg tez bra¢ udzial bakterie skorne. Istnieje szereg watpliwosci i sprzecznych
opinii nt. ich pochodzenia w chorobach nowotworowych. Te substancje zapachowe mogg by¢
wydalane z wydychanym powietrzem, moczem, potem, §ling, wydzieling pochwowg lub
katem.

Autorka zwrocita uwage na rosnace znaczenie czerniaka i wysoka $miertelnosé jaka
powoduje. Opisata dotychczasowe odkrycia dotyczace charakteru substancji zapachowych
wykorzystywanych we wczesnej diagnostyce tego nowotworu. Uznala na podstawie
umiejetnie dobranego przegladu literatury, Ze ten nowotwor moze stuzyé jako model do badan
rozwijajacych diagnostyke olfaktoryczng. Zwrdcila uwage na mozliwo$é wykorzystania
zwierzat do wykrywania charakterystycznych zmian zapachowych u chorych cierpigcych na
czerniaka. Opisata aktualny stan wiedzy nt. mozliwoéci uzycia zwierzgt makrosomatycznych ,
jak psow, a takze na potencjalne mozliwosci wykorzystania gryzoni. Zwrocita tez uwage na
zdolnos¢ niektorych ludzi do rozrézniania zapachu moczu od myszy zdrowych i z
czerniakiem.

Celem rozprawy doktorskiej mgr Kokocinskiej-Kusiak bylo zbadanie, czy myszy
szczepu C57B1/6J sa zdolne do rozrdzniania zapachu mocza myszy w eksperymentalnie
wywolanéj wczesnej fazie rozwoju czerniaka linii B16F0 i w. zaawansowanej fazie rozwoju
tego nowotworu od moczu myszy zdrowych tego samego szczepu. Te wyniki mialy zosta¢

zweryfikowane przez analizy chemiczne probek moczu myszy z wykorzystaniem
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chromatografii gazowej ze spektrometrig mas. Dodatkowym celem rozprawy byla ocena, czy
cztowiek, jako gatunek mikrosomatyczny jest w stanie réznicowa¢ w/w trzy grupy myszy na
podstawie zmian zapachu moczu.

Aby osiagna¢ powyzsze cele zostaly wykonane do$wiadczenia behawioralne na
myszach i ludziach, a takze odpowiednie analizy laboratoryjne majace potwierdzi¢ lub
wykluczy¢ prawdziwos¢ zatozen badawczych. Zostaty one szczegolowo opisane w liczacym
21 stron rozdziale ,Material i metodyka badan”. Na przeprowadzenie badan uzyskano
odpowiednia zgod¢ Lokalnej Komisji Etycznej, a uzyskane wyniki poddano analizie
statystyczne;j.

Fazy rozwoju eksperymentalnie indukowanych guzow czerniaka zostaly
sklasyfikowane w skali wg Breslow i mocz myszy pobrano w poczatkowej (1) fazie rozwoju,
w 2-3 dniu po iniekcji komoérek nowotworowych w podeszwe prawej konczyny miednicznej
oraz migdzy 15-20 dniem po inokulacji komorek nowotworowych (3-5 stadium rozwoju
guza). Za kontrole ujemng uznano probki moczu zdrowych myszy, ktérym podano w iniekeji
PBS. Warto w tym miejscu podkresli¢, ze wykonanie pobrania probek moczu i przechowanie
ich do momentu podjecia badan olfaktorycznych u myszy i ludzi, a takze do analiz sktadu
chemicznego tych probek od osobnikow z odpowiednich grup wymagato duzej skrupulatnosei
1 precyzji.

U myszy badano zdolnos¢ do spontanicznej preferencji zapachu w  testach
prowadzonych w polu otwartym oraz w labiryncie Y. W nastgpnym etapie prowadzono
trening myszy do rozrdzniania zapachu nowotworu w 1 i 3-5 stadium rozwoju.

Metodyka badania wyboru myszy w polu otwartym a takze wyboru jednej lub dwoch
Sciezek zapachowych w labiryncie Y oraz karania w labiryncie Y wydaje si¢ przeprowadzona
prawidtowo. Pewne watpliwosci budzi jednak interpretacja sposobu nagradzania myszy
wybierajacych droge do moczu myszy z czerniakiem w labiryncie Y. Zastanawiam si¢, czy
umieszczenie smakotyku w bezposredniej bliskosci pozadanej probki moczu samo w sobie
nie powodowalo preferencji myszy w podejmowaniu decyzji o wyborze korytarza. Dopiero
w ostatniej fazie treningu nagroda lub kara nastgpowaly dopiero po dokonaniu przez myszy
albo wyboru probki moczu od myszy z czerniakiem, albo moczu myszy zdrowych.

Waznym elementem oceny skutecznosci treningu myszy byla testy przeprowadzone na
myszach wczesnie trenowanych, w ktorych sprawdzono zdolno$¢ myszy do identyfikacji
moczu od myszy we wczesnym lub zaawansowanym stadium czerniaka w labiryncie Y, w
ktorych nagroda pojawiata si¢ po wyborze odpowiedniej prébki'.'

Badania zdolnosci ludzi do wykrywania zapachu moczu myszy z czerniakiem

przeprowadzono na 20 ochotnikach obu pici, 1 najpierw zadaniem os6b bylo rozrdéznianie



kilku r6znych zapachow, a nastgpnie po sprawdzeniu zapachu moczu myszy z czerniakiem
ochotnicy mieli za zadanie identyfikacje probek moczu myszy z czerniakiem.

Analizy chemiczne obecnosci lotnych zwigzkoéw organicznych (LZO) w probkach
moczu w celu wykrycia zréznicowania ich obecnosci w moczu myszy zdrowych, a takze we
wczesnej i zaawansowanej fazie rozwoju czerniaka wykonano w Pracowni Peptydéw Zaktadu
Chemii Organicznej i Technologii Chemicznej, Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego. Analizy wykonano z wykorzystaniem chromatografii gazowej i spektometrii
mas (GC-MS). Identyfikowano piki chromatograficzne obecne tylko u myszy z czerniakiem,
a takze takie, ktorych wielko$¢ byla znacznie wyzsza lub nizsza u myszy z czerniakiem w
poréwnaniu do moczu zdrowych myszy. Zaproszenie do wspodlpracy uczonych z innej
jednostki naukowej wskazuje na umieje¢tnos¢ Doktorantki i Jej Promotora do nawigzywania
wspotpracy 1 namodwienia czlonkow innego zespolu naukowego do podjgcia badan
uzupetniajacych glowny kierunek badan.

Wyniki badan zostaly przejrzyscie przedstawione na 20 stronach tekstu bogato
ilustrowanego  wykresami zawierajgcymi takze wartosci odchylenia standardowego 1
informacje o statystycznej istotnosei (lub braku) roznic, a w czeséci dotyczacej chemicznej
identyfikacji LZO uzyto tez rozbudowanych tabel dokumentujacych wyniki dotyczace
licznych LZO.

W testach spontanicznej preferencji zarbwno w polu otwartym, jak 1 w labiryncie Y
nie stwierdzono istotnych roznic w rozpoznawaniu moczu myszy z czerniakiem i zdrowych.
Wystepowaly tez réznice zalezne od plci 1 kolejnosci powtorzen prob stwierdzajacych
preferencjg¢ spontanicznego wyboru probek moczu od myszy zdrowych lub z czerniakiem w
czasie latencji podczas testow. Z kolei po kolejnych fazach treningu wykrywanie probek
moczu myszy z czerniakiem réznilo sig¢ wysoce istotnie statystycznie od moczu myszy
zdrowych. Okazalo si¢, ze myszy po treningu prawie dwukrotnie czegsciej (wzgledne ryzyko)
wskazywaly probki od osobnikow z czerniakiem w poréwnaniu do probek od osobnikow
przed treningiem, a prawdopodobienstwo wskazania zapachu charakterystycznego dla moczu
myszy z nowotworem bylo znacznie wigksze niz przez przypadek.

Mam tutaj uwage, w drugim akapicie na stronie .,...prawdopodobienstwo wskazania
zapachu raka po treningu bylo znacznie wigksze niz przez przypadek (Rys.16. P <0,001).”
Chce zwroci¢ uwage, ze czerniak nie jest rakiem, bardziej stosowne byloby nazwanie go
nowotworem, uzyto tez duzego skrotu myslowego, bo wyfrenowane myszy wykrywaly
przeciez charakterystyczny zapach moczu pochodzacego od myszy z czerniakiem. Ciekawa

roznicg migdzy plciami okazalo sig¢ to, ze samce wykazywaly wydluzony czas latencji przy



podejsciu do probek moczu myszy z czerniakiem w poczatkowej, a samice w koficowej fazie
treningu.

Badanie zdolnosci ludzi do wykrywania moczu myszy z czerniakiem w tescie Odor
Discrimination/Memory Test wykazaly znaczne zréznicowanie indywidualne i brak
statystycznie istotnych roznic migdzy plciami w tym zakresie.

W analizach chromatograficznych wykazano m.in., ze kilkakrotnie nizsza, niz u
zdrowych osobnikow zawartosé n-heksanu w moczu pozwala przyjaé spadek tego parametru
jako charakterystyczny dla myszy z czerniakiem. Warto byloby jednak sprawdzi¢, czy nie
dochodzi do takich zmian w procesach nowotworowych innego rodzaju lub w stanach
zapalnych. Uwazam, ze sposob przedstawienia wielu réznych parametrow w formie liniowej
(ryciny 17-19) jest ztym pomystem, niestusznie sugerujacym dynamiczne powiazania miedzy
roznymi metabolitami. Odpowiednie byloby przedstawienie tych wynikow na wykresie
shupkowym.

W komorkach czerniaka uzytych do inokulacji wykryto 19 lotnych zwigzkéw
organicznych, podczas gdy w probkach moczu byto ich 88. Tylko cze$é z nich wykazywata
roznice W stezeniu miedzy moczem myszy zdrowych i chorych, na 6 zwigzkow, ktore
wykazywaly znaczace roznice stezenia w zaleznosci od stanu zdrowia myszy zwrocono
szczegblng uwage. Zaréwno u myszy krotko po inokulacji komodrek czerniaka, jak i w
zaawansowanym stadium jego rozwoju pojawial si¢ aceton, a nie wykrywano go w moczu
osobnikoéw zdrowych. Wydaje si¢ jednak, ze jego obecno$¢ moze wynikaé z negatywnego
bilansu energii u zwierzat z procesem nowotworowym, czyli niekoniecznie bedzie to
parametr swoisty dla diagnostyki czerniaka. Krétko po inokulacji pojawial sie tez 1-metyl-
6,7-dioksabicyklo[3.2.1.]Joktan, ale zanikal w poézniejszym stadium rozwoju guza. Nieco
mniej atrakcyjny wydaje si¢ wzrost stezenia nitrometanu, ktdre wzrastalo wprost
proporcjonalnie do rozwoju guza.

Metoda chromatografii potwierdzono bardzo spektakularne roznice polegajace na
spadku stezenia w moczu myszy z wczesnym lub zaawansowanym stadium czerniaka w
pordwnaniu do myszy zdrowych wykazaly dwa zwigzki (chlorek metylenu i n-heksan). Dla n-
heksanu udato si¢ zaproponowa¢ wartosci graniczne, ktére w badanym materiale wskazywaty
na to, ze mocz pochodzil od osobnika zdrowego, jesli pole powierzchni piku dla tego zwiazku
przekraczato 9 000 000, a takze gdy zmniejszato si¢ ponizej 3 500 000 ze 100% pewnoscia
mozna bylo stwierdzi¢, ze osobnik od ktorego pobrano mocz jest w przedklinicznym stadium
czerniaka. e
W ciekawie prowadzonej Dyskusji Autorka omowila uzyskane wyniki odnoszac sie do
danych literaturowych, ktore wskazuja, e tematyka doswiadczenia jest dos$¢ rzadko

podejmowana na innych modelach nowotwordw. Podkreslita m.in., ze spodziewane unikanie



zapachu wydzielanego przez zwierzeta chore przez osobniki zdrowe nie znalazio
potwierdzenia w analizowanym przypadku czerniaka u myszy. Zaproponowala tez
wyjasnienie, ze poniewaz ze mocz pochodzit od samcéw (o czym zdecydowano aby unikngé
wplywu zmian hormonalnych zwigzanych z cyklem plciowym samic), samce eksplorujace
labirynt uznawaly, ze jest to nowy zapach potencjalnego konkurenta, dlatego
»bezpieczniejszy” byt wybor chorego osobnika, ktory zapewne bedzie stabszym konkurentem
niz osobnik zdrowy.

Cennym elementem rozprawy bylo przeprowadzenie badan nad zdolnoscig do
odrézniania na podstawie zapachu moczu od myszy zdrowych i z czerniakiem przez
czlowieka. Co prawda stwierdzono znaczne zréznicowanie tych zdolnoscei, ale przynajmniej
niektore kobiety okazaty si¢ bezbtedne w wykrywaniu zwierzat chorych. Sa to pionierskie
odkrycia, ktére zastuguja na kontynuacj¢ i by¢ moze wykorzystanie w praktyce wczesnej
diagnostyki tego nowotworu u ludzi.

Omawiajac wyniki analiz chromatograficznych Autorka wskazata, jako pierwsza, ze
markerem zapachowym rozwoju czerniaka, moze by¢ zmniejszajgca sie zawarto$¢ n-heksanu
1 chlorku metylenu w moczu. Powodem odmiennego zapachu moczu myszy z czerniakiem, w
tym w bardzo wezesnych stadiach, moze by¢ réwniez pojawienie sie acetonu, 1-metyl-6,7-
dioksabicyklo[3.2.1.]oktanu oraz nitrometanu, a takze brak octanu etylu, cyklopentanu metylu
oraz cykloheksanu, ktdre sa charakterystyczne dla osobnikow zdrowych. Autorka zgadza sie z
danymi literaturowymi, w ktdrych obnizanie si¢ zawartosci niektérych LZO w trakcie
choroby nowotworowej moze by¢ zwigzane z oddzialywaniem guza nowotworowego na
metabolizm organizmu i odwrotnie pojawianie si¢ LZO u zwierzat chorych a nicobecnych u
osobnikow zdrowych moze by¢ jest efektem syntezy przez komorki guza, lub powstawania
jako produktow jego rozpadu. Wykryte przez Autorke charakterystyczne dla czerniaka LZO
roznity si¢ zardéwno skladem, jak i tendencjami zmian od proponowanych przez inne zespoty
prowadzace podobne badania u zwierzat i ludzi.

Badania Autorki wykazaly tez, ze chromatograficzna analiza zmian stezenia
pojedynczych LZO  obecnych w  moczu moze byé  wystarczajaca  dla
potwierdzenia/wykluczenia procesu rozwoju czerniaka, co jest pewng nowoscia na tle danych
literaturowych poszukujacych raczej kompleksowych sposobéw diagnozowania opartych na
jednoczesnej analizie wielu parametrow.

Cztery Wnioski sformutowane przez Autorke mozna uzna¢ za trafne, potwierdzajg
mozliwo$¢ wytrenowania myszy do wykrywania na podstau;ié" zapachu moczu osobnikéw z
rozwijajacymi si¢ komoérkami czerniaka, potwierdzaja zdolnos¢ niektorych ludzi do podobnej
identyfikacji. Podkreslaja, ze wlasnie mozliwos$¢ wezesnego rozpoznania obecnosci czerniaka

(po 2-3 dniach od doswiadczalnej inokulacji) pozwala mie¢ nadzieje na rozwinigcie wezesnej



diagnostyki tego nowotworu. Jedynie ostatni wniosek wydaje mi si¢ nieco zbyt S$mialy,
poniewaz brak danych, jak wyselekcjonowane w chromatografii LZO zachowuja sie w innych
procesach nowotworowych i patologiach nienowotworowych. Z pewnosci dotychczasowe
wyniki zastuguja jednak na kontynuacje i dalsze wyjasnianie powstajacych watpliwosci.

Autorka recenzowanej rozprawy doktorskiej wykazala si¢ umiejetnoscia
sprecyzowania zalozen badawczych, dobrania warsztatu badawczego, pozwalajgcego na
wielostronng analiz¢ i weryfikacj¢ tez badawczych. Na podstawie uzyskanych wynikow
doszla do ciekawych wnioskow, ktore umiejetnie uzasadnita. Mam nadzieje, ze wyniki
uzyskane dzigki interdyscyplinarnej analizie zostang wkrotce opublikowane w renomowanym
czasopi$mie. Stanowig wazny przyczynek w doskonaleniu metod wczesnej diagnostyki
czerniaka, jednego z nowotwordw najtrudniejszych w zapobieganiu i leczeniu.

W zwigzku z powyzszym, powolujac si¢ na art.179 ust 1. ustawy Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669)
stwierdzam, ze przedlozona rozprawa doktorska spelnia wymogi okreslone artykulem 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
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stopniach i tytule w zakresie sztuki.



